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RESUMO 

 

A presente tese descreve a preparação, caracterização e potenciais aplicações de biossensores 

eletroquímicos à base de materiais carbonáceos e inorgânicos. Imunossensores baseados em 

nanopartículas de ouro funcionalizadas com L-arginina (AuNPs-ARG) foram aplicados na 

detecção label-free do hormônio sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEAS), um biomarcador 

de carcinoma de córtex adrenal (CCA). O CCA é uma neoplasia rara e de natureza agressiva, 

caracterizada pela superprodução de DHEAS, e cujos casos pediátricos ocorrem na região Sul 

do Brasil em níveis acima da média mundial. A plataforma foi construída a partir da 

modificação de eletrodos de carbono vítreo oxidados com as AuNPs-ARG, e subsequente 

ligação de anticorpos monoclonais IgM anti-DHEA. As AuNPs-ARG foram obtidas por 

redução do complexo [AuCl4]
- com D-glucose na presença de ARG, e caracterizadas por 

espectroscopia UV-VIS, FTIR, MET, DLS, potencial zeta e DRX. Os imunossensores foram 

caracterizados por voltametria cíclica (VC) e espectroscopia de impedância eletroquímica 

(EIE), e sua construção foi otimizada por meio de planejamentos fatoriais e metodologia de 

superfície de resposta. A detecção de DHEAS foi realizada por EIE, a partir da variação 

percentual da resistência à transferência de carga (∆Rct) relativa ao marcador eletroquímico 

[Fe(CN)6]
3-/4-, após imunoensaios na presença do hormônio. Uma relação linear entre a ∆Rct e 

a concentração de DHEAS foi verificada na faixa de 10,0 a 110,0 μg dL-1, com um limite de 

detecção igual a 7,4 μg dL-1. Além da boa sensibilidade, o imunossensor apresentou exatidão, 

especificidade e estabilidade durante o período de um mês. O dispositivo foi eficazmente 

aplicado na análise de amostras de plasma de pacientes, fornecendo resultados equivalentes ao 

método de quimioluminescência (p > 0,05). Além dos imunossensores descritos, biossensores 

baseados em eletrodos de ouro (AuE) modificados com sequências de DNA foram 

desenvolvidos para a detecção de eventos de interação com três isoformas de apolipoproteína 

E (ApoE2, ApoE3 e ApoE4), as quais relacionam-se com o desenvolvimento da doença de 

Alzheimer (DAlz) em pacientes idosos. Os oligonucleotídeos empregados consistiram nas 

sequências promotoras denominadas CLEAR (associada com a expressão de proteínas 

envolvidas em processos de autofagia celular) e SIRT1 (relacionada com a expressão da 

proteína neuroprotetora sirtuína-1 (Sirt1)), e foram separadamente imobilizados sobre o AuE 

na forma de monocamadas auto-organizadas mistas com 6-mercaptohexanol. A interação de 

tais promotores sobretudo com a ApoE4 tem sido apontada como um dos eventos que pode 

contribuir para o desenvolvimento da DAlz, a partir de falhas em mecanismos celulares 

autofágicos e na expressão da proteína Sirt1, favorecendo a deposição cerebral de agregados 

proteicos tóxicos que levam progressivamente à demência, como placas senis do peptídeo β-

amiloide e emaranhados neurofibrilares de formas hiperfosforiladas da proteína tau. Os 

biossensores foram caracterizados por voltametria de pulso diferencial (VPD), VC, EIE e 

cronocoulometria, na presença do marcador redox [Ru(NH3)6]
3+. As interações dos 

oligonucleotídeos com as isoformas de ApoE foram avaliadas por VPD e EIE, a partir de 

variações percentuais na corrente de pico catódico e na Rct após incubação dos biossensores na 

presença de cada isoforma. Verificou-se que a sequência SIRT1 apresentou uma maior 

afinidade com a ApoE4 em comparação à ApoE2 e ApoE3, enquanto que a sequência CLEAR 

interagiu especificamente com a ApoE4, comprovando possíveis efeitos repressores desta 

isoforma na expressão de proteínas envolvidas em mecanismos celulares neuroprotetores, o que 

pode favorecer o início da DAlz. Assim, os resultados obtidos na presente tese evidenciaram 

aplicações promissoras dos biossensores desenvolvidos como ferramentas para diagnóstico 

clínico de ACC e para a avaliação de interações proteína-DNA envolvidas na DAlz.   

 

Palavras-chave: imunossensor; biossensor de DNA; nanopartículas de ouro; carcinoma de 

córtex adrenal; doença de Alzheimer.   



 

ABSTRACT 

 

The present thesis describes the preparation, characterization and potential applications of 

electrochemical biosensors based on carbonaceous and inorganic materials. Immunosensors 

based on L-arginine-functionalized gold nanoparticles (AuNPs-ARG) were applied in the label-

free detection of dehydroepiandrosterone sulfate (DHEAS), a biomarker of adrenocortical 

carcinoma (ACC). ACC is a rare and aggressive malignancy which is characterized by the 

overproduction of DHEAS, and whose incidence among children from Southern Brazil is above 

the global average. The sensing platform was prepared by modifying oxidized glassy carbon 

electrodes with AuNPs-ARG, and the subsequent attachment of IgM anti-DHEA monoclonal 

antibodies. AuNPs-ARG were obtained by the reduction of [AuCl4]
- precursor complex with 

D-glucose in the presence of ARG, and characterized by UV-VIS and FTIR spectroscopies, 

TEM, DLS, zeta potential determination and XRD. The immunosensors were characterized by 

using cyclic voltammetry (CV) and electrochemical impedance spectroscopy (EIS), and their 

construction was optimized by factorial design and response surface methodology. DHEAS 

detection was performed by using EIS, considering the percentage variation in charge transfer 

resistance parameter (∆Rct) relative to the [Fe(CN)6]
3-/4- redox marker, after immunoassays in 

the presence of the hormone. A linear relationship between ∆Rct and DHEAS concentration was 

verified in the range of 10.0 to 110.0 μg dL-1, with a detection limit of 7.4 μg dL-1. Besides the 

good sensitivity, the developed immunosensor showed accuracy, specificity and stability for 

one month. The proposed device was successfully applied in the analysis of real patient plasma 

samples, with results that were comparable to the reference chemiluminescence assay  

(p > 0.05). Besides the presented immunosensors, biosensors based on gold electrodes (AuE) 

modified with DNA sequences were developed aiming the detection of interaction events with 

three apolipoprotein E isoforms (ApoE2, ApoE3, and ApoE4), which are related to the 

occurrence of late-onset Alzheimer’s disease (AlzD) in the elderly. The employed 

oligonucleotides consisted of two thiolated promoter sequences, named CLEAR (associated to 

the expression of proteins involved in cellular autophagy processes) and SIRT1 (related to the 

expression of the neuroprotective protein sirtuin-1 (Sirt1)), which were separately immobilized 

on the AuE as mixed self-assembled monolayers with 6-mercaptohexanol. The interaction of 

such promoters with ApoE4 has been considered one of the events that can contribute to the 

occurrence of AlzD, as a result of failures in cellular autophagic mechanisms and in the 

expression of Sirt1 protein, which favors the brain accumulation of toxic protein aggregates 

that progressively lead to dementia, such as senile plaques of amyloid-β peptide and 

neurofibrillary tangles of hyperphosphorylated forms of tau protein. The biosensors were 

characterized by using differential pulse voltammetry (DPV), CV, EIS and cronocoulometry, 

in the presence of [Ru(NH3)6]
3+ redox marker. The interactions of ApoE isoforms with the 

immobilized oligonucleotides were evaluated by DPV and EIS, considering the percentage 

variations in the cathodic peak current and in the Rct parameter after incubating the biosensors 

in the presence of each ApoE isoform. It was verified that SIRT1 sequence showed a greater 

affinity to ApoE4 compared to ApoE2 and ApoE3, whereas CLEAR oligonucleotide interacted 

specifically to ApoE4. These behaviors suggested the existence of possible repressive effects 

of this isoform on the expression of proteins involved in cellular neuroprotective mechanisms, 

which can favor the onset of AlzD. Hence, the results obtained in the present thesis evidenced 

promising applications of the developed devices as efficient tools for clinical diagnosis of ACC 

and for the evaluation of protein-DNA interactions involved AlzD.  

 

Keywords: immunosensor; DNA biossensor; gold nanoparticles; adrenocortical carcinoma; 

Alzheimer’s disease.   
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APRESENTAÇÃO 

 

A determinação de analitos empregando sistemas baseados em biossensores 

eletroquímicos tem recebido considerável atenção nas últimas décadas, como consequência da 

demanda crescente por soluções analíticas que sejam economicamente viáveis, seletivas e 

sensíveis, e que possam ser aplicadas, por exemplo, no desenvolvimento de novos métodos de 

diagnóstico e no estudo de interações entre biomoléculas. A ampla diversidade de técnicas para 

a preparação de tais sensores, bem como a existência de diferentes materiais modificadores que 

podem ser utilizados para este fim, fazem com que dispositivos cada vez mais sensíveis e sejam 

produzidos, maximizando seu potencial de utilização em sistemas bioanalíticos de detecção.  

Considerando o avanço promissor na produção e aplicação de biossensores, a presente 

tese explora, ao longo de quatro capítulos, aspectos teóricos e experimentais referentes ao 

desenvolvimento de tais dispositivos e suas potenciais aplicações na detecção de analitos 

clinicamente relevantes e de eventos de interação entre biomoléculas envolvidos em processos 

patológicos. No Capítulo I, é apresentada uma introdução geral sobre os princípios e 

características fundamentais de biossensores eletroquímicos, com foco em imunossensores e 

biossensores de DNA. Destaca-se, de modo especial, imunossensores eletroquímicos 

construídos sobre plataformas baseadas em AuNPs, e também diferentes métodos para a 

imobilização de cadeias de DNA em superfícies condutoras.  

O Capítulo II relata o desenvolvimento de um imunossensor impedimétrico com 

potenciais aplicações na determinação do biomarcador sulfato de dehidroepiandrosterona 

(DHEAS), hormônio produzido pelas glândulas adrenais (suprarrenais) em níveis anormais 

durante a ocorrência de carcinoma de córtex adrenal (CCA), cuja incidência em crianças é 

particularmente alta na região Sul do Brasil. O dispositivo baseou-se na imobilização de 

anticorpos anti-DHEA sobre uma plataforma constituída por um eletrodo de carbono vítreo 

modificado com AuNPs funcionalizadas com o aminoácido L-arginina, e foi aplicado na 

detecção label-free de DHEAS como um método alternativo para auxiliar no diagnóstico 

precoce de CCA pediátrico.  

O Capítulo III aborda o estudo eletroquímico de interações do tipo DNA-proteína 

relacionadas ao desenvolvimento da doença de Alzheimer (DAlz). Neste sentido, duas 

sequências de DNA (SIRT1 e CLEAR, relacionadas à expressão de proteínas envolvidas em 

mecanismos neuroprotetores e de autofagia celular, respectivamente) foram imobilizadas em 

eletrodos de ouro e suas interações com diferentes isoformas de apoliproteína E (ApoE2, ApoE3 

e ApoE4) foram avaliadas por meio de espectroscopia de impedância eletroquímica (EIE) e 
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voltametria de pulso diferencial (VPD). Tais interações estão associadas a falhas em 

mecanismos bioquímicos celulares que podem desencadear o início da DAlz em pacientes 

idosos.  

Por fim, o Capítulo IV contém as conclusões finais do trabalho e perspectivas para 

estudos futuros. 
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CAPÍTULO 1 – BIOSSENSORES ELETROQUÍMICOS: CARACTERÍSTICAS 

GERAIS E POTENCIAIS APLICAÇÕES  

 

1.1 BIOSSENSORES ELETROQUÍMICOS & DETECÇÃO DE BIOMARCADORES 

 

A criação de novos sistemas para a detecção de analitos de importância biológica, 

ambiental e industrial têm despertado cada vez mais a atenção de pesquisadores de diversas 

áreas, os quais têm continuamente focado seus esforços para que dispositivos sensíveis, 

seletivos, economicamente viáveis e com alta potencialidade de aplicação possam ser 

desenvolvidos. Neste sentido, os sistemas de detecção baseados em biossensores 

eletroquímicos estão entre os mais estudados, devido a características como possibilidade de 

miniaturização, portabilidade, rapidez de resposta e especificidade de reconhecimento do 

analito [1].  

Um biossensor típico apresenta duas unidades funcionais básicas: um biorreceptor 

(geralmente biomoléculas como enzimas, anticorpos ou ácidos nucleicos), responsável pelo 

reconhecimento seletivo do analito, e um transdutor físico-químico (eletroquímico, óptico ou 

piezoelétrico) responsável por fornecer uma resposta mensurável a partir do evento de interação 

entre o biorreceptor e seu respectivo alvo [2]. No caso específico de biossensores 

eletroquímicos, o transdutor onde as biomoléculas receptoras estão imobilizadas consiste em 

um eletrodo confeccionado a partir de um material condutor como ouro [3], óxidos metálicos 

[4] ou carbono [5] (Figura 1.1).  

 

Figura 1.1 – Funcionamento de um biossensor eletroquímico.  

 

Fonte: O autor.   

 

Dependendo do tipo de sinal elétrico gerado pelo eletrodo como uma consequência do 

evento de biorreconhecimento que ocorre em sua superfície, os biossensores eletroquímicos 

podem ser classificados em amperométricos (quando a resposta medida é a corrente), 
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potenciométricos (medição da diferença de potencial entre o imunossensor e um eletrodo de 

referência), condutométricos (quando uma variação na condutância é registrada) ou 

impedimétricos (baseados na variação da impedância do sistema) [6,7].   

O primeiro registro do desenvolvimento de um biossensor foi reportado por Clark e 

Lyons (1962) [8], e consistiu em um dispositivo para a determinação de glucose em amostras 

biológicas a partir da modificação de eletrodos com a enzima glucose oxidase. Desde então, 

progressos significativos têm levado ao desenvolvimento de sistemas inovadores envolvendo 

eletroquímica, nanotecnologia e bioeletrônica [9], com aplicações diversificadas na detecção 

de compostos de relevância industrial, ambiental e clínica.  

Particularmente, a aplicação de biossensores na determinação de biomoléculas de 

importância clínica – os chamados biomarcadores – tem sido considerada uma estratégia 

promissora para o diagnóstico e monitoramento de diversas enfermidades. De maneira geral, 

os biomarcadores consistem em grupos de indicadores moleculares (por exemplo, proteínas, 

peptídeos ou pequenos metabólitos orgânicos) que podem representar, direta ou indiretamente, 

o estado de saúde ou o grau de avanço de um determinado quadro patológico em um indivíduo 

[10,11].  Considerando que a concentração de biomarcadores no organismo é alterada durante 

processos biológicos anormais, seu monitoramento consiste em uma ferramenta útil para a 

realização de diagnósticos e prognósticos clínicos para uma série de desordens biológicas, como 

neoplasias e doenças infecciosas, neurológicas e cardíacas [10].  

Exemplos de biomarcadores empregados no diagnóstico e monitoramento de quadros 

patológicos são as proteínas BRCA1, CA 125, CEA (relacionadas ao câncer de mama), AFP 

(associada ao câncer de fígado), PSA (marcador de câncer de próstata), Aβ1-42 (relacionada à 

doença de Alzheimer), troponinas (associadas ao infarto agudo do miocárdio), entre outras 

(Tabela 1.1). Na maior parte dos casos, o desequilíbrio na concentração dos biomarcadores 

pode ocorrer já nas fases iniciais das referidas enfermidades, durante a denominada fase pré-

clínica (como representado para o câncer na Figura 1.2). Assim, a detecção de tais indicadores 

moleculares pode contribuir para o diagnóstico precoce das enfermidades às quais estão 

relacionados, muitas vezes antes mesmo dos sintomas surgirem. Desta forma, as possibilidades 

de tratamento e a taxa de sobrevida dos indivíduos afetados pode ser aumentada [12,13].  
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Tabela 1.1 – Exemplos de biomarcadores e patologias associadas.  

Biomarcadores Doença associada Referência 

BRCA1; BRCA2; CA 15-3; CA 125; CEA Câncer de mama [14] 

CEA; CA 19-9; SCC; NY-ESO-1 Câncer de pulmão [14] 

AFP; CEA Câncer de fígado [14] 

Tirosinase; NY-ESO-1 Melanoma [14] 

CA 125; HCG; CEA; CA 549 Câncer de ovário [14] 

PSA Câncer de próstata [14] 

βA1-42; βA1-40 Doença de Alzheimer [15] 

α-sinucleína Doença de Parkinson [15] 

[Cu-Zn]-superóxido dismutase 
Esclerose lateral 

amiotrófica 
[16] 

Príons 

Encefalopatia 

espongiforme bovina 

(doença da “vaca louca”) 

[15] 

Troponina T; troponina I 
Infarto agudo do 

miocárdio 
[17] 

 

Figura 1.2 – Representação das etapas de desenvolvimento e progressão de um tumor, com ênfase para o 

diagnóstico precoce baseado na detecção de biomarcadores.  

 

 

Fonte: Adaptado da referência [12].  

