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RESUMO

As leucemias agudas sao neoplasias hematologicas caracterizadas pela proliferacao
exacerbada de glébulos brancos. Sua sintomatologia € inespecifica, cursando
principalmente com anemia e leucocitose. Esses quadros podem ser classificados de
acordo com a linhagem celular mutada. Nas leucemias linféides, ha um aumento de
linfocitos, enquanto nas mieldides, outros tipos de leucécitos sédo alterados. Também sao
classificadas pelo grau de maturacdo das células: leucemias crénicas envolvem
escalonamento de maturagcdo, enquanto as leucemias agudas sdo marcadas pela
proliferagdo exacerbada de células imaturas, que surgem na medula éssea e podem gerar
a perda de funcéo do 6rgdo, reduzindo a hematopoiese. E essencial que o diagndstico da
leucemia seja feito de forma precoce, a fim de permitir que o tratamento se inicie a tempo
de prevenir maiores complicagdes pelo avango da doenga. O oncogene TCF3-PBX1 é um
dos mais comuns em casos de Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA), tornando-se,
portanto, um alvo importante de investigagao para conclusao diagnodstica desses quadros.
As técnicas moleculares, formas convencionais de diagnéstico das leucemias,
apresentam limitagdes relacionadas a custo, tempo de analise e instalacdo, que reduzem
sua capacidade de difusdo e aplicagao pelo sistema de saude. Frente a isso, € essencial
o desenvolvimento de novas técnicas que permitam detec¢des rapidas, precisas e
acessiveis. Uma solugdo promissora € a criagdo de um genossensor eletroquimico,
baseado em polimero e nanoparticulas de ouro, capaz de identificar o oncogene de
interesse. Foi construida uma plataforma sensora baseada em acido poli(3-tiofeno)
acético, nanoparticulas de ouro e sonda oligonucleotidica de DNA referente a
translocacao 1;19 para detecg¢ao do gene de fusao leucémico TCF3-PBX1. As técnicas de
voltametria ciclica (CV), espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) e microscopia
de forga atémica (AFM) foram utilizados para caracterizar a construgéo da plataforma e as
etapas de biodetecgédo. Os resultados obtidos sugerem que o genossensor foi capaz de
identificar o oncogene TCF3-PBX1 em amostras positivas de plasmideos e amostras
clinicas de pacientes com LLA com rapidez e sensibilidade. Assim, o genossensor
construido pode ser considerado como uma ferramenta promissora na detecg¢ao precoce,

rapida e sensivel de oncogenes relacionados a leucemia.

Palavras-chave: Genossensor; Eletroquimica; Nanoparticulas; Leucemia; Diagndstico.



ABSTRACT

Leukemias are hematologic cancers characterized by the excessive proliferation of white
blood cells. Their symptoms are nonspecific, especially presenting as anemia and
leukocytosis. These conditions can be classified based on the mutated lineage. In
lymphoid leukemias, there is an increase in lymphocytes, while in myeloid leukemias,
other types of leukocytes are affected. Leukemias are also classified by the degree of cell
maturation: chronic leukemias involve mature cells, while acute leukemias are marked by
the excessive proliferation of immature cells, which can infiltrate the bone marrow and
replace the healthy tissue. It is essential that leukemia diagnosis is made in early stages in
order to allow treatment to begin in time to prevent further complications due to disease
progression. The TCF3-PBX1 oncogene is one of the most common in cases of Acute
Lymphoblastic Leukemia (ALL), therefore, it is an important target for investigation in the
diagnostic process of this condition. Conventional molecular techniques for leukemia
diagnosis have limitations related to cost, analysis time, and installation, which reduce
their ability to be widely implemented and applied within the healthcare system. In this
context, the development of new techniques that enable rapid, precise, and accessible
detection is essential. A promising solution is the creation of an electrochemical
genosensor based on polymer and gold nanoparticles, capable of identifying the oncogene
of interest. A sensor platform was constructed using poly(3-thiophene) acetic acid, gold
nanoparticles, and a DNA oligonucleotide probe targeting the 1;19 translocation for the
detection of the TCF3-PBX1 leukemia fusion gene. Cyclic voltammetry (CV),
electrochemical impedance spectroscopy (EIS), and atomic force microscopy (AFM)
techniques were used to characterize the platform construction and the stages of
biodetection. The results obtained suggest that the genosensor was able to identify the
TCF3-PBX1 oncogene in plasmid samples and clinical samples from patients with ALL
with speed and sensitivity. Therefore, the constructed genosensor can be considered a

promising tool for the early, rapid, and sensitive detection of leukemia-related oncogenes.

Keywords: Genosensor; Electrochemistry; Nanoparticles; Leukemia; Diagnosis.
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1. INTRODUGAO

As neoplasias ocupam o segundo lugar entre as principais causas de morte no mundo
no ano de 2021 (Sung et al. 2021). Entre os tipos de cancer mais comuns, a leucemia é
caracterizada pela presenca de uma quantidade anormal de células neoplasicas
sanguineas na circulagdo. Essa condicdo é multifatorial, e comumente se relaciona com
mutagdes genéticas de carater esporadico (Huang et al. 2020). Quanto a sua
classificagdo, elas podem ser classificadas em leucemias agudas ou crbnicas. Ambas
apresentam subtipos especificos, que cursam com diferentes manifestagdes clinicas,

prognostico e patogénese (Instituto Nacional do Cancer, 2023).

Uma das principais complicagdes desenvolvidas pelo avancgo clinico dos quadros
de leucemias agudas consiste na substituicdo progressiva da medula éssea saudavel por
leucocitos imaturos neoplasicos, reduzindo os niveis de eritrocitos e plaquetas no sangue
periférico (Tebbi, 2021). Dentre as formas de leucemia aguda, a leucemia linfoblastica
aguda (LLA) é o tipo mais frequente em criangas e representa a principal causa de morte
relacionada ao cancer infantil em todo o mundo (May-Hau et al., 2022). A translocagao
cromossOmica t(1;19), que leva a formacao do gene quimérico TCF3-PBX1, é a terceira
alteragao genética mais comum em pacientes com LLA, estando associada a um pior

prognostico (Burmeister et al., 2023).

Atualmente, os principais métodos para diagnosticar o monitoramento da expressao
de oncogenes consistem em técnicas moleculares. A técnica de Reagdo em cadeia da
polimerase transcriptase reversa quantitativa (RT-qPCR) é uma das principais abordagens
para essa finalidade (Oliveira et al., 2023). Esse método é baseado na amplificacdo da
sequéncia alvo, seguida pela deteccdo por meio da fluorescéncia da quantificacdo do
numero de copias (Harshitha; Arunraj, 2021). Ja a Hibridizag&o in situ por fluorescéncia
(FISH) € uma técnica que se baseia na hibridizacdo entre sonda de DNA especifica
marcada por molécula fluorescente e sequéncia alvo, sendo amplamente empregada na
pesquisa de anormalidades cromossémicas. Ambas as técnicas apresentam
desvantagens, como analise em multiplas etapas, as tornando amplamente suscetiveis a
contaminagdes durante sua execugdo e exige reagentes de alto custo (Allegra et al.,
2023). Além disso, para a técnica de FISH, é preciso um microscépio de fluorescéncia e
pode apresentar um resultado incompativel com a realidade, representativo de uma baixa

sensibilidade (Chrzanowska; Kowalewski; Lewandowska, 2020).
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Frente a isso, o desenvolvimento de ensaios moleculares simples e efetivos para a
deteccdo dos genes de fusado relacionados as malignidades hematologicas € de grande
interesse para a promog¢ao da saude de pacientes com leucemia (Yeung; Egan; Radich,
2016). Dessa forma, os biossensores eletroquimicos sao ferramentas capazes de superar
essas dificuldades presentes nos métodos comuns de biodetecgao. Isso acontece porque
sao dispositivos que possibilitam miniaturizacéo, favorecendo uma operacao simples com
baixo uso de reagentes, além de oferecer respostas analiticas sensiveis e especificas
(Allegra et al., 2023).

Os biossensores de DNA, também denominados genossensores, sdo aplicaveis ao
diagndstico precoce de neoplasias, visto que sao dispositivos capazes de detectar a
presenca de oncogenes através da hibridizagdo entre sonda oligonucleotidica especifica e
sequéncia de DNA compativel. Para tal, nanoparticulas associadas na plataforma sensora
sdo capazes de ampliar a capacidade analitica do dispositivo gragas as suas
propriedades eletrénicas, de biocompatibilidade e de promover estabilidade quimica no
sistema. Além disso, aumentam a area de superficie sem prejudicar as interacdes

moleculares (Chupradit et al., 2022).