 

A detecção de biomarcadores consiste em um tópico desafiador, uma vez que os 

mesmos costumam estar presentes em concentrações traço no organismo. Portanto, sua 

identificação requer a utilização de métodos que sejam ultrassensíveis, seletivos e que permitam 

detectar quantitativamente suas concentrações [10]. As técnicas de detecção de biomarcadores 

baseadas em imunoensaios consistem em testes bioquímicos que permitem o reconhecimento 

molecular altamente específico entre anticorpos e antígenos [18]. Entre tais técnicas encontra-

se o ensaio imunossorvente ligado a enzima (enzyme-linked immunosorbent assay – ELISA), 
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os fluoroimunoensaios, os imunoensaios por quimioluminescência e os radioimunoensaios 

[10].   

Apesar dos métodos acima mencionados possuírem especificidade, sensibilidade e 

precisão, algumas desvantagens estão associadas. Entre elas, pode-se citar o alto consumo de 

tempo, detecção indireta do analito, utilização de biomoléculas conjugadas a enzimas ou 

marcadas com isótopos radioativos (sistemas que não são label-free), emprego de equipamentos 

de custo elevado e utilização de reagentes e solventes tóxicos. Somado a isso, a sensibilidade 

apresentada por estes sistemas pode não ser suficiente para o monitoramento de baixas 

concentrações de biomarcadores de modo a permitir um diagnóstico precoce da doença 

associada, o qual é essencial para a tomada de decisão de tratamento e para um melhor 

prognóstico [18]. Assim, ganha importância o desenvolvimento de novos sistemas de detecção 

que possuam um baixo custo, possibilitem análises rápidas, e que sejam ao mesmo tempo 

sensíveis e seletivos [19].   

Neste sentido, os biossensores eletroquímicos, sobretudo os imunossensores e 

biossensores de DNA, têm despertado um crescente interesse na comunidade científica como 

dispositivos analíticos eficazes para a detecção de biomarcadores, consistindo em alternativas 

viáveis aos métodos tradicionais mencionados. Além disso, o grande volume de trabalhos 

desenvolvidos atualmente na área [20–26] têm consistentemente reforçado o promissor 

potencial de aplicação de tais sensores no âmbito clínico, principalmente no desenvolvimento 

de novos métodos de diagnóstico e no estudo de interações entre biomoléculas envolvidas em 

patologias diversas.   

 

1.2 IMUNOSSENSORES ELETROQUÍMICOS 

 

Devido à sua conhecida e elevada especificidade de ligação a seu antígeno 

correspondente, anticorpos são comumente explorados e aplicados no desenvolvimento de 

biossensores para a detecção e quantificação de analitos como patógenos, proteínas, hormônios, 

toxinas e outros analitos. Tais dispositivos – conhecidos como imunossensores ou sensores 

imunológicos – baseiam-se diretamente no evento de reconhecimento e formação do complexo 

antígeno-anticorpo (ou imunocomplexo) na superfície do transdutor e cuja ocorrência é 

evidenciada pela geração ou variação de sinal do sistema empregado [27].  

Os imunossensores eletroquímicos combinam a elevada especificidade da reação 

imunológica com vantagens técnicas como a alta sensibilidade e praticidade, aliadas a um 

menor custo [12,14]. O emprego de tais sistemas possibilita o desenvolvimento de métodos do 
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tipo label-free, em que a detecção do analito é realizada sem a utilização de anticorpos 

conjugados a enzimas ou a marcadores fluorescentes [28], o que pode diminuir o número de 

etapas, o tempo total e o custo das análises [29].  

Outras características vantajosas a respeito dos imunossensores relacionam-se à sua 

portabilidade, resposta rápida e consumo de pequenas quantidades de amostra, as quais, 

somadas à possibilidade de miniaturização e detecção in situ e em tempo real, permitem que 

tais dispositivos sejam promissores para aplicação em sistemas de detecção do tipo point-of-

care. Tais sistemas permitem para detecção de diferentes tipos de analitos em amostras 

biológicas in loco, podendo ser utilizados em locais distantes de laboratórios de análises clínicas 

ou centros de saúde, como nos consultórios médicos e até mesmo na residência do paciente) 

[14,30,31].   

No centro da resposta gerada pelos imunossensores estão os anticorpos, os quais 

consistem em proteínas solúveis conhecidas também como imunoglobulinas (Ig), e que estão 

diretamente envolvidas na resposta imune corporal. No organismo, sua principal função 

consiste no reconhecimento e ligação a antígenos, os quais podem consistir em bactérias, vírus, 

fungos ou moléculas estranhas ao organismo, conduzindo-os posteriormente para sua 

destruição. Os anticorpos são produzidos por glóbulos brancos especializados, os linfócitos B 

(ou células B), e constituem cerca de 20% do total de proteínas sanguíneas [32].   

As imunoglobulinas classificam-se em IgA, IgD, IgE e IgM e IgG, as quais 

diferenciam-se pelo número de domínios e massa molecular das cadeias polipeptídicas que as 

formam, bem como pela sua função em diferentes tipos e estágios da resposta imune [33]. Entre 

estas, as IgG  constituem a principal classe, e são constituídas por quatro cadeias polipeptídicas: 

duas cadeias pesadas e duas cadeias leves (diferenciadas de acordo com seus tamanhos), as 

quais são unidas por interações não covalentes e ligações dissulfeto, e arranjadas espacialmente 

em uma conformação em formato de “Y” (Figura 1.3). As cadeias pesadas (denominadas como 

cadeias γ) interagem entre si em uma das extremidades (porção conhecida como fragmento 

basal ou Fc), e então se ramificam para interagir separadamente com as cadeias leves (formando 

os fragmentos conhecidos como porções Fab, os quais contém os sítios de ligação ao antígeno) 

(Figura 1.3). As IgG possuem três domínios constantes em cada cadeia pesada (CH) e um em 

cada cadeia leve (CL). As cadeias pesadas e as leves contém também um domínio variável na 

porção Fab de cada uma delas (VH e VL, respectivamente), cuja variabilidade da sequência de 

aminoácidos é a responsável pela interação específica com o respectivo antígeno (Figura 1.3)  

[32,34,35].  
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Figura 1.3 – (A) Estrutura geral e (B) modelo em fita para a IgG.   

 

Fonte: (A) Adaptado da referência [32]. (B) Referência [36].  

 

As imunoglobulinas M (IgM) podem ocorrer tanto como um monômero, a forma de 

ligação à membrana dos linfócitos B, quanto como forma secretada e circulante que consiste 

em um pentâmero da sua estrutura básica (Figura 1.4). A IgM é o primeiro anticorpo a ser 

produzido pelas células B em resposta à presença de um antígeno e o principal nos estágios 

iniciais de uma resposta imune [32,37].  

Assim como outros anticorpos, os monômeros de IgM são constituídos por duas 

cadeias leves e duas cadeias pesadas. Entretanto, diferentemente da maioria dos anticorpos, que 

apresentam suas cadeias pesadas constituídas por três domínios constantes (como mencionado 

anteriormente para a IgG), as cadeias pesadas da IgM possuem um domínio constante a mais, 

e são denominadas cadeias μ [38]. A estrutura pentamérica da IgM é mantida unida por meio 

do estabelecimento de ligações dissulfeto entre as unidades monoméricas e também pela 

presença de um pequeno polipeptídeo central, denominado cadeia J (joining chain) (Figura 

1.4A). Embora sua estrutura cristalina ainda não tenha sido determinada, estudos conduzidos 

por Czajkowsky e Shao (2009) [38] demonstraram que o pentâmero de IgM apresenta uma 

configuração espacial em formato de cogumelo, com a região central em saliência (Figura 

1.4B).  
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Figura 1.4 – (A) Representação do pentâmero de IgM, a forma de IgM presente na circulação sanguínea, com 

destaque para a cadeia J ao centro (as linhas amarelas representam as ligações dissulfeto formadas entre as unidades 

monoméricas). (B) Modelo estrutural obtido no trabalho de Czajkowsky e Shao (2009) [38]. 

 

          

 

Fonte: Referências (A) [32] e (B) [38].   

 

Como já mencionado, os anticorpos são reconhecidos por suas altas especificidades de 

ligação aos seus respectivos antígenos, de forma similar às enzimas. Assim, cada 

imunoglobulina é capaz de se ligar de modo altamente seletivo a uma determinada estrutura 

química, distinguindo-a de todas as outras. Estima-se que os humanos tenham a capacidade de 

produzir mais de 108 anticorpos diferentes com diferentes especificidades de ligação, as quais 

são determinadas pela natureza dos resíduos de aminoácidos nos domínios variáveis de suas 

cadeias pesadas e leves. O complexo antígeno-anticorpo formado após o evento de 

reconhecimento é altamente estável, como uma consequência da elevada força de interação 

entre a imunoglobulina e seu respectivo antígeno (constante de dissociação Kd da ordem de 10-

10, correspondente a energias de ligação de cerca de 65 kJ mol-1). Esta força é derivada das 

várias interações de van der Waals, iônicas e de ligação de hidrogênio que se estabelecem 

quando um antígeno interage com uma molécula de anticorpo [32]. 

 

1.2.1 Nanopartículas de Ouro Aplicadas à Construção de Imunossensores Eletroquímicos  

 

Na maior parte dos casos, o sinal gerado pelo evento de reconhecimento entre os 

antígenos e os anticorpos que ocorre na superfície de imunossensores eletroquímicos pode ser 

amplificado por meio da co-imobilização de materiais nanoestruturados como grafeno, 

nanotubos de carbono, quantum dots e nanopartículas metálicas. Além da amplificação de sinal, 

a utilização de nanomateriais na construção de imunossensores pode auxiliar na imobilização 

(A) (B) (B) 
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dos elementos de reconhecimento como consequência da sua elevada área superficial [10]. 

Desta maneira, o emprego de tais componentes costuma aperfeiçoar a eficiência do processo de 

transdução, aumentando assim a sensibilidade do dispositivo [10].  

Especificamente, é frequente o emprego de nanopartículas metálicas (ou de óxidos 

metálicos) diretamente ou na forma de nanocompósitos para a construção de imunossensores 

eletroquímicos altamente sensíveis e seletivos para a detecção in vitro de uma ampla variedade 

de biomarcadores para diagnóstico de câncer [39–41] e de doenças neurológicas [3,42,43], 

infecciosas [44–46] e cardiovasculares [47–49]. Particularmente, as características únicas 

apresentadas pelo ouro na forma nanoestruturada (AuNPs) fazem com que tais nanopartículas 

estejam entre as mais empregadas para o desenvolvimento de imunossensores, devido a 

propriedades como facilidade de preparação, biocompatibilidade, possibilidade de 

funcionalização, elevada condutividade elétrica e alta área superficial específica [50].   

A biocompatibilidade característica das AuNPs consiste em uma de suas propriedades 

mais marcantes para o desenvolvimento de imunossensores. Sua interação com biomoléculas 

pode ocorrer, por exemplo, por meio de interações eletrostáticas, forças de van der Waals ou 

ainda ligação covalente a grupos específicos, permitindo que este nanomaterial seja explorado 

como uma eficiente plataforma de imobilização para anticorpos, antígenos e outras proteínas 

sem que os mesmos percam sua bioatividade [10,50–52]. Como consequência das vantagens 

mencionadas, diferentes estratégias utilizando nanopartículas metálicas (principalmente 

AuNPs) e seus compósitos com outros nanomateriais (como nanotubos de carbono e grafeno) 

têm sido desenvolvidas para aplicação no desenvolvimento de novos imunossensores 

eletroquímicos. Como exemplos de tais estratégias, pode-se citar a modificação de superfícies 

condutoras com nanopartículas via procedimento drop-coating, eletrodeposição e ainda 

associação às conhecidas monocamadas auto-organizadas (SAM) [53–60].  

Devido à sua praticidade e simplicidade, a deposição direta de nanopartículas e 

nanocompósitos sobre superfícies condutoras via procedimento drop-coating para imobilização 

de anticorpos tem sido frequentemente utilizada para a construção de imunossensores. Nesta 

perspectiva, Wang e colaboradores (2016) [53] propuseram um imunossensor para a detecção 

do antígeno carcinoembriônico (CEA), glicoproteína cuja superprodução está associada à 

ocorrência de vários tipos de tumores, principalmente aos de cólon. O imunossensor foi baseado 

na deposição via drop-coating de AuNPs estabilizadas em citrato sobre um eletrodo de carbono 

vítreo (ECV), seguido pela imobilização direta de anticorpos primários anti-CEA sobre as 

mesmas. Após incubação em solução contendo o biomarcador CEA, os eletrodos foram 

incubados em uma dispersão dos anticorpos secundários anti-CEA, os quais foram previamente 
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conjugados a um nanocompósito constituído por nanopartículas de prata e nanofios de óxido 

de cobre(I). Por meio do monitoramento da corrente de redução de uma concentração fixa de 

H2O2 (processo catalisado pela presença do nanocompósito, a qual evidencia a ligação do 

biomarcador aos anticorpos) pela técnica de cronoamperometria, o biomarcador pode ser 

detectado na faixa linear de 10-6 ng mL-1 a 102 ng mL-1, com LD igual a 0,18 fg mL-1. O 

imunossensor proposto foi aplicado na determinação de CEA em soro de indivíduos saudáveis 

e de pacientes com câncer, fornecendo resultados precisos e comparáveis aos obtidos com o 

método de referência (ELISA). Estudos de estabilidade revelaram, por fim, que o dispositivo 

apresentou estabilidade e respostas reprodutíveis durante o período de um mês sob estocagem 

a 4 °C, o que foi atribuído à biocompatibilidade apresentada pelas AuNPs. 

Em outro trabalho, Wang e colaboradores (2017) [54] empregaram um ECV 

modificado com um nanocompósito à base de óxido de grafeno reduzido, nanopartículas de 

Fe3O4, AuNPs e azul de toluidina como plataforma para o desenvolvimento de um 

imunossensor label-free a ser empregado na detecção de α-fetoproteína (AFP), conhecido 

biomarcador de câncer de fígado. A presença das AuNPs possibilitou a imobilização dos 

anticorpos anti-AFP sobre a plataforma, ao passo que o óxido de grafeno reduzido juntamente 

com as nanopartículas de Fe3O4 possibilitaram a adsorção do azul de toluidina como espécie 

eletroativa no sistema. Após a otimização das condições para detecção, o dispositivo exibiu 

resposta linear por VOQ (monitorando-se a oxidação do azul de toluidina) na faixa de 1,0 x 10-

5 ng mL-1 a 10,0 ng mL-1 de AFP, com um LD igual a 2,7 fg mL-1. O dispositivo foi eficazmente 

aplicado na detecção de AFP em amostras de soro, apresentando resultados em concordância 

com ensaios de ELISA (método padrão para detecção de AFP). Além disso, o imunossensor 

apresentou boa estabilidade, com variações na resposta de corrente da ordem de 5% após 

estocagem de um mês a 4 °C, fato que foi atribuído às propriedades biocompatíveis do 

nanocompósito utilizado.  

A utilização de SAMs de tióis sobre eletrodos ou nanopartículas de ouro é uma 

estratégia bem explorada para a construção de imunossensores eletroquímicos, devido a 

vantagens como estabilidade e possibilidade de imobilização de anticorpos e outras proteínas 

por meio de ligações covalentes com grupos funcionais terminais [55]. O emprego de 

nanopartículas metálicas juntamente à técnica de SAM pode aperfeiçoar as interações com as 

biomoléculas empregadas e também melhorar o desempenho eletroquímico do imunossensor, 

o que torna seu emprego ainda mais promissor.  

No trabalho conduzido recentemente por Oliveira e colaboradores (2018) [56], um 

novo imunossensor voltamétrico label-free para detecção do antígeno prostático específico 
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(PSA), principal biomarcador de câncer de próstata, foi apresentado. Eletrodos de ouro 

modificados com SAMs de 1,6-hexanoditiol e AuNPs foram empregados como plataforma de 

imobilização de anticorpos anti-PSA, os quais ligaram-se diretamente às AuNPs depositadas 

sobre a SAM. O dispositivo mostrou-se estável e sensível, sendo capaz de determinar o 

biomarcador mencionado de modo reprodutível na faixa de 0,2 a 200 ng mL-1 (LD = 0,01ng 

mL-1), a partir de medidas de VOQ na presença de íons [Fe(CN)6]
4-/[Fe(CN)6]

3-. 

Em outro estudo, Thangamuthu; Santschi e Martin (2018) [57] desenvolveram 

imunossensores amperométricos label-free para a detecção do biomarcador proteína reativa-C 

(CRP), cujos níveis plasmáticos elevados (acima de 3 mg L-1) podem estar associados a 

desordens cardiovasculares graves, como infarto agudo do miocárdio, acidente vascular 

cerebral e aterosclerose [57]. O dispositivo foi baseado na imobilização de anticorpos anti-CRP 

em uma plataforma constituída por SAM de cisteína preparadas sobre AuNPs eletrodepositadas 

sobre eletrodos de carbono impresso descartáveis. Por meio da realização de medidas de 

cronoamperometria na presença de íons [Fe(CN)6]
4-, o imunossensor foi capaz de detectar o 

biomarcador na faixa de 0,4 a 200,0 nmol L-1, com LD = 0,15 nmol L-1, apresentando também 

níveis satisfatórios de reprodutibilidade e de estabilidade. Tais características permitiram a 

aplicação do dispositivo na determinação de proteína reativa-C em amostras de soro, com 

porcentagens de recuperação resultantes próximos a 100%.   

Diba; Kim e Lee (2017) [43], por sua vez, desenvolveram imunossensores para o 

peptídeo β-amiloide 1-42 (βA1-42, um dos principais biomarcadores da doença de Alzheimer) a 

partir da modificação de um eletrodo de carbono impresso com AuNPs e SAM mistas de 

polietilenoglicol modificado com grupo tiol e de ácido mercaptopropiônico, os quais foram 

empregados, respectivamente, como agente de bloqueio para minimizar interações 

inespecíficas do biomarcador e como âncoras para imobilização de anticorpos primários anti-

βA. Após imobilização de tais anticorpos sobre as SAM, imunoensaios do tipo sanduíche para 

βA1-42 foram realizados empregando-se anticorpos secundários conjugados à enzima fosfatase 

alcalina (anti-βA-ALP). Na presença da enzima mencionada, o substrato 4-aminofenil-fosfato 

(adicionado ao meio de medida) é convertido a 4-aminofenol, cujo processo de oxidação foi 

empregado para se monitorar a presença do biomarcador estudado. Uma vez que a quantidade 

de enzima na superfície do eletrodo depende da concentração de βA1-42 ligado aos anticorpos 

primários anti-βA, a magnitude da corrente de oxidação do produto da reação enzimática pode 

ser relacionada quantitativamente com a concentração de βA1-42 presente no meio. Assim, 

verificou-se por VPD que o pico anódico gerado aumentou linearmente com a concentração de 
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βA1-42 no intervalo de 100 fmol L-1 a 25 pmol L-1 (LD = 100 fmol L-1), possibilitando a aplicação 

do imunossensor na determinação do biomarcador em amostras de soro humano.  

A obtenção de nanopartículas metálicas (sobretudo AuNPs) via eletrodeposição 

também tem sido frequentemente empregada como uma estratégia para a construção de 

imunossensores para a detecção de biomarcadores. No trabalho de Shaikh e colaboradores 

(2019) [61] relata-se o desenvolvimento de imunossensores impedimétricos descartáveis para 

a determinação de albumina sérica humana (HSA) como um biomarcador de microalbuminúria 

(excreção de albumina na urina), a qual está associada a alterações renais. A plataforma descrita 

foi baseada na eletrodeposição de nanocristais de ouro em microeletrodos interdigitados de 

carbono, seguido pela imobilização de nanopartículas core-shell de poliestireno/Ag 

funcionalizadas com grupos tióis e conjugadas previamente a anticorpos anti-HSA. Verificou-

se que a variação de impedância dos dispositivos após imunoensaios na presença de HSA foi 

linearmente dependente da concentração do biomarcador na faixa de 30,0 a 300,0 μg mL-1, a 

qual está adequada para propósitos clínicos. Visando a aplicação do imunossensor em sistemas 

point-of-care, os autores desenvolveram ainda um protótipo portátil capaz de transmitir os 

dados coletados com o mesmo para dispositivos móveis (como tablets e smartphones) via 

tecnologia bluetooth.  

Eissa e colaboradores (2018) [59] recentemente desenvolveram um novo 

imunossensor voltamétrico para diagnóstico de hiperimunoglobulinemia E (condição de 

imunodeficiência rara caracterizada por níveis séricos elevados de IgE, e também conhecida 

como síndrome de hiper-IgE ou síndrome de Jó [62]), a partir da determinação simultânea dos 

biomarcadores proteicos STAT3, DOCK8 e PGM3 (cujos níveis séricos baixos são indicativo 

da doença) por VOQ na presença de íons [Fe(CN)6]
4-/[Fe(CN)6]

3-. AuNPs foram 

eletrodepositadas em um chip constituído por um arranjo de eletrodos de carbono, seguido por 

modificação com SAMs de cisteamina e imobilização de anticorpos específicos aos 

biomarcadores previamente mencionados separadamente em cada eletrodo de trabalho presente 

no chip, por meio dos grupos amino da cisteamina e ligação cruzada com glutaraldeído. O 

imunossensor apresentou boa estabilidade, sensibilidade e seletividade às proteínas STAT3, 

DOCK8 e PGM3, com LDs iguais a 3,5; 3,1; e 2,2 pg mL-1, respectivamente, e faixas lineares 

de 1,0 pg mL-1 a 100,0 ng mL-1 para DOCK8 e STAT3 e de 1 pg mL-1 a 10 ng mL-1 para PGM3. 

O bom desempenho analítico do imunossensor possibilitou aplicações na análise de soro 

sanguíneo de pacientes já diagnosticados com hiperimunoglobulinemia E, evidenciando nestes 

casos níveis significativamente menores dos biomarcadores em comparação a indivíduos 

saudáveis.  
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A eletrodeposição de AuNPs também foi empregada recentemente no trabalho de 

Chen e colaboradores (2019) [60], onde imunossensores para diagnóstico da doença infecciosa 

brucelose foram desenvolvidos. Eletrodos de carbono vítreo modificados com AuNPs 

eletrodepositadas, e posteriormente com glutationa e ácido hialurônico foram empregados 

como plataforma de imobilização da proteína OMP31, a qual está presente na membrana 

externa das bactérias do gênero Brucella, agentes causadores da doença mencionada. As 

moléculas de glutationa ligaram-se às AuNPs por meio de ligações Au-S, ao mesmo tempo que 

forneceram grupos amino livres para a ligação com moléculas de ácido hialurônico. Estas, por 

sua vez, atuaram como âncoras para a imobilização da OMP31, a partir da utilização do agente 

de ligação cruzada 1,4-butanodiol diglicidil éter. Os imunossensores foram então empregados 

na detecção de anticorpos anti-OMP31 por VPD na presença de [Fe(CN)6]
4-/[Fe(CN)6]

3-, 

exibindo variações lineares da corrente de pico catódico com a concentração dos anticorpos na 

faixa de 2,08 fg mL-1 a 1,04 pg mL-1, e LD = 0,50 fg mL-1. Imunoensaios voltamétricos em 

amostras reais de soro evidenciaram a potencialidade clínica do dispositivo apresentado, já que 

os anticorpos anti-OMP31 puderam ser detectados com porcentagens de recuperação na ordem 

de 100% e níveis de reprodutibilidade satisfatórios.  

É possível verificar, portanto, que o emprego de AuNPs na construção de 

imunossensores consiste em uma estratégia bastante versátil, devido às diversas configurações 

possíveis para modificação de superfícies eletródicas bem como à possibilidade de associação 

a outros materiais orgânicos e inorgânicos para a produção de modificadores compósitos.  Além 

de diversificar as possibilidades de aplicação dos imunossensores produzidos, tais 

características podem aperfeiçoar o processo de imobilização dos anticorpos a serem estudados, 

e, deste modo, aumentar a sensibilidade dos dispositivos.  

 

1.3 BIOSSENSORES DE DNA 

 

Uma vez que o DNA contém toda a informação genética de um organismo, sendo 

responsável pela codificação de todas as proteínas necessárias para os mecanismos bioquímicos 

essenciais à vida do mesmo, seu estudo está no centro de inúmeras investigações em diferentes 

áreas do conhecimento. Entre tais estudos, destaca-se a aplicação de fragmentos de DNA (os 

denominados oligonucleotídeos) como um elemento funcional versátil nanoestruturado para a 

construção de diversos arranjos moleculares via auto-organização, o que permite a sua 

aplicação em diferentes campos, incluindo bioengenharia, biossensores, bionanotecnologia, 

terapia gênica e fotodinâmica, sistemas drug-delivery e biologia molecular [63]. 
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Os elementos estruturais básicos da estrutura do DNA são denominados 

desoxirribonucleotídeos, e apresentam três componentes característicos: uma base nitrogenada, 

uma pentose (2’-desóxi-D-ribose ou desoxirribose) e um grupo fosfato. As bases nitrogenadas 

que compõe a estrutura do DNA são a adenina (A) e a guanina (G) (purinas) e a citosina (C) e 

a timina (T) (pirimidinas). Cada uma das bases é ligada covalentemente ao carbono 1’ da 

desoxirribose, enquanto que o fosfato é esterificado no carbono 5’ da mesma [32] (Figura 1.5A).  

Os nucleotídeos consecutivos do DNA são ligados covalentemente entre si por pontes 

compostas pelos próprios fosfatos, em que o grupo 5’-fosfato de uma unidade nucleotídica é 

ligado ao grupo 3’-hidroxila do nucleotídeo adjacente, por meio do estabelecimento de uma 

ligação fosfodiéster (Figura 1.5A). Dado seu pKa próximo a zero, os grupos fosfatos são 

completamente ionizados e carregados negativamente em pH fisiológico. As cargas negativas 

são, de modo geral, neutralizadas por meio de interações eletrostáticas com íons metálicos e 

com resíduos de aminoácidos carregados positivamente em proteínas. Além disso, 

convencionou-se denominar como extremidade 5’ da cadeia a que apresenta o grupo 5’-fosfato 

livre, e de extremidade 3’ a que apresenta a 3’-hidroxila exposta [32].  

Tridimensionalmente, o DNA é caracterizado por apresentar duas cadeias helicoidais 

enroladas em torno do mesmo eixo, formando uma dupla-hélice orientada à direita [32,64], 

segundo modelo proposto em 1953 por James Watson e Francis Crick [65] (Figura 1.5B). A 

dupla-hélice de DNA (também denominada dupla-fita ou duplex) é mantida estável por meio 

do estabelecimento de ligações de hidrogênio entre pares de bases complementares (sempre A 

com T e C com G, com a formação de duas e três ligações de hidrogênio, respectivamente, 

como mostrado na Figura 1.5C; o pareamento perfeito das bases leva à criação de um sulco 

maior e um sulco menor na superfície da dupla-fita) e de interações de empilhamento de bases, 

as quais são uma combinação de interações dos tipos dipolo-dipolo e van der Waals e 

caracterizam-se pelo empilhamento das bases no interior da dupla-hélice, e determinam a maior 

contribuição para a estabilidade do duplex [32,64].  
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Figura 1.5 – (A) Estrutura de uma simples-fita de DNA, com destaque para a ligação fosfodiéster entre 

nucleotídeos sucessivos. (B) Modelo de Watson e Crick [65] para a estrutura do DNA. (C) Esqueleto covalente de 

uma cadeia de DNA, mostrando as estruturas das bases nitrogenadas e as interações do tipo ligação de hidrogênio 

entre as mesmas. 

 

 

 

         

Fonte: Referência [32].  

 

As diversas aplicações clínicas e tecnológicas dos estudos envolvendo DNA muitas 

vezes envolvem sua ligação ou imobilização em substratos sólidos, principalmente quando se 

trata da fabricação de biossensores, sejam estes ópticos, piezoelétricos ou eletroquímicos. 

Especificamente, biossensores eletroquímicos à base de DNA vêm sendo amplamente 

estudados devido a características e vantagens como resposta rápida, versatilidade, elevada 

especificidade, alta sensibilidade, relativo baixo custo e possibilidade de multiplexação e 

miniaturização em diferentes sistemas com aplicações diversificadas [66,67], que vão desde 

diagnóstico clínico e investigações forenses a monitoramento ambiental e garantia de qualidade 

em alimentos [68]. Além das vantagens mencionadas, tais dispositivos ainda possibilitam 

análises do tipo label-free, o que minimiza o custo e diminui o número de etapas e tempo 

necessários à execução das medidas [69].  

Os dispositivos em questão são caracterizados pela presença de sequências de DNA 

como elemento de reconhecimento biológico convenientemente imobilizadas em um eletrodo 

que atua como elemento transdutor [69]. De maneira geral, a aplicação de tais biossensores está 

centrada em eventos de biorreconhecimento e de interação que ocorrem entre os 

oligonucleotídeos imobilizados e outros compostos e biomoléculas [69], os quais possibilitam 

a quantificação de proteínas, peptídeos e outros biomarcadores [70–73], a detecção da 

hibridização com fitas complementares (visando a identificação de genes de vírus e bactérias e 

(A) (B) (C) 



37 

de polimorfismos de nucleotídeo único) [74–78] e estudos de interação com compostos como 

fármacos e proteínas [79–82].  

Uma prática comum ao se trabalhar com biossensores baseados em DNA consiste na 

utilização de espécies eletroativas como indicadores redox tanto da presença dos 

oligonucleotídeos na superfície do transdutor quanto da ocorrência dos eventos de interação 

anteriormente mencionados. Tais espécies podem atuar associando-se ao DNA imobilizado 

diretamente e/ou estarem presentes em solução, e geralmente apresentam respostas 

eletroquímicas reversíveis e em intervalos de potencial adequados ao eletrodo de trabalho [69].  

A associação do marcador redox ao oligonucleotídeo imobilizado pode ocorrer por 

meio do estabelecimento de interações eletrostáticas, como é o caso de complexos metálicos 

catiônicos, que se ligam aos grupos fosfatos das sequências imobilizadas, sendo o [Ru(NH3)6]
3+ 

a espécie mais utilizada. Complexos aniônicos, como o par redox [Fe(CN)6]
3-/4- também podem 

ser empregados, porém neste caso trabalha-se com a repulsão eletrostática entre tais espécies e 

a superfície modificada com DNA durante as medidas de caracterização [69]. Assim, ao se 

utilizar complexos catiônicos, a presença dos oligonucleotídeos na superfície do eletrodo, bem 

como do evento de hibridização, é acompanhada por um incremento nos sinais voltamétricos, 

ao passo que espécies aniônicas levam a uma atenuação nas respostas observadas nestas 

mesmas situações, ao se comparar com os resultados obtidos com a superfície eletródica não 

modificada.    

Outros marcadores redox podem interagir com as sequências imobilizadas por meio 

da intercalação à dupla-fita (como daunomicina, fenoxazinas e complexos metálicos contendo 

ligantes aromáticos heterocíclicos) ou ainda se ligar aos sulcos presentes na estrutura 

tridimensional do DNA (como o corante de Hoechst 33258), conduzindo ao aparecimento ou 

incremento dos sinais voltamétricos previamente observados [69].  

 

1.3.1 Estratégias para Imobilização de Oligonucleotídeos em Superfícies Condutoras  

 

Uma das etapas cruciais durante a construção de eletrodos modificados com DNA 

consiste na imobilização das sequências na superfície do transdutor, cujas moléculas devem 

idealmente assumir uma orientação adequada que possa maximizar o reconhecimento e 

hibridização com a fita de DNA complementar [67]. A otimização do processo de imobilização 

abrange a escolha do material a partir do qual o eletrodo é confeccionado ou modificado bem 

como do mecanismo por meio do qual as biomoléculas serão imobilizadas. Tais escolhas devem 

ser realizadas levando-se em consideração a preservação da integridade estrutural e funcional 
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das sequências de DNA sob estudo, de modo a viabilizar a ocorrência dos eventos de 

biorreconhecimento na superfície do transdutor [83].  

Neste sentido, entre os materiais mais frequentemente empregados na construção de 

biossensores contendo DNA, podem ser citados sobretudo o ouro e as diferentes formas 

alotrópicas de carbono (carbono vítreo, grafite, diamante e nanotubos de carbono) [68]. Por 

outro lado, as estratégias de imobilização mais utilizadas consistem nos métodos de 

imobilização por adsorção, ligação covalente e utilização do complexo estreptavidina-biotina, 

os quais serão abordados com mais detalhes nos parágrafos a seguir.  

 

1.3.1.1 Imobilização por adsorção  

 

Este método consiste no mais simples quando se trata da modificação de superfícies 

condutoras com DNA, uma vez que não requer reagentes específicos nem a modificação 

estrutural das biomoléculas com grupos funcionais que permitam sua ligação ao eletrodo [67]. 

Geralmente, a interação entre os oligonucleotídeos a serem imobilizados e a superfície do 

transdutor é de natureza eletrostática, valendo-se das cargas negativas dos grupos fosfatos 

presentes nas cadeias de DNA. Neste sentido, é necessário que a superfície eletródica seja 

modificada previamente de modo que a mesma adquira carga positiva e permita a interação 

com as biomoléculas sob investigação [68] (Figura 1.6). Isto pode ser alcançado, por exemplo, 

a partir da utilização de moléculas policatiônicas, como dos (bio)polímeros quitosana [84], poli-

L-lisina [85], polipirrol [86] e polietilenoimina [87], seja de maneira isolada ou na forma de 

nanocompósitos com outros materiais. Em relação aos tipos de eletrodos empregados neste 

método, pode-se citar eletrodos de carbono vítreo [87], grafite [84] e de diamante dopado com 

boro [88]. 
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Figura 1.6 – Representação esquemática da imobilização de simples-fitas de DNA via adsorção sobre eletrodo 

modificado com filmes policatiônicos. 

 

Fonte: O autor.  