O presente estudo aborda o desenvolvimento de um sistema biossensor formado por
filme polimérico de acido poli(3-tiofeno) acético e nanoparticulas de ouro associados a
sonda oligonucleotidica referente a translocacdo 1;19 como elemento de
bioreconhecimento. As etapas de caracterizacao eletroquimica para avaliagao das etapas
de construcdo e validacdo da plataforma foram feitas por meio das técnicas de
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) e voltametria ciclica (CV) para
determinar a capacidade de biodetecgdo do sensor frente a amostras plasmidiais e de

cDNA contendo as sequéncias de interesse.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FISIOPATOLOGIA DAS LEUCEMIAS

O cancer ¢é a segunda principal causa de morte no mundo, com um grande impacto
na saude publica, sendo um grande contribuinte para um desbalango no envelhecimento
populacional internacional (Sung et al., 2021). As leucemias sdo um tipo de cancer que
afeta o tecido sanguineo, caracterizando-se pela presenga de uma quantidade anormal de
células sanguineas mutadas na circulagao (Tebbi, 2021). Diversas alteragbes genéticas
foram identificadas como fatores de risco para o desenvolvimento de quadros leucémicos,
como as sindromes de Down e de Klinefelter, além de alteragcbes em genes como RUNX1
e CEPBA (Chennamadhavuni et al., 2025). Entre as alteragbes mais comuns,
destacam-se as mutagdes genéticas, que podem desencadear a producio e interacéo
anormais de proteinas, além de inibir a apoptose e manter o ciclo celular funcionando de

forma ininterrupta (Huang et al., 2020).

Figura 1. Esquema ilustrativo comparando o sangue normal e o sangue leucémico. Disponivel em:

https://www.richet.com.br/entenda-a-leucemia/

SANGUE NORMAL LEUCEMIA

GLOBULOS GLOBULCS BRANCOS (NEUTROFILCS, LINFOCITOs  PLAQUETAS
VERMELHOS E MONOCITOS)

As leucemias podem ser classificadas em agudas e cronicas. Ambas apresentam
subtipos especificos, que cursam com diferentes manifestagdes clinicas, progndstico e
patogénese (Instituto Nacional do Cancer, 2023). Os blastos, que sédo células imaturas e,
portanto, ainda disfuncionais, normalmente correspondem a cerca de 1% a 5% das
células presentes na medula 6ssea. As leucemias agudas se caracterizam pela presenca

de mais de 20% de blastos no sangue periférico ou na medula 6ssea, resultando em um
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inicio mais rapido dos sintomas. Por outro lado, na leucemia crbnica, a quantidade de
blastos € inferior a 20%, e o aparecimento dos sintomas tende a ser mais gradual. A fase
acelerada ou blastica corresponde a transformacéo da leucemia mieloide crénica em uma
fase aguda, com um aumento significativo na quantidade de blastos (Chennamadhavuni
et al., 2025).

As leucemias mieldides crénicas (LMCs) sao neoplasias mieloproliferativas que
apresentam o crescimento descontrolado de células de linhagem mieldide em diferentes
estagios de maturacédo. Essa condi¢cdo se divide em trés estagios, sendo eles as fases
cronica, acelerada e a blastica. Na fase blastica, ha um aumento na porcentagem dos
blastos mielbdides, podendo atingir até 70% (Minciacchi et al., 2021). Nas leucemias
linfoides crénicas (LLCs), ha a proliferacédo clonal de linfécitos CD5+. As LLCs sao o tipo
de leucemia cujo desenvolvimento sofre maior influéncia de fatores herdados
geneticamente e progridem de forma mais lenta em relacdo a linfomas mais agressivos e

as leucemias agudas (Chiorazzi et al., 2021).

Entre os quadros agudos, as leucemias mieldides agudas (LMAs) apresentam
caracteristicamente mais de 20% de blastos mieldides. E a forma de leucemia mais
comum em adultos, cujo prognaostico varia de acordo com as particularidades moleculares
daquela mutagado (Chennamadhavuni et al., 2025). A leucemia linfoblastica aguda (LLA) é
o cancer pediatrico mais comum e € a principal causa de morte relacionada ao cancer em
criangas em todo o mundo (May-Hau et al., 2022). A translocagado cromossdmica t(1;19),
que resulta na formagado do gene quimérico TCF3-PBX1, é a terceira mutagdo mais
frequentemente observada em pacientes com LLA. Esse oncogene tem a capacidade de
bloquear a maturagdo dos linfocitos e inibir os mecanismos de apoptose, favorecendo,

assim, a proliferagdo dos blastos linféides (Burmeister et al., 2023).

Os quadros de leucemia aguda podem evoluir, inibindo a producdo de células
saudaveis pela medula éssea, resultando na reducgao de eritrocitos e plagquetas no sangue
periférico (Tebbi, 2021). Isso faz com que a demanda de células sanguineas néo seja
suprida pela medula e, a partir disso, outros 6rgaos, como figado e bago, exercem a
hematopoese extramedular. Isso pode gerar sobrecarga, com hepatoesplenomegalia, e

avancar para a faléncia desses orgaos (Gozdasoglu et al., 2022).
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Ao considerar a alta velocidade com que as células mutadas se proliferam e se
expandem nas leucemias agudas, é importante que o diagndstico seja feito de forma
rapida, a fim de evitar que as complicagdes pelo avango da doenga sejam alcancadas.
Além disso, € crucial que a técnica aplicada ao diagndstico seja de alta sensibilidade,
caracteristica que favorece a deteccado precoce, e especifica, a fim de identificar com
precisdo o alvo relacionado a leucogénese (Zhou et al., 2021). A necessidade de um
diagndstico precoce se reflete no estudo de Inaba et al. (2021), que identificou 0 aumento
continuo, nos ultimos 50 anos, das taxas de sobrevida dos pacientes com LLA. Os fatores
gue se associam a essa melhora envolvem os avancos nas formas de tratamento e,
especialmente, a adogdo de novas tecnologias de diagnostico, capazes de atuar com

maior eficiéncia na deteccéo precoce do quadro neoplasico.

2.2 CONTEXTO HISTORICO DO DIAGNOSTICO DAS LEUCEMIAS

O surgimento do microscépio proporcionou importantes avangos para a medicina.
No século XVIII, os cientistas ja haviam identificado e descrito os glébulos vermelhos e
brancos. (Alessandro De Freitas; Levy; Paulo Bydlowski, 2022). Atualmente, morfologistas
ainda se utilizam das caracteristicas das células sanguineas, como forma, tamanho e
granularidade, para classificar os tipos celulares com o auxilio de um microscopio éptico.
ApoOs essa analise, realizam diagndsticos com base em diretrizes estabelecidas. Contudo,
o diagnostico morfolégico tradicional € um processo que exige tempo e ndo garante alta
sensibilidade, além de resultar em diagndsticos que podem ser subjetivos (Zhou et al.,
2021).

Desde o desenvolvimento do microscépio, diversas tecnologias aplicadas ao
diagndstico das leucemias foram introduzidas, permitindo avancgos significativos na
deteccdo e compreensdo dessa doenga. Para o diagnostico inicial, comumente sao
realizados exames como o hemograma, a hematoscopia, o painel de coagulagcéo e os
testes de funcdo hepatica. Além disso, € frequentemente indicada a bidpsia de medula
o0ssea, um procedimento invasivo que permite a avaliagcido detalhada do padrao celular
presente no tecido. Embora esses exames sejam essenciais, a analise molecular se
tornou cada vez mais fundamental. Ela permite identificar as mutagdes especificas

presentes no paciente, o que € crucial para determinar o tipo de leucemia e, assim,
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elaborar um protocolo de tratamento personalizado e mais eficaz (Chennamadhavuni et
al., 2025).