 

Apesar de vantagens como simplicidade e baixo custo, esta estratégia acaba 

apresentando importantes limitações que podem comprometer o desempenho dos dispositivos 

desenvolvidos. Por exemplo, as moléculas de DNA inicialmente imobilizadas podem lixiviar a 

partir da superfície do transdutor dependendo do pH e da força iônica do meio. Além disso, os 

oligonucleotídeos são imobilizados de modo randômico no que diz respeito à orientação, o que 

pode influenciar diretamente a eficiência da hibridização [67]. Entretanto, devido à sua 

praticidade, diversos trabalhos ainda reportam o uso desta técnica para a modificação de 

eletrodos com DNA [84–87]. Por exemplo, Kuralay; Dükar e Bayramlı (2018) [85] empregaram 

eletrodos de grafite modificados com poli-L-lisina por meio de eletropolimerização, como 

plataforma para imobilização de sequências de DNA via adsorção. Os biossensores foram 

empregados para a detecção da hibridização com fitas complementares em amostras de soro, a 

partir do monitoramento da corrente de oxidação da guanina por VPD. Respostas de corrente 

lineares no intervalo de 1,0 x 10-13 a 1,0 x 10-6 mol L-1 das sequências complementares foram 

obtidas, com um LD igual a 2,25 x 10-14 mol L-1. Os dispositivos foram capazes distinguir 

sequências totalmente complementares das não-complementares e das que continham apenas 

um ponto de não-pareamento, maximizando seu potencial de aplicação em futuros ensaios 

clínicos.  

 

1.3.1.2 Imobilização por ligação covalente 

 

Diferentemente dos procedimentos baseados no fenômeno da adsorção, o emprego da 

ligação covalente como estratégia de imobilização de DNA em eletrodos demonstra elevada 

estabilidade e previne a dessorção dos oligonucleotídeos do substrato condutor [89]. Além 
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disso, esta técnica geralmente permite uma melhor orientação para as biomoléculas 

imobilizadas a partir da ligação de grupos funcionais presentes na extremidade das cadeias à 

superfície do eletrodo, o que maximiza a eficiência da hibridização com as fitas 

complementares [67]. Nesta estratégia, os oligonucleotídeos são sintetizados e previamente 

funcionalizados com grupos que possuem uma elevada afinidade pelo substrato onde se deseja 

realizar a imobilização [63]. A funcionalização pode acontecer na extremidade 3’ ou 5’, e ser 

realizada, por exemplo,  com grupos como tiol e amino, os quais podem ligar-se covalentemente 

à superfície metálica do eletrodo (sobretudo Au) ou a grupos funcionais específicos 

introduzidos ao mesmo (como grupos carboxílicos) [67].  

A formação de monocamadas auto-organizadas (SAM) é a estratégia mais utilizada 

para a imobilização de oligonucleotídeos contendo um grupo tiol na superfície de eletrodos 

metálicos de ouro (AuE) ou de outros materiais previamente modificados com AuNPs [90–93]. 

Isto deve-se à elevada estabilidade da ligação Au-S, o que reflete diretamente na estabilidade 

da plataforma desenvolvida. Além disso, este procedimento conta como vantagens a 

praticidade, a possibilidade do controle da composição das monocamadas formadas e também 

uma maior reprodutibilidade em relação à formação das mesmas [67]. Empregando este 

método, Manzano e colaboradores (2018) [93] recentemente modificaram AuEs descartáveis 

com SAMs de oligonucleotídeos funcionalizados com grupos -SH para a determinação de DNA 

do vírus da hepatite A. A modificação foi baseada na formação de ligações Au-S entre a 

superfície do eletrodo e as biomoléculas, e a detecção do evento de hibridização foi monitorada 

por medidas de VC na presença do indicador redox tripropilamina. Um LD igual a 6,9 fg μL-1 

foi obtido para as amostras de DNA viral, o qual foi comparável ao valor obtido na 

determinação da sequência-alvo pelo método padrão de reação em cadeia da polimerase (PCR) 

(6,4 fg μL-1). 

A formação de SAMs de oligonucleotídeos funcionalizados com grupos tióis em AuEs 

pode ser acompanhada pelo estabelecimento de interações dos átomos de N das bases do DNA 

com a superfície metálica, levando à imobilização das sequências por meio de múltiplos sítios 

de ligação, além do grupo -SH [94]. A fim de se evitar a ocorrência de tais interações não 

específicas, a formação de SAMs de DNA em superfícies de ouro é geralmente realizada 

juntamente com a imobilização de um alcanotiol, usualmente 6-mercaptohexanol (MCH), 

dando origem a uma SAM mista entre os dois componentes (Figura 1.7). A presença de MCH 

não apenas minimiza o estabelecimento de tais interações não específicas, mas também suas 

moléculas atuam como espaçadores entre as sequências de DNA imobilizadas (controlando a 

densidade de oligonucleotídeos no transdutor), e favorecendo que as mesmas orientem-se “em 
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pé” na superfície do AuE [67,94]. A soma destes fatores acaba por aumentar a eficiência da 

hibridização, uma vez que facilita a interação dos oligonucleotídeos imobilizados com suas 

respectivas fitas complementares.   

A incorporação de MCH pode ser realizada de dois modos: (a) após a formação da 

SAM de DNA ou (b) concomitantemente à imobilização dos oligonucleotídeos. Apesar da 

primeira estratégia mencionada ser a mais comum em trabalhos descritos na literatura [63], 

estudos realizados por Keighley e colaboradores (2008) [95] demonstraram que a mesma pode 

não ser completamente efetiva na remoção das interações não específicas entre o DNA 

imobilizado e o AuE, e que o método da co-imobilização pode conduzir à formação de 

monocamadas mais ordenadas. Nesta mesma perspectiva, Henry e colaboradores (2010) [96] 

destacam que a formação de SAM mistas de DNA/MCH em AuE de modo simultâneo confere 

uma maior praticidade ao método de modificação do eletrodo, uma vez que é realizada em uma 

única etapa.   

 

Figura 1.7 – Representação esquemática da imobilização de simples-fitas de DNA funcionalizadas com grupos -

SH sobre eletrodo de ouro na forma de SAM mistas com MCH a partir da formação de ligações covalentes Au-S.  

 

Fonte: O autor.  

 

Além da utilização dos AuEs convencionais, a ligação de sequências de DNA na 

superfície de eletrodos modificados com AuNPs tem recebido crescente atenção, uma vez que, 

devido à elevada área superficial apresentada por este nanomaterial, a quantidade de DNA 

imobilizado pode ser maximizada. Além disso, a presença das AuNPs pode ainda atuar na 

amplificação do sinal gerado pelo dispositivo, aperfeiçoando o processo de transdução [97]. 

Nesta estratégia, eletrodos confeccionados a partir de diversos materiais podem ser utilizados, 

como carbono [90], ITO [98], e até mesmo os próprios AuEs [99], os quais são modificados 

pela deposição de um filme de AuNPs (ou de seus compósitos com outros materiais) 

previamente à imobilização dos oligonucleotídeos por meio da formação de ligações Au-S [67].  

Nesta perspectiva, Ye e colaboradores (2017) [90] modificaram um ECV com um 
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nanocompósito à base de hemina (tipo de porfirina contendo ferro) e óxido de grafeno reduzido, 

seguido pela eletrodeposição de AuNPs. Sequências de DNA funcionalizadas com grupo -SH 

foram covalentemente imobilizadas sobre as AuNPs contidas na plataforma. Os biossensores 

foram empregados na detecção da hibridização com fitas complementares às imobilizadas a 

partir do monitoramento da corrente de redução da hemina por VPD, e mostraram respostas 

lineares no intervalo de concentração 1,0 amol L-1 a 0,1 pmol L-1, com LD igual a  

0,14 amol L-1. O bom desempenho analítico do dispositivo foi atribuído à condutividade da 

plataforma e à técnica de imobilização de DNA via ligação covalente, o que conferiu  

estabilidade e reprodutibilidade ao biossensor. 

A imobilização de sequências de DNA via ligação covalente em transdutores também 

tem sido realizada a partir do emprego de superfícies condutoras previamente funcionalizadas 

com grupos como carboxila, aldeído, amino, epóxi e isotiocianato [67]. A ligação das cadeias 

de DNA neste caso é realizada por meio de uma reação entre os grupos funcionais presentes na 

superfície do transdutor e o grupo funcional contido na extremidade da cadeia dos 

oligonucleotídeos sob estudo [63]. A estratégia mais frequente utilizada neste método consiste 

no emprego de sequências de DNA funcionalizadas com grupos -NH2 para ligação a substratos 

contendo grupos -COOH. Neste caso, a ligação é comumente mediada pela utilização dos 

reagentes EDC e NHS,  por meio da ativação do grupo carboxílico e sua conversão ao 

intermediário mais reativo o-acilisoureia, que liga-se facilmente a grupos amino por meio da 

formação de ligações amida estáveis [67]. Utilizando-se desta estratégia, Carr e colaboradores 

(2020) [100] recentemente desenvolveram biossensores para a detecção de metilação no gene 

MGMT (processo envolvido na oncogênese de cânceres de cabeça e pescoço) por EIE na 

presença de [Fe(CN)6]
3-/4-. AuEs foram modificados com SAMs de ácido 11-

mercaptoundecanoico, cujos grupos -COOH foram ativados com EDC/NHS para imobilização 

de oligonucleotídeos funcionalizados com o grupo -NH2. A estabilidade conferida pelo método 

de imobilização selecionado permitiu que o biossensor diferenciasse linhagens celulares 

tumorais contendo altas taxas de metilação no gene MGMT de linhagens com baixa metilação, 

sugerindo o uso promissor do dispositivo desenvolvido no diagnóstico clínico precoce das 

doenças mencionadas.  

 

1.3.1.3 Utilização do complexo estreptavidina-biotina 

 

Outra estratégia para imobilização de oligonucleotídeos em superfícies condutoras é 

baseada na formação do complexo entre a proteína estreptavidina e seu ligante biotina. Dada a 
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elevada afinidade entre ambas as moléculas e a alta especificidade da ligação, o complexo 

formado é altamente estável (Kd ≈ 1 x 10-15). Além disso, a estreptavidina consiste em uma 

proteína tetramérica que possui quatro sítios de ligação para biotina [101,102], o que maximiza 

as possibilidades de interação, e pode resistir a fatores como variações no pH, temperatura e 

presença de agentes desnaturantes ou solventes orgânicos [103]. Neste sentido, a 

funcionalização de oligonucleotídeos com uma molécula de biotina na extremidade 3’ ou 5’, 

seguido por sua ligação a moléculas de estreptavidina previamente imobilizadas no transdutor 

(modificado quimicamente ou não) consiste em uma estratégia bastante eficaz para a 

modificação de eletrodos com sequências de DNA [67] (Figura 1.8).  

 

Figura 1.8 – Representação esquemática da imobilização de simples-fitas de DNA funcionalizadas com biotina 

sobre eletrodo modificado com estreptavidina.         

 

 

Fonte: O autor. 

 

Empregando esta estratégia, Li e colaboradores (2016) [104] desenvolveram 

biossensores para a detecção de polimorfismos de nucleotídeo único no gene vangl1, os quais 

são relacionados à ocorrência de defeitos do tubo neural (grupo de severas más formações 

congênitas que impactam a gestação e provocam complicações de gravidade variável ao longo 

da vida). Eletrodos de ouro foram modificados com um filme de polipirrol e estreptavidina, 

seguido pela ligação de cadeias de DNA previamente hibridizadas com a sequência-alvo e 

funcionalizadas com biotina. A fim de se acelerar os processos de transferência eletrônica na 

superfície do eletrodo, AuNPs encapsuladas em poliamidoamina (PAMAM) conjugadas aos 

oligucleotídeos. Monitorando-se por VPD a redução de íons [Fe(CN)6]
3-, o biossensor 

apresentou respostas lineares com a concentração das fitas complementares no intervalo de 0,1 
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a 100,0 nmol L-1 (LD = 0,033 nmol L-1), possibilitando a detecção do gene de interesse em 

amostras de soro.  

A imobilização prévia da estreptavidina ou biotina na superfície eletródica tem sido 

realizada por meio de diferentes estratégias, entre as quais pode-se citar o estabelecimento de 

interações eletrostáticas entre a proteína e a superfície do eletrodo [83],  formação de ligações 

covalentes N-Au entre grupos -NH2 da estreptavidina e eletrodos modificados com AuNPs [66], 

e também a formação de ligações amida entre grupos -NH2 da proteína e grupos -COOH 

presentes no transdutor (e vice-versa) a partir da utilização dos agentes de ligação 1-etil-3-(3-

dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) e N-hidróxi-succinimida (NHS) [105,106].  

A existência de métodos diversos para a modificação de superfícies eletródicas com 

oligonucleotídeos permite ao pesquisador adaptar os mesmos a diferentes tipos de transdutores, 

bem como planejar a sua preparação de acordo com a aplicação a ser dada para o dispositivo. 

Como resultado, as possibilidades de aplicação são diversificadas e os procedimentos de 

construção otimizados.  

 

1.3.2 Métodos Analíticos para o Estudo de Interações Proteína-DNA    

 

A existência de interações do tipo proteína-DNA em muitos processos biológicos 

essenciais, bem como durante a ocorrência de diversas doenças, remete à necessidade do 

desenvolvimento de métodos analíticos que sejam simples e de baixo custo e que sejam capazes 

de fornecer respostas rápidas a fim de se investigar tais eventos de interação. Neste sentido, 

diversos métodos têm sido propostos [26] para este fim, entre os quais podem ser citados os 

ensaios de desvio de mobilidade eletroforética [107], calorimetria de titulação isotérmica [108], 

ensaios pull-down [109], ressonância plasmon de superfície (SPR) [110], ressonância 

magnética nuclear [111] e cristalografia de raios X [112]. Apesar de seu desempenho 

satisfatório, tais técnicas são geralmente lentas, de alto custo, envolvem procedimentos 

complexos e muitas vezes trabalhosos, além do fato de requererem marcadores fluorescentes 

ou radioativos [113], os quais podem ser tóxicos tanto à saúde humana quanto ao meio 

ambiente.  

Neste contexto, técnicas eletroquímicas tais como a VPD e a EIE aliadas a dispositivos 

eletroquímicos baseados em DNA emergem como alternativas promissoras aos métodos 

previamente mencionados devido a características como análise rápida, relativo baixo custo e 

redução no uso de reagentes tóxicos. Consequentemente, o emprego de tais métodos para se 

monitorar e investigar interações do tipo proteína-DNA tem sido cada vez mais frequente e é 
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reportado em um crescente número de publicações [81,82,114–119]. Por exemplo, Machini; 

Marques e Oliveira-Brett (2019) [82] empregaram um ECV modificado com dupla-fita de DNA 

(via adsorção física) a fim de avaliar a interação de tais biomoléculas com o anticorpo 

monoclonal Nivolumab® (utilizado em imunoterapia para tratamento de melanoma metastático, 

linfoma de Hodgkin, câncer renal e câncer de pulmão). Por meio das técnicas de VPD, EIE e 

microbalança de cristal de quartzo, os autores verificaram que o anticorpo se liga ao DNA com 

elevada afinidade e promove alterações estruturais, sobretudo a partir da liberação de moléculas 

de adenina da cadeia, o que justifica sua atividade terapêutica. Os resultados obtidos com a 

plataforma foram validados a partir da realização de ensaios de interação empregando-se 

eletroforese em gel. 

Macazo; Karpel e White (2015) [117] reportaram a modificação de um AuE com 

simples-fitas de DNA conjugadas ao marcador redox azul de metileno para o estudo do 

mecanismo de ligação da proteína g32p (isolada do vírus bacteriófago T4 e conhecida por 

interagir com a simples-fita do DNA) a tais sequências. A partir de variações na corrente de 

oxidação do azul metileno induzidas pela interação da proteína estudada com a sequência 

imobilizada e monitoradas por VOQ, os autores puderam comprovar que a ligação da cadeia 

polipeptídica completa da proteína g32p à hélice simples do DNA ocorre cooperativamente, 

enquanto que a interação do domínio *III (core) demonstrou ocorrer de maneira não-

cooperativa. Além disso, os autores observaram que o evento de ligação DNA-g32p foi 

dependente da força iônica do meio e também do número de oligonucleotídeos que compõe a 

sequência.  

 Li e colaboradores (2017) [119] recentemente desenvolveram um ensaio para se 

detectar por VOQ a interação de três fatores de transcrição (NF-κB, SP6 RNA polimerase e 

HNF-4α) com sequências específicas de DNA. O sistema desenvolvido foi baseado na 

hibridização de cadeias bifuncionais de DNA (contendo uma desoxiribozima na extremidade 

5’e uma sequência de ligação aos fatores de transcrição na extremidade 3’) com 

oligonucleotídeos funcionalizados com azul de metileno e imobilizados em AuEs. Na ausência 

dos fatores de transcrição estudados, a desoxirribozima foi capaz de clivar o DNA inicialmente 

imobilizado, liberando a molécula de azul de metileno, o que conduziu a uma diminuição do 

sinal de corrente observado. Por outro lado, na presença das proteínas investigadas, a 

desoxirribozima apresentou uma redução em sua atividade catalítica, de modo que a molécula 

do marcador redox permaneceu ligada aos oligonucleotídeos, resultando em maiores valores de 

corrente (Figura 1.9). O sistema desenvolvido apresentou elevada especificidade e 

versatilidade, podendo ser facilmente adaptado para a detecção de outras proteínas.  
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Figura 1.9 – Princípio de funcionamento do biossensor reportado por Li e colaboradores [119] para a detecção da 

interação dos fatores de transcrição NF-κB, SP6 RNA polimerase e HNF-4α com sequências de DNA. 