Atualmente, a RT-gPCR, representada na figura 2 (A), variante da reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) convencional, se destaca como uma das abordagens mais
utilizadas para o monitoramento da expressao de oncogenes (Oliveira Et Al., 2023). Esse
método atua pela amplificagdo da sequéncia referente ao oncogene produzido, e pela
posterior quantificacao através da detec¢cao do aumento da fluorescéncia da molécula alvo
a medida em que ocorre a amplificagdo do molde (Harshitha; Arunraj, 2021). Entretanto,
essa técnica apresenta desvantagens, visto que, além de ser constituida por multiplas
etapas, € amplamente suscetivel a contaminagdes durante sua execugdo e exige
reagentes de alto custo (Allegra et al., 2023).

A técnica de hibridizagao in situ por fluorescéncia (FISH) (figura 2B) € amplamente
empregada na pesquisa de anormalidades genéticas. Baseia-se na hibridizagcdo entre
sonda de DNA especifica marcada por molécula fluorescente e sequéncia alvo. Apesar de
proporcionar reagdes com especificidade, necessita de microscopio de fluorescéncia e,
diante de baixa porcentagem de células tumorais na anélise, podendo apresentar uma

baixa sensibilidade (Chrzanowska; Kowalewski; Lewandowska, 2020).
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Figura 2. Principais técnicas utilizadas para o diagnéstico das leucemias. A) Técnica de PCR;

B) Técnica de Hibridizagao in situ por fluorescéncia (FISH). Fonte: Proprio autor (2025).

A) B)

As técnicas tradicionais apresentam limitagdes que elevam o custo e o tempo de
analise para a obtengdo do diagnodstico (Avelino et Al, 2022). Frente a isso, os
biossensores eletroquimicos sdo ferramentas capazes de superar essas dificuldades
presentes nos métodos comuns de biodeteccdo. Isso acontece, porque sado dispositivos
que possibilitam miniaturizagdo, favorecendo uma operagao simples com baixo uso de
reagentes, além de oferecer respostas analiticas sensiveis e especificas (Allegra et al.,
2023)

2.3 BIOSSENSORES

Biossensores sao dispositivos que funcionam com base em reagdes bioldgicas que
acontecem gragas a interagdo que acontece entre o analito alvo que o biossensor visa
identificar e um elemento bioldégico que atua como seu receptor. Sdo biodispositivos
compostos tipicamente por um elemento bioreceptor responsavel pela reagdo de
bioreconhecimento, um elemento transdutor, que mensura perturbagdes no meio
causadas pela reacdo de biodeteccdo, e um complexo eletrbnico, que permite a
interpretacdo dos dados obtidos com a reagao bioldgica através de um sistema
computadorizado de interpretacdo (Naresh; Lee, 2021). Os componentes essenciais de

um biossensor estao representados na figura 3.
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Figura 3. Esquema geral representativo dos elementos componentes de um sistema biossensor.
Fonte: Proprio autor (2025).

Analito alvo Elemento receptor Elemento transdutor Processamento de sinal

Os elementos receptores sdo biomoléculas que, imobilizadas sobre a superficie
transdutora, sdo capazes de realizar ligagbes especificas para a detecgédo de analitos-alvo
na amostra. Como bioreceptores, € possivel utilizar moléculas, como imunoglobulinas,

enzimas, acidos nucléicos e células (Andriukov et al., 2020).

O elemento transdutor consiste em uma superficie sensora capaz de converter a
perturbacdo gerada pela reagdo bioquimica em um sinal eletrbnico, e enviar para um
sistema de processamento. A escolha para a natureza desse elemento deve levar em
consideragao fatores, como a aplicagado do biossensor e a reacdo que se busca detectar
(Smutok; Katz, 2022).

2.3.1 BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS

Os biossensores podem ser classificados de acordo com a natureza do elemento
transdutor. O biossensor calorimétrico € um tipo de dispositivo capaz de monitorar
alteracbes de temperatura, enquanto o biossensor acustico funciona com base na
deteccdo da alteragdo das propriedades fisicas de uma onda acustica (Naresh; Lee,
2021). Ja os mais comuns sdo 0s biossensores Opticos, que detectam alteragcdes em
parametros fisicos e opticos, e, por fim, os eletroquimicos, que se baseiam na medicao

das mudangas nas interagdes elétricas por aplicagdo de potencial (Andriukov et al., 2020).
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Os biossensores eletroquimicos sdao compostos por um eletrodo de referéncia, que
apresenta um potencial fixo, um eletrodo de trabalho, que representa o biossensor e sera
a superficie sobre a qual a reagcdo de bioreconhecimento devera acontecer, € um
contra-eletrodo, que controla o potencial aplicado. Esse sistema permite a detec¢ao de

sinais elétricos proporcionais as concentra¢des dos analitos (Chupradit Et al., 2022).

Esses biodispositivos s&o capazes de proporcionar respostas sensiveis através de
procedimentos simples, sem o0 uso de reagentes custosos ou toxicos. A deteccao
eletroquimica pode ser feita por técnicas amperométricas, que detectam a corrente
resultante na superficie apds a aplicagao de potencial, além de potenciométricas, que se
baseiam em medidas de potencial (Allegra et al., 2023). Os biossensores eletroquimicos
condutométricos funcionam através da analise da alteragao das propriedades condutoras
da superficie de trabalho, enquanto os impedimétricos avaliam a resisténcia a

transferéncia de cargas elétricas sobre a area analisada (Naresh; Lee, 2021).

2.3.2. GENOSSENSORES

E possivel classificar os biossensores de acordo com o elemento receptor, capaz
de se ligar ao analito-alvo na amostra adicionada. Os imunossensores, através de
imunoglobulinas especificas imobilizadas na superficie transdutora, detectam reacdes
antigeno-anticorpo (Zhang Et Al., 2021). Os biossensores enzimaticos utilizam enzimas,
geralmente oxidases, conferindo seletividade ao dispositivo por meio da detec¢do da

ligacdo enzima-substrato (Fan; Guo; Ge, 2023).

A utilizagdo de microrganismos, como leveduras e bactérias, como elemento de
reconhecimento se faz presente nos biossensores baseados em células, que respondem
as toxinas de forma fisiolégica (Rozman et al., 2022). Os biossensores que se baseiam na
deteccdo de DNA, também chamados de genossensores (Figura 4) detectam a
hibridizagcdo entre sonda oligonucleotidica imobilizada na superficie transdutora e

sequéncia alvo correspondente (Avelino et al., 2022).

Os genossensores apresentam vantagens associadas a sua operagao, que ocorre
por protocolos simples, baixo custo e baixa quantidade de amostras e reagentes
necessarios para a analise, que acontece com rapidez (Oliveira et al., 2023). Ademais,

apresentam possibilidade de miniaturizagdo, deteccdo néo invasiva e alta sensibilidade.
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Essas caracteristicas permitem estabelecer que os genossensores sdo aplicaveis néo sé
no diagnostico das patologias, mas também na avaliagdo da eficacia do tratamento

através da analise da doenca residual minima (Allegra et al., 2023).

Figura 4. Esquema representativo de um ensaio de biodetecgdo em um genossensor através da

hibridizagdo da sonda especifica com o DNA alvo. Fonte: Proprio autor (2025).
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Uma das principais aplicabilidades dos genossensores € o diagndstico precoce de
patologias, como o cancer, visto que o biossensor de DNA é capaz de detectar a
presenga de oncogenes. Para tal, nanoparticulas associadas na plataforma sensora séo
capazes de ampliar a capacidade analitica do dispositivo, visto que apresentam
propriedades eletrbnicas, além de aumentarem a area de superficie sem prejudicar as
interacbes moleculares, e possuem diversas possibilidades de formato, escolhido de

forma a melhor servir ao propésito do sensor (Chupradit et al., 2022).

2.4 NANOMATERIAIS

Os nanomateriais podem ser sintetizados a partir de diferentes moléculas e em
diversas formas. Mais comumente, s&o utilizados os nanotubos de carbono,
nanoparticulas metalicas, Oxidos metalicos, nanoclusters metalicos e estruturas
metal-organicas. Levando em conta as vantagens exclusivas associadas aos efeitos de
condutividade, volume e superficie, 0s nanomateriais t€m atraido crescente interesse para
uma variedade de aplicagcbes em analises ambientais, médicas, bioldgicas e quimicas.

Nos ultimos tempos, os sensores e biossensores eletroquimicos fundamentados em
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nanomateriais tém sido objeto de extensos estudos, em virtude de suas destacadas

propriedades em condutividade, seletividade e biocompatibilidade (Luo, 2023).

O uso de nanomateriais nos biossensores eletroquimicos se faz otimizado quando
eles sdo imobilizados de forma intermediaria entre a superficie transdutora e o elemento
receptor, visto que, dessa forma, sao capazes de auxiliar o processo de transferéncia de

elétrons e a sinalizagao biossensora (Chupradit et al., 2022).

Ademais, os polimeros condutores (PCs) tém sido amplamente utilizados em
diversas areas gracas a flexibilidade dos polimeros e a sua capacidade de conduzir
eletricidade, semelhante aos metais. Quando aplicados aos biossensores, tornam-se
ferramentas de melhoria das respostas analiticas, visto que fornecem a plataforma
vantajosas propriedades fisico-quimicas, como ampla &rea de superficie, alta

condutividade elétrica e estabilidade mecanica (Le et al., 2024).

2.4.1 NANOPARTICULA DE OURO

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) fazem parte da classe de nanoparticulas de
metais nobres. Suas propriedades Opticas, eletronicas e fisico-quimicas as tornam alvo
importante de pesquisa biomédica (Naresh; Lee, 2021). Uma das principais vantagens do
uso do ouro é sua biocompatibilidade e a capacidade de formar fortes ligacées. Além
disso, €& possivel utilizar nanomateriais de ouro em diferentes formas, como
nanoparticulas, nanoesferas e nano-estrelas (Geraldo et al.,, 2023). Os diferentes

formatos de sintese das nanoparticulas de ouro estdo esquematizados na figura 5.
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Figura 5. Formatos em que sdo sintetizadas as nanoparticulas de ouro. Fonte: Geraldo et al. (2023).
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As AuNPs apresentam caracteristicas vantajosas, como técnicas de sintese
simples, estabilidade quimica, biocompatibilidade e vasto potencial eletroquimico. As suas
propriedades estratégicas nao s6 facilitam a deteccdo de moléculas, mas também
aumenta consideravelmente a sensibilidade dos diagnédsticos (Li et al., 2023). Além disso,
sdo capazes de catalisar as reacgbes biolégicas quando aplicadas em biossensores
(Naresh et al. 2021).

Ademais, investigagdes recentes demonstraram que sondas de captura de DNA
imobilizadas em sensores com nanoparticulas de ouro sido eficazes na deteccdo de
biomarcadores prognésticos especificos, com detec¢cao de alta precisdo, alcangcando
niveis fentomolares (Avelino et Al., 2022). Esses desenvolvimentos ressaltam o potencial
das AuNPs como ferramentas eficazes no campo do diagndstico, principalmente na

identificagdo precoce de condi¢des patoldgicas (Li et al. 2023).
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2.5 POLIMEROS
2.5.1 ACIDO POLI(3-TIOFENO) ACETICO

A presenca de filmes de polimeros nos eletrodos proporciona uma alta
concentragdo de grupos funcionais na superficie, faciltando a fixagcdo de outras
moléculas. Quando se trata de DNA imobilizado, esse sistema polimérico apresenta
propriedades, como a capacidade de ajustar a condutividade. Essas caracteristicas
tornam os filmes poliméricos um material altamente apropriado para o desenvolvimento

de genossensores quimicos ultrassensiveis (Allegra et al., 2023).

O politiofeno se destaca por seu baixo custo e sua grande versatilidade estrutural.
Sua capacidade de conduzir eletricidade de maneira eficiente o torna ideal para o
desenvolvimento de sensores e dispositivos que interagem com sistemas biolégicos
(Aydin; Aydin; Sezgintlrk, 2020).

A estrutura do politiofeno o torna um material de importante aplicabilidade
eletrénica, visto que apresenta consideravel regiorregularidade, sendo unidades
repetitivas organizadas de maneira consistente ao longo da cadeia, facilitando o transito
de elétrons. Além disso, € capaz de fornecer grupamentos carboxilicos, que devem
interagir com outras moléculas quando aplicados em sensores, a fim de aumentar sua
seletividade (Torres, 2012). Assim, o politiofeno apresenta propriedades que elegem seu

emprego no desenvolvimento de biossensores (Aydin; Aydin; Sezginturk, 2020).
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Figura 6. Estrutura quimica do poli (acido 3-tiofenoacético). Fonte: Lucena et al (2021).
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2.6 TECNICAS ELETROQUIMICAS

As técnicas de analise eletroquimica representam formas altamente informativas a
respeito de processos de Oxido-redugao em reagdes bioquimicas. Isso acontece, porque
elas sdo capazes de oferecer meios para a adicdo e remocédo de elétrons de forma

controlada em superficies de interesse (Pilz et al. 2023).

Métodos de transducgao eletroquimica sdo uma abordagem analitica de importante
aplicagdo para a caracterizacdo de biomoléculas, visto que facilitam processos de
miniaturizagao dos biodispositivos e obtém a resposta de forma direta, sem a necessidade
do desenvolvimento de processos secundarios para determinacdo da analise obtida
(Banerjee et al. 2020).

Existem diversas estratégias de analise eletroquimica que podem ser empregadas
nos biossensores a fim de avaliar as reagdes redox causadas ao longo dos processos de
montagem das plataformas e de reagbées de bioreconhecimento. Dentre as principais
técnicas, estdo a voltametria, a amperometria e a espectroscopia de impedancia

eletroquimica (Monteil et al. 2021).

2.6.1 VOLTAMETRIA CICLICA

A voltametria ciclica (CV) é uma das técnicas eletroquimicas mais populares.
Nesse método, aplica-se um potencial de varredura, permitindo a medigdo da corrente

resultante. A resposta € apresentada em um grafico em forma de sino, que mostra os
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picos de oxidagao e redugao que aconteceram no eletrodo de trabalho, entre a superficie
do sensor e a sonda redox. Essa representagdo visual ajuda a entender melhor as

reagoes eletroquimicas em acéo. (Pilz; Kielb, 2023).

Figura 7. Representagao esquematica de um grafico de voltametria ciclica e seus componentes: Epa
(potencial de pico anddico), Epc (potencial de pico catédico), Ipa (corrente de pico anddica) e Ipc

(corrente de pico catddica). Fonte: Proprio autor (2025).
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O grafico resultante da voltametria ciclica, representado na Figura 7, revela, no
eixo X, o potencial aplicado (E), que é um componente controlado no sistema. No eixo Y,
observa-se a resposta gerada, representada pela corrente resultante (i). Os termos catodo
e anodo nessa técnica referem-se aos fenOmenos de o6xido-redugdo que ocorrem na
aplicacao do potencial de varredura. No catodo, ocorre o processo de redugao, no qual a
superficie analisada recebe elétrons. Ja no dnodo, acontece a oxidacdo do analito, que
sofre a perda de elétrons. A medida que o potencial é varrido nas dire¢bes positiva e
negativa, o catodo e o anodo se alternam, resultando em dois picos redox observados no
grafico (Elgrishi et al., 2018).
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Dessa forma, a voltametria ciclica € uma técnica que permite estudar o
desempenho eletrocatalitico dos eletrodos e as transferéncias eletrénicas durante reacoes
redox. Nesse método, uma tensao fixa & aplicada ao sistema de trés eletrodos: um
eletrodo de trabalho, um contra-eletrodo e um eletrodo de referéncia, sobre os quais a
corrente flui. As posicdes, formas e amplitudes dos picos de oxidacdo e reducado que
aparecem no voltamograma ciclico sdo influenciadas pela taxa de transferéncia de

elétrons e pela estabilidade quimica do(s) analito(s) em analise. (Banerjee Et Al., 2020).

2.6.2 ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELETROQUIMICA

A Espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) € uma técnica capaz de
fornecer grande riqueza de informagbes ao caracterizar o sistema eletroquimico. Ela
opera através da aplicagdo de um potencial em onda de formato sinusoidal cujos
resultados podem ser interpretados através de componentes resistivos e capacitivos do
sistema elétrico (Pilz et al. 2023). A resposta gerada pela aplicagdo do potencial sera uma
corrente de mesma frequéncia, entretanto, sua magnitude deve variar de acordo com a
resisténcia que a amostra analisada fornece a troca de cargas no sistema. Esses dados
sdo medidos e representados graficamente, utilizando um software (Monteil; Casson;
Jones, 2021).