  

Fonte: Adaptado da referência [119]. 

 

No estudo desenvolvido por Dai e colaboradores (2019) [81], eletrodos impressos 

contendo AuNPs foram modificados com a proteína hnRNP H1 (ribonucleoproteína nuclear 

heterogênea H1), a qual reconhece especificamente sequências de DNA ricas em guanina. A 

detecção da presença de tais sequências por meio de sua ligação a proteínas específicas 

apresenta relevância clínica, uma vez que sequências com uma quantidade elevada de guanina 

podem favorecer a formação de triplex e quadruplex de DNA. Estes, por sua vez, podem afetar 

processos de replicação e transcrição e desta forma favorecer o desenvolvimento de doenças 

como câncer e desordens neurodegenerativas. A formação dos complexos hnRNP H1-DNA na 

superfície dos eletrodos foi monitorada a partir de variações de corrente medidas por VPD na 

presença do marcador redox [Fe(CN)6]
3-/4-. A plataforma desenvolvida foi ainda capaz de 

diferenciar oligonucleotídeos com diferenças estruturais pontuais (AGGGG, AGGGC, 

AGGGA e AAAAA), o que denotou a elevada especificidade do dispositivo desenvolvido.  

A partir dos trabalhos mencionados, é possível considerar que técnicas e dispositivos 

eletroquímicos podem apresentar aplicações promissoras tanto na detecção de interações 

proteína-DNA quanto no estudo das mesmas. A versatilidade apresentada por tais sistemas, 

somada à rapidez de resposta, alta sensibilidade, relativo baixo custo e possibilidade de 

miniaturização, favorece que os mesmos sejam cada vez mais estudados e aperfeiçoados, 

aumentando seu potencial de utilização na investigação de eventos de interação entre as 

biomoléculas mencionadas. 

  

E (V) 

I (
A
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CAPÍTULO 2 – DESENVOLVIMENTO DE UM IMUNOSSENSOR 

IMPEDIMÉTRICO PARA A DETERMINAÇÃO DE DHEAS, UM BIOMARCADOR 

DE CARCINOMA DE CÓRTEX ADRENAL PEDIÁTRICO 

 

2.1 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1.1 Carcinoma de Córtex Adrenal (CCA): Características Gerais 

 

O carcinoma de córtex adrenal (CCA) consiste em uma neoplasia rara e altamente 

agressiva, de natureza maligna. Como sugerido pelo próprio nome, é originado por células 

localizadas no córtex das glândulas adrenais ou suprarrenais (Figura 2.1) [120], região 

responsável por produzir e secretar uma variedade de hormônios esteroides, como cortisol, 

aldosterona e dehidroepiandrosterona, que desempenham várias funções biológicas essenciais, 

estando envolvidos em diversos mecanismos bioquímicos [121,122]. Devido à sua gravidade, 

o CCA apresenta mau prognóstico, uma vez que este apresenta uma taxa de sobrevida média 

em 5 anos de cerca de 40%, a qual é influenciada principalmente pelo grau de avanço do tumor 

no momento do diagnóstico [123].   

 

Figura 2.1 – (A) Posicionamento das glândulas adrenais na parte superior dos rins e (B) subdivisões internas em 

suas três regiões principais: cápsula, córtex e medula.  

 

 

 

Fonte: Adaptado das referências [124] (A) e [125] (B).    

 

A incidência de CCA é bastante baixa, sendo observados em média de 1 a 2 novos 

casos por milhão a cada ano [126]. Verifica-se ainda que a incidência de CCA é levemente 

maior para mulheres (proporção 1,5:1) [127], e apresenta um comportamento bimodal em 

(A) (B) 

Cápsula 

Córtex 

Medula 

Glândulas adrenais 
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relação à idade dos indivíduos afetados, uma vez que picos de ocorrência são observados na 

primeira e na quinta décadas de vida [128].   

Em crianças abaixo de 15 anos, a ocorrência de CCA é ainda mais rara, sendo 

reportados apenas de 0,2 a 0,3 casos por milhão a cada ano. Curiosamente, a maior incidência 

anual de CCA pediátrico ocorre no sul do Brasil, onde é observado um índice de 2,9 a 4,2 novos 

casos por milhão, ou seja, de 10 a 15 vezes maior do que a média mundial. As razões para este 

fenômeno ainda permanecem incertas. Porém, relata-se que a maior prevalência de uma 

mutação no gene TP53 (mutação TP53 R337H) nas crianças nascidas na região seja a 

responsável pelo maior índice de incidência do CCA [123,129–131]. Este gene codifica a 

proteína  denominada p53, a qual está envolvida em diversos mecanismos de reparo do DNA. 

A mutação TP53 R337H leva à substituição do resíduo de Arg na posição 337 por uma His na 

cadeia polipeptídica da p53, o que leva a disfunções da proteína mencionada e ao 

comprometimento de sua atividade reparadora. Como consequência, danos eventuais no 

material genético celular deixarão de ser corrigidos, aumentando a probabilidade de início de 

uma transformação maligna [132].   

O CCA pediátrico é marcado por apresentar outra importante característica: em cerca 

de 90% dos casos, observa-se que os tumores são funcionais (ou seja, produzem hormônios em 

níveis anormais), com a superprodução de hormônios andrógenos, principalmente a 

dehidroepiandrosterona (DHEA) e também o seu derivado sulfatado (sulfato de 

dehidroepiandrosterona, DHEAS). Isto contrasta com o CCA que ocorre em adultos, onde 

apenas 60% do total de casos consiste em tumores funcionais que podem produzir níveis 

excessivos de cortisol e também de andrógenos em uma menor extensão [128]. A ausência de 

sinais e sintomas apresentada por uma considerável parcela dos adultos afetados pela doença 

(40%) pode, neste sentido, dificultar o diagnóstico precoce e consequentemente o tratamento 

dos mesmos [133].   

 

2.1.2 Métodos para Tratamento e Diagnóstico de CCA 

 

A forma de tratamento mais eficaz para pacientes diagnosticados com CCA consiste 

na remoção cirúrgica do tumor [134]. Geralmente, a ressecção completa do tumor pode conferir 

aos indivíduos uma maior chance de cura e maior tempo de vida, e, devido a isso, esta é a opção 

de tratamento preferida na maior parte dos casos [128]. Apesar da recorrência da doença ser 

observada em cerca de 30-50% dos pacientes [120], a utilização de terapias coadjuvantes é 

comumente empregada para que este risco seja consideravelmente diminuído [129].   
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A radioterapia tem sido considerada como uma forma de tratamento não-efetiva para 

CCA, embora alguns estudos demonstrem que este tipo de tumor pode ser sensível à radiação, 

e que então esta pode ser uma alternativa a se considerar nos casos em que a doença está ainda 

localizada e nos seus estágios iniciais [120,135]. Por outro lado, o emprego de agentes 

quimioterápicos é bem mais difundido, inclusive para tratamento de casos avançados de CCA. 

O principal agente empregado é o derivado de inseticida mitotano (1-(o-clorofenil)-1-(p-

clorofenil)-2,2-dicloroetano, Figura 2.2), seja de maneira isolada, ou em combinação com 

outras drogas citotóxicas [126]. O mitotano age nas células do tecido adrenal com uma relativa 

especificidade (apesar de alguns efeitos colaterais relacionados ao trato gastrointestinal e aos 

sistemas nervoso e endócrino serem comuns), e acredita-se que seu mecanismo de ação consista 

na inibição, por parte de seus metabólitos, da cadeia respiratória mitocondrial das células 

neoplásicas, assim como de enzimas que estão envolvidas nas vias de síntese dos hormônios 

esteroidais. Estes dois efeitos combinados explicam o seu potencial citotóxico, e podem, 

portanto, levar à morte celular e à regressão do tumor [120,129].  

 

Figura 2.2 – Estrutura química do mitotano, o principal agente quimioterápico utilizado para o tratamento de CCA.  

 

 

Fonte: O autor.  

 

Considerando a ausência de sintomas específicos, aproximadamente 70% dos 

pacientes são diagnosticados com CCA em estágios avançados da doença, para os quais as 

chances de cura infelizmente são pequenas [136]. Por exemplo, a taxa de sobrevivência para 

pacientes com CCA em estágio de metástase no momento do diagnóstico costuma ser inferior 

a um ano [137]. Neste sentido, devido ao seu potencial maligno e metastático, o diagnóstico 

precoce de CCA é extremamente importante e necessário a fim de se conferir aos pacientes 

maiores chances de cura e eficácia no tratamento.  

Os principais métodos empregados para diagnóstico do CCA em pacientes consistem 

em técnicas baseadas em imagem, como ressonância magnética e tomografia computadorizada. 

Tais métodos são aplicados tanto para se confirmar casos suspeitos da doença quanto para se 
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avaliar se as lesões eventualmente observadas são malignas ou benignas, uma vez que tanto o 

tamanho quanto o aspecto do tumor podem ser facilmente verificados [128].   

Além disso, trabalhos tem destacado a importância da detecção da presença da 

mutação TP53 R337H em recém-nascidos como uma das estratégias mais eficazes de 

acompanhamento e diagnóstico precoce de CCA pediátrico [138,139]. Tais estratégias 

permitem não somente a detecção da mutação, mas também fornece meios de se investigar os 

fatores que podem levar ao desenvolvimento do tumor. Por exemplo, Costa e colaboradores 

(2019) [139] reportam que carreadores da mutação mencionada que vivem em regiões rurais 

apresentam um risco menor de desenvolver a doença comparado àqueles que vivem em grandes 

centros urbanos marcados por atividade industrial. Os autores destacam ainda que a incidência 

de CCA pediátrico é diretamente proporcional à frequência da mutação R337H, mas que fatores 

ambientais (como presença ou ausência de poluentes) podem modificar tais observações [139]. 

O monitoramento hormonal dos indivíduos com suspeita de CCA consiste também em 

uma estratégia eficaz para ser aplicada em diagnóstico, pois, como mencionado anteriormente, 

tais tumores são usualmente funcionais. A determinação da concentração plasmática dos 

hormônios relacionados ao CCA pode ser empregada também como uma forma de 

acompanhamento pós-cirúrgico de pacientes operados, uma vez que pode fornecer evidências 

consistentes de uma possível recorrência da doença [128,129]. Devido a estas razões, 

hormônios adrenais são frequentemente tomados como biomarcadores de CCA.  

Particularmente, os esteroides DHEA e DHEAS (Figura 2.3) estão entre os hormônios 

cujas alterações em suas concentrações plasmáticas podem ser diretamente associadas à 

ocorrência de tumores adrenais. Ambos são secretados pelas glândulas suprarrenais e são os 

esteroides presentes em maior quantidade no organismo humano [140,141], atuando como os 

mais importantes precursores diretos ou indiretos de esteroides sexuais, como testosterona e 

estradiol [142]. A maior parte do DHEA é lançada na corrente sanguínea na forma do derivado 

sulfatado DHEAS, o qual é mais facilmente transportado. Consequentemente, a concentração 

de DHEAS circulante é geralmente muito superior à concentração de DHEA livre  [143].  
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Figura 2.3 – Estrutura química da (A) dehidroepiandrosterona (DHEA) e do (B) sulfato de dehidroepiandrosterona 

(DHEAS), hormônios esteroides considerados biomarcadores de CCA.  

 

      

 

Fonte: O autor.  

 

É bem conhecido que pacientes diagnosticados com CCA pediátrico costumam 

apresentar níveis plasmáticos de DHEAS superiores aos apresentados por indivíduos saudáveis 

(geralmente acima de 15 μg dL-1 para crianças na faixa de 1 a 5 anos de idade, e acima de 50 

μg dL-1 para indivíduos na faixa de 5 a 11 anos) [144–147].  Interessantemente, a situação 

oposta, quando baixas concentrações do mesmo estão presentes na corrente sanguínea, pode 

sugerir o desenvolvimento de um adenoma benigno [135,148]. Assim, a determinação do 

padrão de secreção de DHEAS pode ser útil como um biomarcador do potencial maligno de 

uma lesão previamente observada [129,149].    

Devido à associação direta entre altos níveis de DHEAS (ou DHEA) e a ocorrência de 

CCA e outros distúrbios adrenais, alguns métodos analíticos têm sido propostos e utilizados 

para o monitoramento do referido hormônio em fluidos biológicos como soro, saliva e urina. 

Entre as técnicas empregadas recentemente é conveniente citar a cromatografia líquida de alta 

eficiência e a cromatografia gasosa, ambas acopladas à espectrometria de massas (HPLC-

MS/MS, LC-MS/MS e CG-MS/MS) [150–155] e o ELISA [156–159].  

No que diz respeito a métodos eletroquímicos, apenas três trabalhos foram reportados 

até o presente momento. Wang e colaboradores (2015) [160] desenvolveram um dispositivo do 

tipo transistor de efeito de campo baseado em grafeno funcionalizado com fragmentos de DNA 

(âncoras) complementares a um aptâmero específico para a detecção de DHEAS. O princípio 

de funcionamento do dispositivo baseou-se na hibridização inicial do aptâmero às âncoras de 

DNA imobilizadas nas folhas de grafeno, seguido pela ligação específica do mesmo à molécula 

de DHEAS. Esta ligação ocasiona uma alteração na conformação do aptâmero, com a 

concomitante quebra do híbrido previamente formado e liberação da biomolécula em questão 

da superfície do grafeno (Figura 2.4). Considerando-se que o aptâmero apresenta uma 

(A) (B) 
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densidade de cargas negativas relativamente alta, sua liberação induz uma alteração na 

condutância do grafeno que pode ser empregada para se detectar a presença de DHEAS. Além 

disso, os autores verificaram que o tempo de liberação do aptâmero foi proporcional à 

concentração de DHEAS no intervalo de 2,5 a 1000,0 nmol L-1, com LD = 44,7 nmol L-1, o que 

está adequado para propósitos clínicos.  

 

Figura 2.4 – Princípio de funcionamento do biossensor reportado por Wang e colaboradores (2015) [160] para a 

determinação de DHEAS. 

 

 

Fonte: Adaptado da referência [160]. 

 

Sob outra perspectiva, Balaban e colaboradores (2019) [161] reportaram recentemente 

um imunossensor label-free para a determinação de DHEAS em amostras sintéticas de urina e 

soro. Anticorpos específicos à DHEA foram imobilizados via ligação cruzada com 

glutaraldeído sobre eletrodos de ouro modificados com uma SAM de cisteamina, seguido pela 

detecção de DHEAS por VPD na presença de [Fe(CN)6]
3-/4- como marcador redox. O 

imunossensor mostrou boa sensibilidade e reprodutibilidade, sendo capaz de quantificar o 

analito na faixa de 2,5 a 100,0 ng mL-1 (LD = 3,971 ng mL-1), sem sofrer influência significativa 

de interferentes como testosterona, colesterol, ácido úrico, ácido láctico e ácido ascórbico. Além 

disso, as concentrações de DHEAS determinadas como imunossensor por VPD foram 

semelhantes às determinadas por meio da técnica de cromatografia líquida acoplada à 

espectrometria de massas com analisador híbrido quadrupolo-tempo de voo (LC-QToF/MS) 

nas amostras estudadas.   

O trabalho apresentado no presente capítulo foi o primeiro a relatar o desenvolvimento 

de um imunossensor impedimétrico label-free para a detecção de DHEAS, como um método 
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alternativo a ser aplicado em diagnóstico clínico precoce de CCA pediátrico [162]. Os 

resultados obtidos relatam a síntese e caracterização de AuNPs-ARG, seguido por aplicação 

das mesmas na modificação de eletrodos de carbono vítreo oxidados (ox-ECV), a fim de se 

construir uma plataforma para imobilização de anticorpos monoclonais IgM anti-DHEA. O 

desempenho dos dispositivos em relação à detecção de DHEAS foi avaliado por meio da 

determinação do mesmo em amostras de soro de pacientes com CCA pediátrico.  

 

2.2 OBJETIVOS  

 

2.2.1 Objetivo Geral 

 

Desenvolver um imunossensor eletroquímico à base de AuNPs para detecção do 

biomarcador DHEAS, visando potenciais aplicações em diagnóstico clínico precoce de CCA 

pediátrico.  