Circuitos equivalentes sao utilizados para permitir a interpretacdo dos fenébmenos
eletroquimicos através da associacdo com elementos, como resistores e capacitores. A
resisténcia as trocas ibnicas entre a superficie do eletrodo e a sonda redox ou eletrdlito €
representada como um componente resistor, sendo referida como a resisténcia a
transferéncia de cargas. O modelo de Randles € o mais comumente utilizado para a
interpretacéo da EIS aplicada em biossensores (Ceseweki et al., 2020). Esse circuito foi
empregado para ajustar os dados impedimétricos obtidos nos ensaios e inclui a
resisténcia da solugéo eletrolitica (RS), o elemento de fase constante (CDL), a resisténcia
a transferéncia de carga (RCT) e a impedéancia de Warburg (W), representados na figura
8. O modelo permite uma avaliacdo quantitativa das reacgdes eletroliticas na superficie do

eletrodo nos estudos de EIS.
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Figura 8. Circuito equivalente de Randles. Fonte: Lucena et al., 2021.
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O diagrama de Nyquist € uma opcao de representacado grafica dos fendbmenos
associados ao circuito de Randles. Esse grafico, representado na figura 9, possui uma
regido inicial onde predomina o valor do Rct, que é representado de forma proporcional ao
diametro do semicirculo formado. A medida que a frequéncia reduz, a superficie passa a
apresentar uma transferéncia de espécies redox mais intensa, sendo observada através
da formacao de uma linha obliqua num angulo de 45°, denominada “regiao de Warburg”,
referente a uma regido de minima resisténcia a transferéncia de cargas (Laschuk et al.,
2021).
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Figura 9. Representacao do grafico de Nyquist na EIS. Fonte: Ribeiro et al., (2015).

7

A avaliagao da biointeragcédo e a consequente hibridizagdo podem ser investigadas
por meio da relagdo matematica entre o Rct pods-hibridizacdo e o Rct da plataforma
genossensora (Equacédo 1). O Rct relativo reflete a quantidade do analito adsorvido na

interface do bioeletrodo:

Equacao 1

ARct (%) = RCT (cDNA) — RCT (Genossensor) x 100
RCT (Genossensor)

Nessa equacao, o Rct (genossensor) corresponde a resisténcia a transferéncia de
carga ofertada pela plataforma sensora e o Rct (cDNA) é o valor medido da resisténcia a
transferéncia de carga ap6s o reconhecimento das amostras de DNA complementar
(Butterworth Et Al., 2019; Avelino Et Al., 2020).

A imobilizagdo bem sucedida das camadas do biossensor, bem como a detecgéo
do analito-alvo através de uma reagao de bioreconhecimento bem sucedida, séo
observadas através, principalmente, do aumento da resistividade do sistema, que reflete a
formacdo de camadas espessas que dificultam as interacbes de oOxido-reducao

diretamente na superficie transdutora (Ribeiro et al., 2021).
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Dessa forma, a EIS € uma técnica de analise eletroquimica largamente empregada
na analise de materiais condutores. Ela é capaz de promover uma caracterizacao rapida,
efetiva e ndo invasiva (Laschuk et al., 2021). Esse método apresenta propriedades, como
alta sensibilidade, detecgcdo sem a necessidade de marcadores e baixo consumo de
energia, assim, se consolida como uma ferramenta uOtil para analises de

biossensoramento. (Monteil; Casson; Jones, 2021).

2.7 MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

Os biossensores podem ser caracterizados por técnicas microscopicas, como
microscopia de varredura, microscopia de transmissao eletrdnica e microscopia de forga
atdbmica. A microscopia de forgca atdémica (AFM) € uma técnica que possibilita a analise da
topografia tridimensional de uma superficie, alcangando uma amplitude de centenas de

micrémetros e uma resolugéo na faixa subnanométrica (Xia; Youcef-Toumi, 2022).

O principio fundamental da microscopia de forga atdmica (AFM) consiste em uma
ponta extremamente afiada, com dimensdes na ordem de nanémetros, que é fixada em
uma estrutura denominada cantilever, flexivel, e desliza sobre uma superficie, referente a
amostra. As forgas de interacdo que variam com a distancia entre a ponta e a amostra
sao medidas pelo cantilever, de forma a identificar a proximidade da superficie, permitindo
a formacgédo de uma imagem a medida que a ponta acompanha os contornos da superficie
(Hammond; Ryadnov; Hoogenboom, 2021). Um feixe de laser € refletido na parte traseira
do cantilever, e sua deflexdo é captada por um fotodetector, possibilitando a coleta de
dados sobre as caracteristicas topograficas e mecénicas (Bian et al., 2021). Os

componentes do microscopio de forga atbmica estao representados na figura 10.
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Figura 10. Representacdo esquematica dos componentes de um microscopio de forga atdmica. Fonte:

Hammond et al. (2021). (Modificado).
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As propriedades da técnica de AFM permitem que ela se torne fundamental na

analise da construgdo de biossensores, ja que € uma microscopia que, através do

mapeamento da distribuicdo das biomoléculas na superficie amostral, é capaz de fornecer

dados relativos a topografia e as propriedades biomecénicas dos componentes do

sistema bioldgico do dispositivo (Holuigue et al., 2022).
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento de um genossensor baseado em filme polimérico de PTAA para a

deteccao de oncogenes de importancia clinica no diagndstico da leucemia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Estudar as propriedades interfaciais dos filmes de PTAA e nanoestruturas
metalicas (NMT) obtidos diretamente sobre superficie metalica através de sintese

eletroquimica;

o Analisar o processo de imobilizagdo da sonda TCF3/PBX1 sobre o eletrodo de

ouro modificado com PTAA e NpsAu;

o Verificar a especificidade do nanobioeletrodo PTAA-NMT-sondaTCF3/PBX1 apds
sua interagdo com plasmideos contendo o oncogene quimérico TCF3-PBX1 (controle

positivo);
° Avaliar a seletividade do nanobioeletrodo PTAA-NMT-sondaTCF3/PBX1 frente a

plasmideos contendo segmentos de DNA ndo complementar (controle negativo);

o Determinar o limite de deteccdo do nanobioeletrodo e realizar ensaio de

biodeteccdo em amostras clinicas de pacientes com LLA;

. Determinar as correntes de pico anddicas (ipa) e catédicas (ipc) dos
voltamogramas ciclicos para cada etapa de montagem dos eletrodos biossensiveis e

apo6s o processo de biodetecgao;

o Realizar simulacdo teorica dos resultados experimentais obtidos a partir de

espectroscopia de impedancia eletroquimica,;

o Caracterizar a morfologia e a topografia do eletrodo modificado com

ptaa-nmt-sondaTCF3/PBX1 através da técnica de microscopia de forga atdbmica.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS

Ferricianeto de potassio (Ks;[Fe(CN)]), ferrocianeto de potassio (KiFe(CN)g]),
fosfato de sd6dio monobasico (NaH,PO,), fosfato de sddio dibasico (Na,HPO,) foram
adquiridos da VETEC (Brasil). O acido tetracloroaurico (HAuCl,), o acido (3-tiofeno)
acético (TAA), o 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e a
N-hidroxisuccinimida (NHS) sdo obtidos na Sigma Aldrich Co. (St Louis, USA). A agua
ultrapura usada na preparacido das solugdes sera obtida a partir de um sistema de
purificagdo Milli-Q Plus (Billerica, EUA). Os materiais utilizados no estudo de
bioatividade, como a sonda especifica de DNA t(1;19), plasmideos recombinantes —
controles positivos e negativos - e os produtos de amplificagdo de PCR derivados de
amostras clinicas de pacientes com leucemia contendo o gene quimérico TCF3-PBX1
foram fornecidos pela Profa. Dra. Norma Lucena Cavalcanti Licinio da Silva, do
Laboratério de Imunogenética do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes/Fiocruz
(Recife, Brasil). Todas as amostras e sondas foram diluidas em solu¢do de Tris-EDTA

(pH 8.0, 10Mm) em agua deionizada (Thermo Fisher) e foram mantidas congeladas.