 

2.2.2 Objetivos Específicos  

 

• Sintetizar nanopartículas de ouro a partir da redução química do íon complexo [AuCl4]
-, 

utilizando-se o aminoácido L-arginina como agente estabilizante e o monossacarídeo D-

glucose como agente redutor (AuNPs-ARG);  

• Caracterizar as nanopartículas obtidas por meio de técnicas espectroscópicas 

(espectroscopia de absorção da região do UV-VIS e do infravermelho (FTIR)), de 

espalhamento (espalhamento dinâmico da luz (DLS)), determinação do potencial zeta, 

morfológicas (microscopia eletrônica de transmissão (MET)) e difratometria de raios X 

(DRX);  

• Modificar eletrodos de carbono vítreo (ECV) com as AuNPs-ARG e empregar os mesmos 

como plataforma de imobilização de anticorpos monoclonais IgM anti-DHEA para 

detecção do biomarcador DHEAS, com objetivo de se desenvolver um sensor para  o 

diagnóstico precoce de CCA pediátrico;   

• Otimizar a construção dos imunossensores de modo multivariado por meio de 

planejamentos fatoriais e metodologia de superfície de resposta realizando estudos de 

voltametria cíclica (VC) e de espectroscopia de impedância eletroquímica (EIE) para se 

otimizar o processo de imobilização e construção dos imunossensores;  
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• Realizar estudos de seletividade com os imunossensores desenvolvidos frente a compostos 

esteroides como testosterona, progesterona e colesterol;   

• Aplicar os imunossensores em imunoensaios in vitro para a detecção de DHEAS em 

amostras de plasma sanguíneo de pacientes.   

 

2.3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.3.1 Reagentes e Soluções  

 

Todos os reagentes empregados foram de grau analítico e utilizados sem purificação 

prévia. O aminoácido L-arginina (ARG), o ácido tetracloroáurico trihidratado (HAuCl4.3H2O), 

a D-glucose, os sais hexacianoferrato(II) de potássio (K4[Fe(CN)6]) e hexacianoferrato(III) de 

potássio (K3[Fe(CN)6]), a albumina de soro bovino (BSA), os agentes de ligação cloridrato de 

1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) e N-hidroxisuccinimida (NHS), e os 

esteroides colesterol, testosterona e progesterona foram adquiridos da Sigma-Aldrich®. O 

hormônio DHEAS foi adquirido da Steraloids®, e o soro fetal bovino (FBS; Gibco) foi 

adquirido da Thermo Fisher Scientific®. As amostras dos anticorpos monoclonais anti-DHEA 

(classe IgM) foram obtidas por Fogaça e colaboradores [163], e gentilmente cedidas pelo 

Laboratório de Imunoquímica da Universidade Federal do Paraná (UFPR, Curitiba, Paraná, 

Brasil).   

Todos os materiais e soluções empregados na construção dos imunossensores para 

DHEAS foram previamente esterilizados em autoclave. O tampão fosfato-salino (PBS) 0,15 

mol L-1 foi preparado em pH 7,4 empregando-se os sais Na2HPO4, NaH2PO4 e NaCl, e foi 

utilizado para o preparo das soluções de IgM anti-DHEA (à qual foram acrescentados os agentes 

de ligação EDC e NHS, nas concentrações finais de 50,0 e 25,0 mmol L-1, respectivamente), 

BSA, DHEAS e dos demais esteroides estudados.  

 

2.3.2 Síntese e Caracterização das AuNPs-ARG 

 

As AuNPs-ARG foram obtidas a partir da redução química do íon complexo [AuCl4]
- 

por D-glucose na presença de L-arginina, segundo método adaptado do trabalho de Kumar; 

Sheo e Upadhyay (2016) [164]. Alíquotas de soluções estoque de HAuCl4.3H2O (2,25 mmol L-

1), de ARG (100 mmol L-1) e de D-glucose (0,50 mol L-1) foram misturadas sob agitação 

magnética e aquecimento a 55 °C em banho térmico. Após homogeneização, gotas de uma 
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solução de NaOH 2,0 mol L-1 foram adicionadas a fim de se elevar o pH do meio até 11,0. 

Deixou-se a reação se processar durante 10 minutos. Após este intervalo de tempo, as AuNPs-

ARG recém-formadas (diâmetro médio de 5,5 nm; morfologia esférica) foram rapidamente 

transferidas para tubos de armazenamento e então resfriadas em banho de gelo. Quando não 

utilizadas, as suspensões resultantes foram mantidas ao abrigo da luz e sob refrigeração a 4 °C 

(estabilidade superior ao período de um ano).  

A suspensão de AuNPs-ARG foi caracterizada por espectroscopia na região do UV-

VIS (espectrofotômetro Varian, modelo Cary 50, diluição na proporção 1:2), FTIR 

(equipamento Shimadzu, modelo FTIR-8400), espalhamento dinâmico da luz (DLS) e 

determinação do potencial zeta (equipamento Malvern, modelo NanoZ590, amostra diluída na 

proporção 1:2), MET (microscópio JEOL JEM 1200EX-II, operando a 200 kV) e DRX 

(difratômetro Shimadzu XRD-6000). Para a obtenção dos espectros de FTIR, empregou-se 

filme cast da suspensão de AuNPs-ARG depositado sobre substrato de silício previamente 

limpo em solução composta por H2O2, NH4OH e H2O (proporção 1:1:5, respectivamente), em 

ebulição. Para fins de comparação, espectros de FTIR para filme cast de uma solução de ARG 

100 mmol L-1 foram também obtidos. As amostras para análise de MET foram preparadas pelo 

gotejamento de 20 μL das AuNPs-ARG (diluição na proporção 1:2) em grids de cobre 

recobertos com carbono, seguido por secagem à temperatura ambiente. Os difratogramas de 

raios X foram obtidos em amostras das AuNPs-ARG liofilizadas, com equipamento operando 

a 40 kV com corrente de 30 mA e com fonte de radiação Cu Kα de comprimento de onda igual 

a 1,54 Ǻ. Os dados foram coletados para valores de 2θ na faixa de 30° a 80°, com uma 

velocidade de varredura igual a 0,12° min-1
. 

 

2.3.3 Preparação dos Imunossensores Eletroquímicos para DHEAS 

 

Os imunossensores para DHEAS foram construídos sobre eletrodos de carbono vítreo 

comerciais (ECV) de área aproximadamente igual a 3,1 mm2. Inicialmente, a superfície do ECV 

foi limpa por meio de polimento em suspensão aquosa de alumina (granulometria 0,3 μm) sobre 

um pano de polimento apropriado e umedecido com água destilada. Posteriormente, o ECV foi 

lavado com água destilada, imerso em álcool etílico absoluto (98%) e então colocado em banho 

ultrassônico durante 10 minutos, com posterior secagem ao ar.  

O processo para a construção dos imunossensores consistiu em 5 etapas principais, as 

quais encontram-se esquematizadas na Figura 2.5 e são descritas a seguir:   
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• Etapa I: oxidação voltamétrica do ECV – Após limpeza, a superfície do eletrodo foi 

oxidada em meio de H2SO4 0,5 mol L-1, por meio da aplicação de 30 ciclos de VC a 100 

mV s-1 na faixa de -0,3 a 1,5 V (vs. Ag/AgCl), a fim de que grupos carboxílicos fossem 

criados e estivessem disponíveis para ligação com as AuNPs-ARG. Após este processo, os 

eletrodos oxidados (ox-ECV) foram lavados com água destilada e secos ao ar;  

• Etapa II: ativação química dos grupos carboxílicos do ox-ECV – A seguir, alíquotas de 20 

μL de solução de EDC 100 mmol L-1 e NHS 50 mmol L-1 foram depositadas sobre o ox-

ECV, seguido por um tempo de incubação de 30 minutos. Neste processo, intermediários 

reativos são formados, os quais posteriormente podem se ligar covalentemente aos grupos 

amino presentes nas AuNPs-ARG. Após a incubação, a superfície do ECV foi lavada com 

água destilada;  

• Etapa III: deposição das AuNPs-ARG – Após ativação química dos grupos carboxílicos 

gerados na superfície eletródica, o ox-ECV foi incubado por 60 minutos em 20 μL da 

suspensão de AuNPs-ARG, a fim de que as nanoestruturas fossem ligadas covalentemente 

aos grupos funcionais mencionados anteriormente. A seguir, o excesso de material 

depositado foi removido por lavagens em água destilada, obtendo-se o ox-ECV/AuNPs-

ARG;  

• Etapa IV: ligação dos anticorpos IgM anti-DHEA – Em seguida, 20 μL de uma solução de 

anticorpos IgM anti-DHEA (contendo 50,0 de EDC e 25,0 mmol L-1 de NHS; concentração 

de IgM variada na faixa de 0,15 a 10,0 μg dL-1) foram depositados sobre a superfície do 

ox-ECV modificada pelas AuNPs-ARG (ox-ECV/AuNPs-ARG) por drop-coating, 

deixando-se o conjunto em incubação por um tempo que variou de 30 a 132 minutos. Após 

isso, as moléculas proteicas não ligadas foram removidas por meio de imersões sucessivas 

em tampão PBS;  

• Etapa V: bloqueio dos sítios de ligação não-específicos – Por fim, o eletrodo foi incubado 

por 30 minutos em 20 μL de uma solução de BSA 0,05% m/V para bloqueio dos sítios da 

superfície não ocupados pelas moléculas de IgM anti-DHEA. Deu-se então uma nova 

lavagem da superfície do ECV em tampão PBS, finalizando-se deste modo a preparação 

do imunossensor para DHEAS (designado como ox-ECV/AuNPs-ARG/IgM).  

Os imunoensaios para detecção de DHEAS foram realizados por meio da deposição 

de 20 μL da solução do biomarcador ou de plasma na superfície dos imunossensores, seguido 

por incubação durante 30 minutos sob aquecimento a temperatura que variou de 27 °C a 37 °C. 
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Após este tempo, os imunossensores foram lavados em tampão PBS e então submetidos a 

análises de VC e EIE (condições descritas no item 2.3.6).  

 
 

Figura 2.5 – Representação esquemática do processo de construção dos imunossensores para DHEAS, com a 

posterior formação dos imunocomplexos entre as moléculas de IgM e as moléculas do biomarcador.  

 

Fonte: O autor.  

 

2.3.4 Otimização da Preparação dos Imunossensores e dos Imunoensaios para DHEAS 

 

A fim de se obter uma maior eficiência nos imunoensaios na presença do biomarcador 

DHEAS, as variáveis: concentração da solução dos anticorpos ([IgM]), tempo de incubação dos 

eletrodos na solução dos anticorpos (tempoinc) e temperatura de realização dos imunoensaios 

(T) foram otimizadas para a preparação dos imunossensores por meio de planejamentos 

fatoriais completos e análise por metodologia de superfície de resposta. Avaliou-se como 

resposta a variação percentual na resistência à transferência de carga (∆Rct) obtida por EIE após 

a realização de imunoensaios na presença de uma concentração fixa de DHEAS igual a 150 μg 

dL-1. Os valores de ∆Rct foram calculados a partir da seguinte equação:  
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∆𝑅𝑐𝑡 = (
𝑅𝑐𝑡(𝑖𝑚𝑟) − 𝑅𝑐𝑡(𝑖𝑚𝑠)

𝑅𝑐𝑡(𝑖𝑚𝑠)
) . 100% 

 

onde Rct (imr) é o valor de Rct obtido após o imunoensaio e Rct (ims) corresponde ao valor de Rct 

apresentado pelo imunossensor antes da imunorreação. Para tratamento dos dados, empregou-

se o software Statistica® 10.0.  

Inicialmente, um planejamento fatorial completo 23 com triplicata no ponto central foi 

realizado a fim de se realizar uma triagem (screening) entre as três variáveis mencionadas e 

estudar a influência de cada uma sobre a resposta de interesse. Os valores dos níveis estudados 

para cada uma das variáveis são apresentados na Tabela 2.1.  

 

Tabela 2.1 – Valores dos níveis das variáveis empregados na triagem via planejamento fatorial 23 para otimização 

da construção dos imunossensores para DHEAS.  

Variável (-) (0) (+) 

[IgM] (μg mL-1) 1,0 5,5 10,0 

tempoinc (minutos) 30 60 90 

T (°C) 27 32 37 

 

Após a triagem, a otimização foi continuada por meio da realização de um 

planejamento 22 composto central (triplicata no ponto central) e análise por MSR, tendo-se por 

objetivo obter a melhor condição experimental para a preparação do imunossensor, o que reflete 

diretamente na sensibilidade do mesmo. As variáveis estudadas nesta etapa foram a [IgM] e o 

tempo de incubação, sendo que todos os imunoensaios foram realizados à temperatura fixa de 

37 °C. O modelo matemático gerado foi então submetido à análise de variância (ANOVA; 95% 

de confiança) para avaliação do seu ajuste aos dados experimentais obtidos. Os níveis das 

variáveis estudadas no planejamento em questão são apresentados na Tabela 2.2. 

 

Tabela 2.2 – Valores dos níveis das variáveis empregados no planejamento fatorial 22 composto central para 

otimização da construção dos imunossensores para DHEAS.  

Variável (-1,41) (-) (0) (+) (+1,41) 

[IgM] (μg mL-1) 0,15 0,4 1,0 1,6 1,85 

tempoinc (minutos) 48 60 90 120 132 
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2.3.5 Curvas Analíticas e Determinação de DHEAS em Amostras Clínicas  

 

Curvas analíticas para a determinação de DHEAS foram obtidas na faixa de 10 a 110 

μg   dL-1 (n = 3) empregando-se a técnica de EIE, com o imunossensor construído nas condições 

otimizadas. Parâmetros analíticos como limite de detecção (LD), sensibilidade, precisão 

(reprodutibilidade) e exatidão foram determinados de acordo com as normas definidas pela 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária e segundo a Conferência Internacional para 

Harmonização [165,166].    

A fim de se verificar o desempenho analítico do ox-ECV/AuNPs-ARG/IgM para a 

determinação de DHEAS em amostras clínicas reais, imunoensaios foram realizados em três 

amostras de plasma humano. Tais amostras foram coletadas de pacientes do Hospital Pequeno 

Príncipe (Curitiba, Paraná, Brasil), e os correspondentes níveis de DHEAS foram determinados 

por quimioluminescência (método padrão) pelo Instituto de Pesquisa Pelé Pequeno Príncipe 

(Curitiba, Paraná, Brasil). Para a realização das análises eletroquímicas com o imunossensor, 

as amostras de plasma foram diluídas (proporções 1:2; 1:4 ou 1:9) em tampão PBS pH 7,4. 

Após incubação durante 30 minutos a 37 °C nas amostras diluídas, a superfície eletródica foi 

lavada com tampão PBS contendo 0,1% do surfactante Triton X para uma remoção de ligações 

inespecíficas.  O nível de DHEAS nas amostras foi determinado em triplicata (n = 3) com 

referência às curvas analíticas obtidas previamente.  

 

2.3.6 Medidas Eletroquímicas 

 

Todas as medidas eletroquímicas foram realizadas em uma célula convencional 

contendo três eletrodos, sendo empregado o ox-ECV/AuNPs-ARG/IgM como eletrodo de 

trabalho, um eletrodo Ag/AgCl como eletrodo de referência e um fio espiral de platina como 

eletrodo auxiliar. Os experimentos foram conduzidos em um potenciostato/galvanostato Multi 

Autolab (modelo M204) controlado pelo software Nova 2.1®, utilizando-se como eletrólito 

suporte uma solução equimolar de K4[Fe(CN)]6/K3[Fe(CN)]6 5,0 mmol L-1 (sonda 

eletroquímica), preparada em tampão PBS 0,15 mol L-1 pH 7,4. As medidas de VC foram 

realizadas na faixa de -0,3 a +0,8 V, com uma velocidade de varredura de potencial igual a 50 

mV s-1. Para as medidas de EIE, um potencial de +0,24 V com perturbação senoidal de 

amplitude 10 mV (frequência variando de 10 kHz a 100 mHz) foi aplicado sobre o eletrodo de 

trabalho. Os valores de Rct foram obtidos a partir de ajuste dos resultados (diagramas de 

Nyquist) ao circuito de Randles e3também utilizando o software Nova 2.1®.  
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

2.4.1 Síntese e Caracterização das AuNPs-ARG 

 

Com o objetivo de se aplicar as AuNPs sintetizadas na construção de uma plataforma 

para a imobilização de anticorpos IgM anti-DHEA, selecionou-se a L-arginina (ARG) como 

agente estabilizante e funcionalizante das mesmas. A razão para esta escolha foi baseada no 

fato de que os grupos amino presentes na estrutura química do aminoácido (Figura 2.6) 

apresentam a propriedade de se ligar covalentemente a grupos carboxílicos via ligação amida 

[167,168], o que possibilitaria a ligação das AuNPs-ARG à superfície oxidada dos ECV e 

também aos grupos carboxilatos terminais da porção Fc das moléculas dos anticorpos.  

 

Figura 2.6 – Etapas de desprotonação do aminoácido L-arginina.  

 

 

 

Fonte: O autor (os valores de pKa estão de acordo com os mencionados na referência [64]). 

 

Visualmente, a formação das AuNPs a partir da redução do precursor [AuCl4]
- com D-

glucose e estabilização com a ARG foi indicada pela mudança na coloração da solução, de 

amarelo (coloração característica do íon complexo [AuCl4]
-) para vermelho-escuro (cor 

característica das AuNPs em suspensão), como mostrado na Figura 2.7.  
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Figura 2.7 – (A) Solução aquosa a 9 mmol L-1 do complexo [AuCl4]-, empregado como precursor metálico para 

síntese das AuNPs-ARG. (B) Suspensão de AuNPs-ARG, obtida empregando-se [[AuCl4]-] = 2,25 mmol L-1; 

[ARG] = 100,0 mmol L-1, [D-glucose] = 0,5 mol L-1 e T = 55 °C.  