4.2 DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA PTAA-NpsAu-sondaTCF3-PBX1

O eletrodo de trabalho, com superficie de ouro, foi polido com alumina 0,5um.
Posteriormente, o eletrodo de trabalho foi levado a banho ultrassdnico imerso em béquer
com agua deionizada durante 1 minuto. Em seguida, foi realizada a eletropolimerizagao
do filme polimérico de PTAA, a partir de uma solugdo contendo acido cloridrico a 1M e
acido 3-tiofeno acético. Através de técnica de voltametria ciclica, foram aplicados 20
ciclos de polimerizagdo, com potencial variante de a -0.198 V a 1500 V e taxa de
varredura de 50mV.s-1. Apds lavagem com agua deionizada, foi feita a adigdo de 2uL do
agente ativador EDC/NHS imobilizado por 10 minutos. Na proxima etapa, por 15 minutos,
sobreposta ao agente ativador, foram adicionados 2uL da nanoparticula de ouro (NPSAu),
durante 15 minutos. Ao fim desse intervalo, é feita a adigdo de 2uL da cisteamina (CYS) a
50mM, por 10 minutos. Em seguida, diante do eletrodo modificado com PTAA/AuNPs, o
mesmo foi submetido a adicdo de Glutaraldeido a 1% por 10 minutos, seguido da adigao
da sonda t(1;19) - TCF3-PBX1 por 15 minutos, sendo formado o sistema
PTAA-NMT-sondaTCF3-PBX1 (Figura 11).
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Figura 11. Esquema representativo das etapas de montagem do biossensor. Fonte: Proprio autor
(2024).
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4.3 AMOSTRAS BIOLOGICAS E ENSAIOS DE DETECCAO

Apos a obtengao do sistema PTAA-NpsAu-sondaTCF3-PBX1, e lavagem com agua
deionizada, o eletrodo modificado péde ser submetido aos ensaios de biodetecgédo. Os
estudos de hibridagdo foram realizados com plasmideos recombinantes contendo o
oncogene quimérico TCF3-PBX1 e produtos de amplificacdo de PCR derivados de
amostras clinicas de pacientes com leucemia, a fim de testar a capacidade de
bioreconhecimento do genossensor. Ja os testes de seletividade foram realizados com
amostras de sequéncias de oligonucleotideos nao-complementar a sonda TCF3-PBX1.
Nos ensaios, as amostras sdo submetidas a uma temperatura de 90°C por 90 segundos e
tém 5 pL adicionados sobre a superficie sensora para promover O processo de
biorreconhecimento. Por fim, para a comprovagdo e analise da biodeteccdo e

bioseletividade serao feitas leituras eletroquimicas de CV e EIS.

4.4 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA

A analise eletroquimica da adsor¢ao de cada uma das camadas da plataforma foi
feita através de um potenciostato/galvanostato, utilizando uma célula eletroquimica
composta por 3 eletrodos, sendo um contra eletrodo de platina, um eletrodo de referéncia

Ag/AgCl e um eletrodo de trabalho de disco de ouro, usando a solugédo de
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ferro-ferricianeto de potassio, K4[Fe(CN)6J/K3[Fe(CN)6] (1:1), pH 7,4, responsavel por
estabelecer as trocas eletroliticas com o meio. Foram realizadas analises de voltametria
ciclica (CV), com potencial entre -0.2V e 0.7 e taxa de varredura de 50mV.s-1, nas quais &
avaliada a corrente do sistema estabelecida através de uma variagao de potencial, sendo
analisada pelos picos de oxidagdo e reducdo. Na eletroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS) foi aplicada uma faixa de frequéncia de 100mHz a 100 kHz e um
potencial de 0.2 V. O software NOVA 1.11 foi utilizado no controle do galvanostato e na
aquisicao dos dados obtidos nas analises eletroquimicas, e o software Origin 6.0 para

confecgao dos graficos.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 PLATAFORMA PTAA-NpsAu-sondaTCF3-PBX1
5.1.1 CARACTERIZACAO TOPOGRAFICA

A microscopia de forga atdbmica permitiu a caracterizacdo da topografia
tridimensional do eletrodo observada a nivel atbmico. As analises foram realizadas nas
etapas de montagem do sensor e também em testes de validagdo e seletividade
utilizando, respectivamente, amostras de controle positivas e negativas. As imagens

obtidas estao representadas na Figura 12.
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Figura 12. Topografia tridimensional via AFM referente a morfologia da superficie do eletrodo de
trabalho nas etapas de construgado e de testes com amostras. Em (A), a camada de PTAA; (B)
referente a imobilizagdo da nanoparticula de ouro; (C ) representativo da imobilizacdo da sonda
oligonucleotidica de DNA; em (D) a imagem referente ao teste de validagdo com amostra positiva e em

(E) visualizagédo da etapa de especificidade com amostra negativa. Fonte: Préprio autor (2025).
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Em 12A, é possivel observar a topografia da superficie amostral apos a formagéo
do fiime de PTAA, que atingiu um pico maximo de superficie de 62 nm. O padrao
morfolégico exibiu uma estrutura granular, compativel com a presenga de grupamentos
-COOH (Mousavi et al., 2021). Em 12B, a adigao da nanoparticula causou uma leve
alteragao no perfil morfolégico, conforme observado por Wood et al. (2024), que destacam
que a inclusdo de novas camadas resulta em um aumento na espessura da superficie e,
consequentemente, em uma morfologia menos definida ou granular. Além disso, o0 pico

maximo de superficie aumentou para 78 nm.

Na figura 12c, a imobilizagdo do ssDNA t (1;19) foi confirmada pelo aumento do
pico maximo de superficie para 92 nm e pela modificacdo do perfil morfolégico, que

passou a apresentar uma granulagdo menor. A adicdo da amostra clinica de DNA
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complementar resultou em um aumento significativo de 42 nm no pico de superficie em
relagdo ao genossensor, além de uma alteragdo consideravel no perfil morfoldgico, que
passou a exibir um padrao nodular, observado em 12D. Esse comportamento é explicado
pelo estudo de Garcia et al. (2022), que atribui a formacao de estruturas maiores e menos
flexiveis a presenga de oligonucleotideos de dupla hélice, que s&o mais largas do que as

sequéncias de fita simples.

Na avaliagdo da amostra clinica de DNA nao complementar (em 12E), foi
identificado um aumento de 21 nm no pico de superficie, em comparagcdo com o valor
obtido na analise do genossensor. Esse valor foi 50% inferior ao aumento observado na
amostra positiva de cDNA (Figura 12D). Além dessa diferenga nos valores do pico de
superficie, o teste negativo exibiu um padrao morfolégico mais granular. Esses resultados
indicam a auséncia de hibridizacdo na amostra negativa, demonstrando a boa
especificidade da plataforma, capaz de distinguir sequéncias complementares de nao

complementares.

5.1.2 ELETROPOLIMERIZACAO DO ACIDO (3-TIOFENO) ACETICO

O processo de eletropolimerizagdo para obtencdo do filme de acido 3-tiofeno
acético ocorreu pela aplicagdo de 20 ciclos voltamétricos. A formacdo da camada
automontada proporciona uma superficie de interagdes covalentes com biomoléculas. O
grafico obtido ao final do processo, representado na Figura 13, apresentou um
comportamento representativo da formacédo do filme, visto que foram demonstrados
elevados picos catddicos sucessivos, compativeis com a formacdo de grupamentos

carboxilicos (Mousavi et al., 2021).
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Figura 13. Caracterizagéo voltamétrica da eletropolimerizagao do acido 3-tiofeno acético.

Fonte: Proprio autor (2024).
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5.1.3 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DA CONSTRUCAO DO BIOSSENSOR

O genossensor foi submetido a caracterizagao eletroquimica em todas as etapas
de construgao e, posteriormente, nos testes de validacao, especificidade e interferentes.
Inicialmente, foi feita a caracterizacdo do eletrodo de trabalho nos processos de
construcdo. Na figura 14, é possivel observar os graficos obtidos nas analises
eletroquimicas antes e depois da eletropolimerizacdo com obtencido do filme de acido
3-tiofeno acético. Em 14A, o voltamograma referente ao eletrodo limpo aponta picos
anodicos e catodicos bem definidos (Elgrishi et al., 2018). Em seguida, apds a
eletropolimerizagdo, observa-se uma reducido importante nesses picos, fenbmeno que
atesta a formacao do filme de PTAA, visto que os grupamentos carboxilicos desse
polimero em pH fisiolégico apresentam cargas negativas, o que aumenta as forgas de
repulsdo entre a superficie e as cargas de mesmo sinal presentes na sonda redox
(Mousavi et al., 2021).
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Figura 14. Analises de CV e EIS das etapas de construgédo do sistema: Voltamograma ciclico (A) e

diagrama de Nyquist (B) antes e apods a eletropolimerizagao do PTAA sobre o eletrodo de ouro
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Em 14B, o eletrodo limpo € representado pela minima formacédo de um semicirculo,
0 que representa uma baixa resisténcia a transferéncia de cargas (Laschuk et al., 2021).
Isso acontece porque o eletrodo de trabalho € uma superficie de ouro, que apresenta boa
condutividade. Em seguida, a analise feita apds o processo de eletropolimerizagao revela
uma formagao bem sucedida do filme de PTAA pelo aumento da concentragédo de cargas
negativas na superficie e, consequentemente, aumento das for¢cas de repulsdo. Assim,
houve um aumento importante na resisténcia a transferéncia de cargas, que observamos

através da elevagao consideravel do didmetro do semicirculo (Garcia-Melo et al., 2022).