 

 

Fonte: O autor.  

 

É bem conhecido da literatura que a D-glucose pode atuar como um agente redutor 

moderado devido à presença de um grupo aldeído em sua estrutura, o qual é passível de sofrer 

oxidação a carboxilato em meio básico e na presença de certos íons metálicos, gerando assim o 

derivado conhecido como D-gluconato. Tal grupo é apenas exposto quando a molécula do 

monossacarídeo encontra-se na forma linear, que existe nas soluções em equilíbrio com a forma 

cíclica (Figura 2.8) [32]. Neste sentido, na presença dos íons [AuCl4]
-, o grupo aldeído da D-

glucose é oxidado a carboxilato, com a concomitante redução do complexo precursor a AuNPs. 

O meio alcalino e o processo de aquecimento constituem condições essenciais para que o 

processo descrito possa acontecer [169], uma vez que favorecem que o equilíbrio do 

monossacarídeo seja parcialmente deslocado em direção à forma linear, expondo o grupo 

aldeído e possibilitando o início da reação. De fato, nos experimentos desenvolvidos, somente 

após a adição das gotas de NaOH à mistura reacional sob aquecimento a 55 °C é que se observou 

o início do processo de formação das AuNPs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) (B) 
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Figura 2.8 – Equação química simplificada do processo de oxidação do monossacarídeo D-glucose. 

 

 

Fonte: Adaptado da referência [170].  

 

Uma vez formadas, pode-se assumir que as AuNPs são envolvidas e estabilizadas pelas 

moléculas de ARG, possivelmente formando um arranjo estrutural como os descritos no 

trabalho de Zare; Akbarzadeh e Bararpour (2012) [171] e Ramezani; Amanlou e Rafii-Tabar 

(2014) [172], e idealmente representado na Figura 2.9. Segundo estes modelos, os grupos NH2 

desprotonados das moléculas de ARG ligam-se às AuNPs formadas possivelmente por meio de 

interações de caráter covalente do tipo Au-N, como consequência da afinidade existente entre 

os grupos amino e os átomos de Au da superfície das AuNPs [171,172].   

 

Figura 2.9 – Representação esquemática ideal das AuNPs-ARG.  

 

 

Nota: As moléculas de ARG foram representadas levando-se em conta a forma predominantemente existente em 

pH 11,0 (pH empregado no processo de síntese).  

Fonte: Adaptado da referência [171].  
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É importante mencionar, ainda, a possibilidade de ocorrência de interação entre a ARG 

e os íons [AuCl4]
-, antes da reação de redução propriamente dita acontecer. Pode-se assumir, 

por exemplo, que em um primeiro momento o complexo precursor [AuCl4]
- pode ter sofrido 

reações de troca de ligante com as moléculas de ARG presentes no meio reacional, formando 

derivados contendo de uma a quatro moléculas do aminoácido coordenadas ao centro metálico. 

Esta afirmação está de acordo com o trabalho de Glišić; Rychlewska e Djuran (2012) [173], no 

qual são relatadas reações de formação de complexos de Au(III) com aminoácidos (glicina, L-

alanina, L-metionina, L-histidina e L-cisteína), peptídeos e proteínas. Experimentalmente, a 

possível coordenação de moléculas de ARG ao centro de Au(III) foi evidenciada pela alteração 

da coloração do meio, de amarelo intenso para amarelo-pálido, ao se adicionar as alíquotas da 

solução de ARG à solução do complexo [AuCl4]
-. A formação de complexos de Au(III) com 

ARG pode ter, provavelmente, favorecido o processo de formação e estabilização das AuNPs 

após a adição do agente redutor D-glucose.  

A espectroscopia na região do UV-VIS consiste em uma ferramenta essencial para o 

estudo e caracterização de AuNPs, uma vez que as mesmas apresentam a absorção referente à 

ressonância plasmon de superfície ocorrendo na região do espectro visível. O espectro de UV-

VIS das AuNPs-ARG sintetizadas nas condições descritas é mostrado na Figura 2.10, assim 

como o espectro da solução do complexo [AuCl4]
- e da solução de ARG.  

 

Figura 2.10 – Espectros de absorção na região do UV-VIS da suspensão de AuNPs-ARG (obtida com [ARG] = 

100,0 mmol L-1; [[AuCl4]-] = 2,25 mmol L-1 e [GLU] = 0,50 mol L-1, logo após o término da síntese) e de soluções 

de ARG 100,0 mmol L-1 e de HAuCl4.3H2O 0,50 mmol L-1.   
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Fonte: O autor.  
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Verifica-se que a ARG não apresentou nenhuma banda dentro da faixa analisada, 

enquanto uma absorção em 301 nm foi observada para a solução do íon [AuCl4]
-, a qual é 

referente às transições de transferência de carga ligante-metal (TCLM) [174]. A suspensão de 

AuNPs-ARG, por sua vez, mostrou uma banda em 526 nm, a qual pode ser atribuída ao efeito 

de SPR das AuNPs (banda plasmon). A ocorrência desta banda não apenas denota a presença 

das AuNPs, como também sugere que as partículas sintetizadas possuem propriedades ópticas 

típicas deste tipo de nanomaterial [175–177]. Verifica-se também que a banda referente ao 

precursor [AuCl4]
-  teve sua intensidade diminuída no espectro das AuNPs-ARG, sugerindo o 

consumo dos íons [AuCl4]
- no processo de redução e formação das AuNPs.     

A espectroscopia FTIR foi empregada a fim de se verificar a existência de interações 

entre a ARG e as AuNPs, comprovando assim o papel do aminoácido na síntese, estabilização 

e funcionalização das referidas nanoestruturas. Os espectros de FTIR de filmes cast de uma 

solução de ARG 100,0 mmol L-1 e das AuNPs-ARG em substratos de silício são mostrados na 

Figura 2.11, com as atribuições relativas listadas na Tabela 4 [178].   

 

Figura 2.11 – Espectros de absorção na região do infravermelho de filmes cast de ARG (100,0 mmol L-1) e das 

AuNPs-ARG sobre substratos de silício.  
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Fonte: O autor.  

 

Verifica-se que as bandas apresentadas pelas AuNPs-ARG podem ser atribuídas às 

mesmas vibrações apresentadas pela estrutura da ARG. Entretanto, deslocamentos nos valores 

de frequência podem ser observados, sugerindo que interações existem entre a ARG e as 

AuNPs. De modo especial, verificam-se deslocamentos relativamente grandes para as bandas 
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referentes aos estiramentos do grupo NH2 e da ligação C-N, o que pode ser tomado como uma 

consequência de mudanças nos momentos de dipolo das ligações de tais grupos após a ligação 

das moléculas de ARG à superfície metálica das AuNPs [179]. Isto evidencia que os mesmos 

podem estar envolvidos diretamente no processo de estabilização das AuNPs, possivelmente 

devido ao estabelecimento de interações de caráter covalente Au-N, como mencionado 

anteriormente.  

A caracterização morfológica e a determinação do tamanho das AuNPs-ARG foram 

realizadas por MET. Verifica-se pelas imagens apresentadas na Figura 2.12A que as 

nanopartículas sintetizadas apresentaram uma morfologia esférica, e que as mesmas tendem a 

estar próximas umas das outras, como uma possível consequência da existência de interações 

entre as moléculas de ARG que circundam as AuNPs. Entre tais interações, deve-se destacar 

sobretudo a formação de ligações de hidrogênio entre os grupos carboxilato e amino de 

nanopartículas vizinhas, assim como relatado no trabalho de Pu e colaboradores [180]. Pode-se 

verificar pelo histograma de distribuição de tamanho (Figura 2.12B, obtido a partir da contagem 

de 500 partículas) que as AuNPs-ARG se apresentaram homogêneas também no que diz 

respeito às suas dimensões, uma vez que uma distribuição bastante estreita (correspondente ao 

tamanho médio de 5,53 ± 1,08 nm) foi obtida.  

 

Figura 2.12 – Imagens das AuNPs-ARG obtidas por MET nas magnificações (A) 100000 e (B) histograma de 

distribuição de tamanho obtido a partir da contagem de 500 partículas.   
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As AuNPs-ARG foram ainda caracterizadas por meio da determinação do valor do 

potencial zeta, o qual pode fornecer informação acerca da estabilidade de suspensões coloidais 

[181]. Para a suspensão em estudo obteve-se o valor de -22,0 mV, o que confirmou que as 

(B) (A) 
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partículas sintetizadas possuem predominantemente carga negativa, provavelmente devido à 

presença dos grupos carboxílicos desprotonados na estrutura da ARG (Figura 2.9).  

Em geral, uma suspensão é considerada estável quando excede o intervalo de potencial 

zeta típico de suspensões instáveis (-30,0 mV a +30,0 mV) [182]. O valor encontrado para as 

AuNPs-ARG pode sugerir, portanto, que as nanopartículas obtidas não são estáveis em 

suspensão. Entretanto, medidas periódicas de DLS realizadas no intervalo de um ano mostraram 

que os diâmetros hidrodinâmicos das AuNPs-ARG apresentaram apenas pequenas variações 

durante este período (11,8 ± 0,4 nm), o que denota a elevada estabilidade das nanopartículas 

sintetizadas (Figura 2.13). Confirma-se, deste modo, a eficiência da ARG também como um 

bom agente estabilizante para as partículas obtidas.  

A estabilização alcançada pode ser resultante, principalmente, de uma combinação de 

efeitos estéricos e eletrostáticos exercidos pelo invólucro de ARG ao redor de cada 

nanopartícula (estabilização eletrostérica). Os efeitos estéricos podem ser relacionados ao 

volume das moléculas do aminoácido que envolvem cada partícula, ao passo que os efeitos 

eletrostáticos relacionam-se à repulsão entre os grupos COO- existentes na extremidade das 

mesmas. Assim, a combinação destes dois efeitos permitiu que a estabilização das partículas 

recém-formadas fosse alcançada, o que impediu que as mesmas apresentassem coalescência. É 

importante mencionar que os valores de diâmetro de partícula obtidos por DLS foram 

levemente superiores aos obtidos nas análises de MET. Este comportamento pode ser 

justificado com base no fato de que a técnica de DLS fornece o tamanho aparente das 

nanopartículas em suspensão, incluindo a camada de hidratação e o conjunto de moléculas que 

estabilizam as mesmas, ao passo que a técnica de MET fornece os tamanhos efetivos das 

partículas sob análise, uma vez que não detecta tais estruturas circundantes [183].   
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Figura 2.13 – Variação no diâmetro hidrodinâmico das AuNPs-ARG durante o período de um ano.  

 

0 100 200 300 400
0

4

8

12

16

20

24

 

 

D
iâ

m
e
tr

o
 h

id
ro

d
in

â
m

ic
o

 (
n

m
)

Dias  

Fonte: O autor.  

 

A natureza cristalina das AuNPs-ARG foi confirmada pela realização de análises de 

DRX, após liofilização. O difratograma resultante (Figura 2.14) mostrou picos em valores de 

2θ iguais a 38,46°; 44,70°; 65,04° e 78,18°, os quais correspondem aos planos (111), (200), 

(220) e (311), respectivamente, da estrutura cúbica de face centrada apresentada pelo Au 

metálico. Nota-se que os picos descritos se apresentaram levemente alargados, como é típico 

para cristais de dimensões nanométricas [184]. O valor do parâmetro de rede calculado a partir 

do pico de difração referente ao plano (111) foi igual a 4,0462 Å, o que está em concordância 

com o valor reportado na literatura (4,0792 Å) [185].  

 

Figura 2.14 – Difratograma de raios X das AuNPs-PFR após liofilização, com atribuição dos picos observados.  
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2.4.2 Caracterização Eletroquímica dos Imunossensores  

 

As AuNPs-ARG sintetizadas neste trabalho foram aplicadas como elemento 

modificador do ox-ECV, a fim de se desenvolver uma plataforma para a imobilização dos 

anticorpos IgM anti-DHEA. Assim, cada uma das etapas da construção do imunossensor foi 

monitorada por meio da realização de medidas eletroquímicas de VC e EIE em meio da sonda 

Fe(CN)6
3-/Fe(CN)6

4-. Buscou-se evidenciar, de tal maneira, as mudanças ocorridas nas 

propriedades interfaciais da superfície eletródica após sua modificação com as AuNPs-ARG e 

as biomoléculas estudadas, como uma maneira de se comprovar a ligação de tais estruturas à 

mesma. Os resultados obtidos são apresentados na Figura 2.15 e na Tabela 2.3, e foram 

expressos como variações percentuais das correntes de pico anódico (∆Ipa) e catódico (∆Ipc) e 

da resistência à transferência de carga (∆Rct), tomando-se por base as correntes de pico e a Rct 

observadas para o ECV não modificado (n = 3).  

 

Figura 2.15 – (A) Voltamogramas cíclicos e (B) diagramas de Nyquist obtidos a cada etapa durante a construção 

dos imunossensores para DHEAS, em meio de solução equimolar de K4[Fe(CN)6]/K3[Fe(CN)6] 0,010 mol L-1 

preparada em tampão PBS 0,15 mol L-1 (pH 7,4).  
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Tabela 2.3 – Valores médios de Ipa, ∆Ep e Rct obtidos por VC e EIE em cada etapa da construção dos 

imunossensores para detecção de DHEAS (n = 3).  

Etapa Ipa (μA) ∆Ep (mV) Rct (Ω) 

ECV não modificado 29,8 83,0 21,5 

ox-ECV 24,1 137,0 179,4 

ox-ECV/AuNPs-ARG 26,0 117,0 141,8 

ox-ECV/AuNPs-ARG/IgM 23,0 161,0 241,0 

ox-ECV/AuNPs-ARG/IgM/BSA 18,8 243,0 460,7 

 

De modo geral, pode-se verificar que um comportamento quasi-reversível para o 

processo redox da sonda eletroquímica (Fe(CN)6
4- ↔ Fe(CN)6

3-) foi obtido nas análises de VC 

em cada etapa da construção dos imunossensores (Figura 2.15A). Por outro lado, os diagramas 

de Nyquist apresentaram o semicírculo típico na região de frequências mais altas (o qual é 

diretamente relacionado à resistência à transferência de carga na interface eletrodo/solução, Rct) 

e também a porção linear em frequências mais baixas (atribuída ao processo de difusão das 

espécies eletroativas em solução) (Figura 2.15B) [186].  

Inicialmente, os ECV foram submetidos a uma etapa de ativação eletroquímica, por 

meio de oxidação voltamétrica em H2SO4 0,5 mol L-1. A oxidação de substratos de carbono 

vítreo previamente à sua aplicação pode conferir uma maior reprodutibilidade ao seu 

desempenho eletroquímico, assim como uma maior atividade eletroquímica [187]. Além disso, 

o processo de oxidação pode proporcionar a criação de grupos funcionais na superfície 

eletródica, tais como grupos carbonílicos e carboxílicos [188–190], os quais, por sua vez, 

podem interagir de modo mais efetivo com agentes modificadores a serem posteriormente 

imobilizados sobre a mesma. Experimentalmente, observou-se que, após a etapa de ativação 

eletroquímica, o ECV apresentou uma diminuição nos valores de Ipa, assim como significativos 

aumentos no valor de ∆Ep e Rct, comparando-se com o ECV sem modificação. Isto pode ser 

atribuído à formação de grupos funcionais oxidados na superfície do eletrodo, sobretudo grupos 

carboxílicos, os quais podem sofrer desprotonação (pKa ~ 4,0) e tornar-se negativamente 

carregados, dificultando a aproximação dos íons Fe(CN)6
3-/Fe(CN)6

4- e consequentemente o 

processo de transferência eletrônica na interface eletrodo/solução.   

Após a modificação do ox-ECV com as AuNPs-ARG, um aumento no valor de Ipa foi 

observado concomitantemente a uma diminuição no valor de ∆Ep e Rct  (Figura 2.15), o que 

pode ser tomado como uma consequência direta da presença das AuNPs-ARG imobilizadas 

sobre o ox-ECV. Devido a propriedades como elevada condutividade elétrica, elevada área 

superficial e atividade catalítica [10,50], as AuNPs-ARG foram capazes de facilitar o processo 
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de transferência eletrônica na superfície do ox-ECV, o que é verificado pela maior 

reversibilidade do processo descrita anteriormente. A imobilização das AuNPs-ARG sobre o 

ox-ECV ocorreu pelo estabelecimento de ligações covalentes do tipo amida, as quais ocorreram 

entre os grupos carboxilatos da superfície eletródica e os grupos amino das AuNPs-ARG a 

partir da utilização dos agentes de ligação EDC e NHS [191].  

Neste processo, moléculas de EDC reagem primeiramente com os grupos COO- do  

ox-ECV para formar intermediários o-acilisoureia, os quais podem reagir com os grupos aminos 

disponíveis das AuNPs-ARG e possibilitar assim a união destas duas estruturas por meio de 

uma ligação amida estável. Entretanto, devido à sua alta instabilidade, o intermediário o-

acilisoureia é também susceptível a sofrer hidrólise, o que impede que o mesmo reaja com os 

grupos amino para a formação da ligação amida. Para que isto fosse evitado, a fim de se garantir 

uma maior eficiência para o processo, foi empregada a reação com o composto orgânico NHS. 