Os graficos referentes a caracterizagdo das camadas subsequentes estédo
representados na figura 15. A eletropolimerizagdo € seguida pela imobilizacdo da
nanoparticula de ouro. Considerando as propriedades condutoras presentes nesse
nanomaterial, a caracterizagdo aponta para um aumento consideravel das reacdes de
oxido-redugcao na superficie do eletrodo (Li et al., 2023). Isso é observado com o
crescimento dos picos anddicos e catddicos no voltamograma, em 14A. Ja pela analise
por EIS, o didametro do semicirculo (Fig. 14B) referente a adsor¢éo da nanoparticula reduz
drasticamente, ja que, diante do aumento na condutividade, a transferéncia de cargas

acontece de forma mais acentuada (Ribeiro et al., 2021).
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Figura 15. Voltamograma ciclico (A) e diagrama de Nyquist (B) referentes as etapas seguintes de
montagem: adsor¢do da nanoparticula de ouro apés ativagao por EDC:NHS, seguido de glutaraldeido,
que proporciona a ligagdo covalente com a ultima camada do biossensor, referente a sonda

oligonucleotidica. Fonte: Proprio autor (2024).
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Em seguida, a sonda de DNA ¢é imobilizada sobre a nanoestrutura metalica. Na
analise voltamétrica dessa etapa, em 15A, é possivel observar uma redugao importante
dos picos que representam as trocas redox. Isso acontece porque as cargas negativas
dos grupamentos fosfato presentes na cadeia externa do DNA dificultam as trocas de
elétrons entre a superficie de trabalho e a sonda redox, devido a um aumento nas forgas
de repulsdo na interface (ZHANG et al., 2022). Em 15B, a caracterizagao por EIS dessa
etapa permite observar um comportamento coerente com o obtido na voltametria ciclica.
Observamos um aumento no didmetro do semicirculo, reflexo de uma maior resisténcia a
transferéncia de cargas pela presenca das cargas negativas da sequéncia

oligonucleotidica sobre o eletrodo de trabalho (Garcia et al., 2022).

5.1.4 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DOS ENSAIOS DE BIODETECCAO DA
PLATAFORMA

Foram avaliadas amostras de controle positivo, compostas por plasmideos
bacterianos contendo o oncogene de interesse (TCF3-PBX1), nas concentragdes de 1, 5,
10, 15, 20 e 25 pg/uL. Essas amostras permitiram realizar um estudo de validagéo e de

sensibilidade da plataforma, com cada etapa sendo analisada por CV e EIS. Além disso,



43

foram realizados testes clinicos, que incluiram a imobilizagdo de amostras de cDNA
obtidas por RT-gPCR de pacientes com LLA positivos para a translocacao 1;19, testadas

nas mesmas concentragdes das amostras plasmidiais previamente avaliadas.

As amostras de plasmideos passam por etapas de purificagdo, portanto, sao
capazes de atuar como amostras de controle positivo. Por outro lado, as amostras de
cDNA séao obtidas por amplificagdo por RT-qPCR e podem conter residuos de reagentes
provenientes dos testes realizados. Portanto, é importante que ambos os tipos de
amostras sejam testados no desenvolvimento do genossensor, a fim de validar, bem como
avaliar a sensibilidade do dispositivo. Os graficos de caracterizagdo eletroquimica
referentes a esse estudo estdo apresentados nas figuras 16, voltamogramas, e 17,

graficos de Nyquist.
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Figura 16. Caracterizagéo por CV dos testes de validagdo da plataforma através de amostras de
plasmideos positivos para o oncogene TCF3-PBX1 em (A); Em (B), voltamograma referente ao teste

de imobilizacdo das amostras clinicas de cDNA. Fonte: Préprio autor (2024).
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As reagdes de bioreconhecimento entre a sonda oligonucleotidica t(1;19) e o
oncogene presente nas amostras positivas foram confirmadas pela técnica de Voltametria
Ciclica, apresentou uma reducdo dos picos anddicos e catddicos nos voltamogramas
observados na figura 16. Isso acontece, porque, uma vez formados os complexos de
hibridizagdo, ha uma maior concentracdo de cargas negativas sobre o eletrodo de
trabalho. Esse fenbmeno faz com que forgas de repulsao eletrostatica atuem, de forma a
reduzir as trocas idnicas entre a superficie do eletrodo e a sonda redox (Oliveira et al.,
2023).

A diminuicdo das reacdes redox sobre o eletrodo é observada desde a adi¢ao da
amostra menos concentrada (1pg/uL), o que reflete a sensibilidade do eletrodo pela
capacidade de realizar a biodetecgao formacao da dupla hélice em uma amostra de baixa
concentracido. Além disso, a medida que a concentracdo do analito aumenta, observamos
uma redugao progressiva dos picos anoddicos e catddicos. Isso € compativel com o
comportamento observado no estudo realizado por Banerjee et al. (2020), e justifica-se

pelo aumento progressivo de cargas negativas na superficie do eletrodo.

Na analise por espectroscopia de impedancia eletroquimica, observa-se, na figura

17, uma variagcdo na magnitude da resposta obtida, que se altera de acordo com o

0.8 0.8
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aumento da impedancia do sistema que a amostra hibridizada é capaz de gerar (Monteil;

Casson; Jones, 2021).

Figura 17. Caracterizagao por EIS dos testes de validagao da plataforma através de amostras de
plasmideos positivos para o oncogene TCF3-PBX1 em (A); Em (B), grafico de Nyquist referente ao

teste de imobilizagdo das amostras clinicas de cDNA. Fonte: Préprio autor (2024).
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O aumento do diametro do semicirculo dos graficos de Nyquist, representativo da
resisténcia a transferéncia de cargas, ou Rct, foi observado desde a imobilizagcdo da
amostra menos concentrada, que permite apontar o genossensor como um dispositivo de
deteccao sensivel (Ribeiro et al., 2021). A elevagdo dessas medidas acontece de forma
proporcional a concentragao dos analitos de forma semelhante a observada na VC. Esse
comportamento justifica-se pelo aumento progressivo das cargas negativas referentes ao
inibicao

grupamentos fosfatos presentes nos oligonucleotideos, que gera uma

eletrostatica da transferéncia de cargas elétricas na superficie (Garcia et al., 2022).

E possivel observar uma ligeira discrepancia na intensidade das respostas obtidas
nos testes de controle positivo com amostras plasmidiais e nos ensaios clinicos com
cDNA. Na adsorgdo de amostras de pacientes (Fig. 16B e 17B), € comum que haja a
formacgao de ligagdes nao especificas, enquanto as amostras plasmidiais (Fig. 16A e 17A)
passam por processos de purificacdo. Assim, se ligam em maior escala a sequéncia
oligonucleotidica, formando maior quantidade de complexos de hibridizagdo (Oliveira et
al., 2023).
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5.1.5 ENSAIOS DE ESPECIFICIDADE E INTERFERENTES DA PLATAFORMA

A fim de testar a especificidade da plataforma, foram realizados testes com
amostra ndo complementar, referente ao cDNA positivo para a translocagao 12;21, na
concentragdo de 25pg/uL. Também foram feitos estudos de analitos interferentes na
plataforma, visto que alguns analitos podem ser identificados com respostas semelhantes
as amostras nos dispositivos, portanto, € importante testar a especificidade das reacoes
(Liu et al., 2020). O acido ascorbico (1g/mL) foi o interferente testado que apresentou um
comportamento consistente com as expectativas descritas na literatura, sem interferir nas
trocas eletroquimicas do meio. Testes adicionais foram realizados com amostras de
glicose, lactose e colesterol; no entanto, essas substancias demonstraram uma resposta
inesperada no eletrodo, o que levou a interrupcdo do estudo envolvendo esses
interferentes. Na Tabela 1, € possivel observar os resultados correspondentes a variacao

do RCT de acordo com as amostras analisadas.
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Tabela 1. Dados numéricos obtidos no circuito de Randles apds a caracterizagdo impedimétrica. Fonte:

Préprio Autor (2024).

= Rct Q %ARct

MODIFICACAQ DO ELETRODO DEQURO  ~ v N “
¢ (k) (WF)

PTAA_NPsAu_ssDNA (1,19} 5.05+0.770 0.83 £ 0.046 2153+ 0.824 -
Genossensor - Plasmideo 1pg/ul 4.78 £ 0.095 0.81 x0.817 1.77 +0.04 5,34
Genossensor - Plasmides Spgful 5.67 £ 0.157 0.85 = 0.003 1.39 £ 0.026 1227
Genossensor - Plasmides 10pg/ul 6.72+0.323 0.86 = 0.001 1.390.011 3307
Genossensor - Plasmiden 15pg/pl 8.33+0.513 0.87 x 0.002 1.1 0.0M 64 95
Genossensor - Plasmiden 20pg/ul 12,83 + 0.404 0.88 = 0.005 1x0.321 154,05
Genossensar - Plasmideo 25pg/ul 17.63 £ 0.727 0.89 + 0.002 1+0.023 2491
Genossensor - cONA Tpg/ul 4,78  0.095 0.82 £ 0.008 1.77 £0.04 5,34
Genossensor- cDNA 5pg/pl 552 +0.27 0.85x 0.003 1.36£0.04 93
Genossensor- cODNA 10pag/ul 6.78 £ 0.944 0.84 %029 1.49 £ 0.369 3425
Genossensor - cONA 15pg/ul 911 2 0.797 0.8 +0.036 1.79 +0.508 80,39
Genossensor- cODNA 20pg/ul 12.86 +0.929 0.87 x 0.017 1.22x0.217 14475
Genossensor - cODNA 25pg/ul 13.2 2 0.797 0.89 £ 0.002 1+£0.230 16138
Genossensor- cDNA 112;27) 25pg/fpl 4973 +0179 0.82 £ 0.008 1.8+0.026 1,58
Genossensor - Acido ascorbico 1g/mL 5.7+0.292 0.85 % 0.003 1.21 £ 0.051 12,87

Os dados representados na tabela demonstram que o genossensor foi capaz de

reconhecer as sequéncias compativeis de DNA em diferentes concentracgdes. Isso porque

a formagao dos complexos de hibridizagdo aumenta a concentragdo de cargas negativas

na superficie, o que reduz a transferéncia de cargas por gerar maior repulsdo entre o

eletrodo e a sonda redox (Garcia et al., 2022).

Além disso, foi capaz de diferenciar as amostras ndo complementares, adsorvidas

nos experimentos de especificidade (cDNA 12;21). A variagdo do Rct na andlise da

amostra negativa foi minima em relagdo a plataforma previamente analisada. Assim, é

possivel apontar que as cargas negativas presentes no sistema durante a caracterizagao
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da sonda nao sofreram aumento (Zhang et al., 2022). Com isso, € possivel concluir que
nao foram formados os complexos de hibridizacdo e, portanto, o sistema foi capaz de

atuar com especificidade.

O acido ascoérbico € uma espécie de importante pesquisa entre os possiveis
interferentes dos biossensores, visto que podem ser oxidados diretamente no eletrodo e
afetar a atividade bioeletrocatalitica do dispositivo (Lielpetere, 2023). Diante disso, as
analises eletroquimicas da plataforma durante os ensaios de interferentes com acido
ascorbico nao revelaram alteracédo nas trocas redox nem na resisténcia a transferéncia de
cargas. Assim, conclui-se que esse analito ndo afetou os processos eletroquimicos do
genossensor e, portanto, ndo representa risco de interferir no seu processo de

bioreconhecimento.

Dentre os elementos elétricos do circuito de Randles, verifica-se que o Rct é o
componente que responde as modificagcbes que ocorrem na superficie do eletrodo. A
magnitude do Rct reflete a resisténcia a transferéncia de cargas como reflexo da
guantidade de moléculas adsorvidas quimica ou fisicamente na interface do eletrodo. No
estudo realizado, o Rct apresentou aumento proporcional a concentracdo dos analitos
testados. Isso se deu pelas interagdes de carga entre a superficie e a sonda redox. Esse
comportamento pode variar de acordo com as propriedades de cada analito. Em adic&o, o
elemento n € um componente do elemento de fase constante (CPE), que esta
intrinsecamente relacionado ao comportamento interfacial verificado no estudo. Elemento

n acima de 0,5 reflete camadas adsorvidas com propriedades resistivas.

As analises de validagdo com plasmideos e cDNA, bem como os ensaios de
seletividade utilizando controle negativo e o estudo de interferentes com acido ascorbico
estdo expostas na figura 18 em grafico de barras referente a variagdo do Rct no sistema.
E possivel observar que o genossensor possui um potencial de interacdo superior para o
plasmideo e cDNA, o que reflete a adequada hibridizagdo entre as bases nitrogenadas
(Oliveira et al., 2023). A baixa resisténcia relativa observada para a amostra negativa e o
acido ascorbico revelam que o sistema desenvolvido possui elevada especificidade de
interacdo a analito especifico. Para avaliar a reprodutibilidade e o desvio experimental
padrao, os dados foram apresentados como resultado de trés repeticoes realizadas para

cada amostra.
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Figura 18. Variagcdo do RCT nos testes em triplicata das amostras de plasmideo (25pg/uL), cDNA
(25pg/uL), controle negativo 12;21 (25pg/uL) e acido ascérbico (1g/mL). Fonte: Proprio Autor (2024).
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6. CONCLUSAO

Foi desenvolvido um genossensor eletroquimico baseado em filme polimérico de
acido 3-tiofeno acético (PTAA) e nanoestruturas de ouro associados a sequéncia
oligonucleotidica referente a translocacdao entre os cromossomos 1 e 19. A
eletropolimerizagdo permitiu que o PTAA fornecesse grupamentos carboxilicos na
superficie, ativados pelo EDC:NHS, possibilitando ligagées amida com a nanoparticula de
ouro, funcionalizada com cisteamina. A capacidade condutora desses dois compostos
aumentou a superficie de contato e facilitou a passagem de corrente elétrica sobre a
plataforma de trabalho. O glutaraldeido promoveu a ligagdo entre a nanoparticula e a
sonda (ssDNA) funcionalizada com grupamento amina. Essa fita simples de DNA atuou
como elemento de reconhecimento na plataforma. Todas as etapas de construcido, bem
como os ensaios de validagao, especificidade e interferentes foram caracterizadas através
das técnicas eletroquimicas de voltametria ciclica (CV) e espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS). O sensor foi exposto a ensaios de biodetecgdo com a imobilizagédo de
amostras plasmidiais positivas para o oncogene e de amostras clinicas de pacientes com
leucemia, ambos os tipos de amostra testados em 5 concentracbes diferentes. Foi

possivel observar a detecgao bem sucedida desses analitos através da analise dos dados
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obtidos pela caracterizagédo eletroquimica. O aumento do raio do semicirculo na EIS e a
reducdo dos picos anddicos e catdédicos na CV diante da exposicdo do sensor as
amostras positivas ocorreu de forma proporcional ao aumento das concentragdes. Esse
comportamento indicou a ocorréncia da reagao de hibridizagdo entre sonda e analito.
Além disso, foi testada a especificidade da plataforma pela adsor¢cdo de uma amostra
referente a outra translocagao, 12;21, e a capacidade do acido ascoérbico de interferir na
analise feita pelo sensor. Como resposta, o sistema desenvolvido apresentou boa
especificidade, demonstrada pelo baixo sinal eletroquimico apdés interagdo do sistema
com amostra negativa, sendo o mesmo comportamento também observado no ensaio de
interferéncia. Frente aos dados obtidos, o genossensor apresentado revela-se um
instrumento inovador na identificagdo de oncogenes de interesse clinico, capaz de

superar limitacdes apresentadas por meétodos tradicionais de diagndstico.
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