Este é capaz de reagir com o intermediário mencionado para fornecer grupos funcionais 

contendo um derivado de éster na superfície eletródica, o qual é menos propício a sofrer 

hidrólise, mas pode facilmente sofrer um ataque nucleofílico por parte dos grupos amino das 

AuNPs-ARG para formar uma ligação amida estável (Figura 2.16) [191].   

 

Figura 2.16 – Mecanismo proposto para o processo de ativação química dos grupos carboxílicos da superfície 

oxidada do ECV pelos agentes de ligação EDC e NHS, seguido pela ligação ao nanocompósito AuNPs-ARG (para 

maior clareza, a estrutura das AuNPs-ARG foi representada parcialmente).  

 

 

Fonte: O autor. 
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A seguir, moléculas de anticorpos monoclonais IgM anti-DHEA foram imobilizadas 

sobre o ox-ECV/AuNPs-ARG. Os grupos carboxílicos existentes na extremidade das cadeias 

Fc das moléculas de IgM foram primeiramente ativados com uma mistura de EDC e NHS [192], 

a fim de que os mesmos pudessem posteriormente ligar-se covalentemente (via ligação amida) 

aos grupos amino presentes nas moléculas de ARG das AuNPs-ARG. A imobilização dos 

anticorpos orientada segundo as cadeias Fc, que é alcançada por meio da utilização dos agentes 

de ligação EDC e NHS, pode melhorar a sensibilidade e seletividade dos imunossensores 

desenvolvidos, uma vez que as cadeias Fab contendo os sítios de ligação ao antígeno ficam 

expostas e disponíveis para o evento de reconhecimento e formação do imunocomplexo [192].    

A Figura 2.15 revela que uma diminuição nos valores de Ipa e aumentos no ∆Ep e na 

Rct foram observados após a ligação das moléculas de IgM sobre o ox-ECV/AuNPs-ARG. Este 

comportamento está de acordo com o comportamento esperado, uma vez que os anticorpos 

imobilizados formam uma camada proteica que parcialmente bloqueia a superfície dos 

eletrodos, dificultando o processo de transferência eletrônica da sonda eletroquímica na 

interface eletrodo/solução.  

Mesmo após a devida imobilização das moléculas de IgM anti-DHEA no ECV 

modificado com as AuNPs-ARG, é possível que tenham restado porções da superfície do 

mesmo que não tenham sido efetivamente ocupadas pelos anticorpos. Dada a presença de 

grupos amino protonados nas AuNPs-ARG, tais sítios não-específicos de ligação poderiam, por 

exemplo, interagir diretamente com as moléculas negativamente carregadas do hormônio 

DHEAS e levar a interpretações errôneas da resposta eletroquímica gerada pelo imunossensor. 

Assim, a fim de que a influência destes sítios não-específicos de ligação seja minimizada, ou 

até mesmo eliminada, a BSA foi imobilizada sobre os eletrodos como etapa final da construção 

dos imunossensores. Este processo foi acompanhado por uma nova diminuição na Ipa e um novo 

incremento no valor de ∆Ep e Rct (Figura 2.15). Tal comportamento comprova que existiam 

sítios na superfície do ECV não ocupados pelas moléculas de IgM, e que foram preenchidos 

pela proteína adicionada.  

 

2.4.3 Otimização da Preparação dos Imunossensores e da Realização dos Imunoensaios para 

DHEAS 

 

O estabelecimento das melhores condições experimentais para a preparação dos 

imunossensores e para a realização dos imunoensaios para determinação do hormônio DHEAS 

foi realizado empregando-se técnicas multivariadas de otimização. Tais métodos têm por 



72 

objetivo avaliar e/ou otimizar determinado produto ou processo, a partir da realização do menor 

número de experimentos necessários para se extrair o máximo de informação dos dados 

coletados. Para este fim, todas as variáveis relevantes (também denominadas fatores) são 

alteradas de maneira simultânea em um conjunto de experimentos pré-determinados, de modo 

que os resultados obtidos são utilizados para a construção de modelos matemáticos que 

descrevem o comportamento do sistema dentro da região experimental investigada [193].  

Entre as principais vantagens em se utilizar métodos multivariados de otimização 

frente aos tradicionais métodos univariados (onde cada fator é otimizado de maneira 

independente), podem ser citadas: (i) a avaliação da existência de interações entre as variáveis, 

as quais muitas vezes possuem um impacto bastante significativo sobre o resultado final, e são 

identificadas somente ao se estudar as variáveis de maneira simultânea; (ii) a construção de 

modelos empíricos, os quais permitem gerar uma superfície que descreve como a propriedade 

de interesse varia em função da variação dos níveis dos fatores (superfície de resposta); (iii) a 

economia de tempo e de recursos, assim como a minimização da geração de resíduos, uma vez 

que um menor número de experimentos é necessário para se chegar ao objetivo traçado 

inicialmente, seja este de apenas se avaliar a influência de cada variável estudada sobre a 

resposta de interesse, ou ainda de se otimizar o processo como um todo, chegando-se na 

condições experimentais ideais para o sistema em estudo [193,194].   

Valendo-se das vantagens mencionadas no parágrafo anterior, duas ferramentas 

estatísticas multivariadas foram selecionadas para se otimizar as condições de preparação dos 

imunossensores e de determinação do biomarcador DHEAS: inicialmente, um planejamento 

fatorial completo para a triagem das variáveis, seguido por metodologia de superfície de 

resposta (MSR) para otimização do dispositivo e das condições dos imunoensaios.  

 

2.4.3.1 Triagem das variáveis 

 

Considerando-se que o desempenho analítico de um imunossensor eletroquímico está 

intimamente relacionado às diferentes variáveis envolvidas na sua preparação e durante a 

realização dos imunoensaios, três fatores foram selecionados para o processo de otimização do 

imunossensor para DHEAS: concentração da solução dos anticorpos IgM anti-DHEA ([IgM]), 

tempo de incubação dos eletrodos na solução dos anticorpos (tempoinc) e temperatura de 

realização do imunoensaios (T).  

Inicialmente, uma triagem (screening) das variáveis mencionadas foi executada, como 

uma maneira de se avaliar a influência das mesmas (seja de modo individual ou de modo 
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simultâneo) sobre a resposta de interesse. A resposta estudada consistiu na variação percentual 

da Rct após a realização de imunoensaios (tomada como um indicativo do desempenho analítico 

do imunossensor) na presença de uma concentração fixa de DHEAS igual a 150 μg dL-1. Para 

a realização do presente estudo, empregou-se um planejamento fatorial completo 23 com 

triplicata no ponto central, no qual as variáveis mencionadas foram estudadas em dois níveis: 

baixo (-) e alto (+), e as réplicas no ponto central foram empregadas para o cálculo da estimativa 

do desvio (erro experimental). Os resultados obtidos são apresentados na Tabela 2.4.  

 

Tabela 2.4 – Matriz experimental do planejamento fatorial 23 para triagem das variáveis envolvidas na preparação 

dos imunossensores e na realização dos imunoensaios para DHEAS (150 μg dL-1).  

[IgM] tempoinc T ∆Rct (%) 

- - - 104,7 

+ - - 137,6 

- + - 132,1 

+ + - 117,4 

- - + 134,8 

+ - + 132,8 

- + + 156,3 

+ + + 133,2 

0 0 0 103,0 

0 0 0 100,7 

0 0 0 93,1 

Nota: Valores dos níveis das variáveis: (i) [IgM] = 1,0 (-); 5,5 (0) e 10,0 (+) μg mL-1; (ii) tempoinc = 30 (-), 60 (0) 

e 90 (+) minutos; e (iii) T = 27 (-); 32 (0) e 37 (+) °C.  

 

O tratamento estatístico dado aos dados obtidos com o planejamento fatorial mostrou 

que as variáveis que obtiveram efeito significativo com 95% de confiança sobre a resposta de 

interesse foram a T, na forma de um efeito principal, e a [IgM] e o tempoinc, envolvidas em uma 

interação de segunda ordem (p > 0,05). Por meio do diagrama de Pareto apresentado na Figura 

2.17, verifica-se que as variáveis [IgM] e tempoinc não apresentaram efeitos significativos 

quando analisadas separadamente. Entretanto, ambas tornam-se significativas quando avaliadas 

na forma do efeito de interação, o qual inclusive foi o primeiro em ordem de importância.  
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Figura 2.17 – Diagrama de Pareto para os efeitos padronizados resultantes da triagem das variáveis via 

planejamento fatorial completo 23 (95% de confiança).  
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Fonte: O autor.  

 

Pode-se verificar ainda na Figura 2.17 que o efeito principal da temperatura apresentou 

sinal positivo, sugerindo que uma maior ∆Rct é obtida quando esta variável está ajustada em 

seu nível alto (+), ou seja, 37 °C. Por outro lado, o fato da interação [IgM]*tempoinc ter resultado 

em um efeito de sinal negativo sugere que, para a obtenção de uma maior resposta, as variáveis 

envolvidas devem estar ajustadas em níveis opostos. Isto pode ser mais bem entendido ao se 

analisar a interpretação geométrica da interação em questão, a qual é apresentada na Figura 

2.18, e contém as respostas obtidas ao se empregar a T ajustada em seu nível alto (37 °C) e a 

média das respostas obtidas nas condições referentes ao ponto central (centro da Figura 2.18). 

 

Figura 2.18 – Interpretação geométrica do efeito de interação de segunda ordem [IgM]*tempoinc.  

 

 

Fonte: O autor.  
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É possível observar que existe uma tendência de aumento no valor de ∆Rct ao se passar 

do nível baixo (-) para o nível alto (+) na variável tempoinc, ao passo que a tendência oposta é 

verificada ao se realizar a mesma variação para a variável [IgM]. Pode-se notar também que, 

ao se fixar a [IgM] no nível baixo (-) e variando-se o tempoinc do menor para o maior nível, 

ocorre um aumento de +21,5% na ∆Rct. Porém, fixando-se a [IgM] no nível superior e 

realizando-se a mesma variação de níveis para o tempoinc, a mesma tendência de acréscimo não 

é observada, uma vez que neste caso observa-se um incremento na ∆Rct de apenas +0,4%. Deste 

modo, verifica-se que o efeito da [IgM] sobre a resposta de interesse depende diretamente do 

tempo de incubação empregado.  

O comportamento observado pode ser entendido com base no fato de que, 

provavelmente, um maior tempo de incubação do ox-ECV/AuNPs-ARG na solução dos 

anticorpos é necessário para que as moléculas de IgM liguem-se via ligação amida às AuNPs-

ARG imobilizadas. Por outro lado, uma menor [IgM] pode favorecer a formação de arranjos 

mais organizados na superfície do ox-ECV/AuNPs-ARG, o que pode levar a uma maior 

estabilidade do conjunto e reprodutibilidade de resposta. Assim, para que uma maior variação 

de ∆Rct seja obtida, e um melhor desempenho analítico do dispositivo seja consequentemente 

alcançado, é necessário se empregar a [IgM] no nível baixo (-) (1,0 μg mL-1) e o tempoinc 

ajustado em seu nível alto (+) (90 minutos). Além disso, e como já sugerido anteriormente, os 

imunoensaios devem ser realizados nestas condições a 37 °C, para que então uma maior 

sensibilidade do imunossensor possa ser observada.   

Pode-se verificar que um maior valor de ∆Rct foi obtido nas condições [IgM] = 1,0 μg 

mL-1, tempoinc = 90 minutos e T = 37 °C. Nestas condições, a maior variação de sinal observada 

pode ser atribuída a uma imobilização mais efetiva das moléculas de IgM sobre o ECV oxidado 

e modificado pelas AuNPs-ARG, e também de um maior reconhecimento do hormônio DHEAS 

pelas mesmas.  

 

2.4.3.2 Metodologia de superfície de resposta  

 

De acordo com os resultados obtidos durante a triagem das variáveis, constatou-se que 

as variáveis [IgM] e tempoinc foram as mais importantes para a obtenção de uma maior resposta, 

seguido pela temperatura. Assim, para dar continuidade ao processo de otimização, as duas 

primeiras variáveis foram selecionadas, optando-se por fixar a temperatura dos imunoensaios 

no valor de 37 °C. Os imunoensaios foram realizados empregando uma concentração de 

DHEAS fixa em 150 μg dL-1, assim como na triagem das variáveis.  
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Nesta etapa da otimização foi empregada a metodologia de superfície de resposta por 

meio da realização de um planejamento 22 do tipo composto central, com ponto central em 

triplicata. Neste planejamento, as variáveis [IgM] e tempoinc foram avaliadas em cinco níveis 

cada uma, correspondentes aos níveis codificados (-1,41), (-1), (0), (+1) e (+1,41). 

Considerando-se os resultados obtidos na triagem, optou-se nesta etapa por avaliar a região 

experimental ao redor da melhor condição observada no primeiro planejamento ([IgM] = 1,0 

μg mL-1 e tempoinc = 90 minutos). Assim, a condição mencionada foi tomada como o ponto 

central do planejamento composto central, estabelecendo-se os novos níveis das variáveis a 

partir desta condição. A temperatura dos imunoensaios foi mantida fixa em 37 °C devido ao 

fato de que uma possível extrapolação desta para valores mais altos poderia acarretar processos 

de desnaturação proteica, com a consequente perda da atividade biológica dos anticorpos IgM. 

A matriz experimental é mostrada na Tabela 2.5, juntamente com os resultados obtidos em cada 

ensaio.  

 

Tabela 2.5 – Matriz experimental do planejamento fatorial 22 composto central empregado para otimização das 

condições de preparação do imunossensor para DHEAS (150 μg dL-1).  

[IgM] tempoinc ∆Rct (%) 

- - 121,7 

+ - 127,1 

- + 166,7 

+ + 133,5 

0 0 156,3 

0 0 154,2 

0 0 160,1 

-1,41 0 158,4 

+1,41 0 141,8 

0 -1,41 104,9 

0 +1,41 99,0 

Nota: Valores dos níveis das variáveis: (i) [IgM] = 0,15 (-1,41); 0,4 (-); 1,0 (0); 1,6 (+) e 1,85 (+1,41) μg mL-1; (ii) 

tempoinc = 48 (-1,41); 60 (-); 90 (0); 120 (+); e 132 (+1,41) minutos. 

 

Os resultados obtidos a partir deste planejamento foram ajustados a um modelo 

matemático quadrático, no qual a resposta de interesse (∆Rct) é representada em função das 

variáveis estudadas ([IgM] e tempoinc). O modelo gerado, o qual é mostrado a seguir, contém 

termos lineares e quadráticos, assim como o produto dos termos lineares.  
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∆𝑅𝑐𝑡 = 112,45 + 29,09 × [𝐼𝑔𝑀] − 3,89 × [𝐼𝑔𝑀]2 + 5,63 × 𝑡𝑒𝑚𝑝𝑜𝑖𝑛𝑐 − 0,03𝑡𝑒𝑚𝑝𝑜𝑖𝑛𝑐
2  

−0,32 × [𝐼𝑔𝑀] × 𝑡𝑒𝑚𝑝𝑜𝑖𝑛𝑐 

A superfície de resposta e o gráfico de curvas de nível correspondentes ao modelo 

ajustado são mostrados na Figura 2.19.  

 
Figura 2.19 – (A) Superfície de resposta e (B) gráfico de curvas de nível resultantes da otimização dos 

imunossensores para DHEAS, em função das variáveis [IgM] e tempoinc (T mantida constante em 37 °C).  
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Fonte: O autor.  

 

Analisando-se a Figura 20(A), verifica-se que, dentro do intervalo em que as variáveis 

[IgM] e tempoinc foram avaliadas, o valor da ∆Rct passa por uma região de máximo (área 

vermelho-escura do gráfico de superfície de resposta), a qual corresponde à região experimental 

ótima para a preparação dos imunossensores para DHEAS à base das AuNPs-ARG. Além disso, 

pode-se observar no gráfico de curvas de nível (Figura 20(B)) que nesta região encontra-se o 

ponto central do planejamento, cujas condições foram então adotadas como os valores ótimos 

para a preparação dos imunossensores: [IgM] = 1,0 μg mL-1 e tempoinc = 90 min, com os 

imunoensaios realizados a 37 °C.  

A fim de se avaliar a significância do modelo quadrático gerado pela MSR e se 

verificar se o mesmo apresenta um bom ajuste aos dados experimentais obtidos, realizou-se a 

análise de variância (ANOVA), cujos resultados são apresentados na Tabela 2.6.  
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Tabela 2.6 – Resultados da ANOVA do modelo quadrático obtido para a construção do imunossensor para 

DHEAS.  

Fonte de variação 
Soma 

quadrática 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 

F 

(calculado) 

F  

(crítico) 

Regressão 4101,44 5 820,29 MSReg/MSRes 

= 19,70 
F5,5 = 5,05 

Resíduos 208,18 5 41,64 

Falta de ajuste 374,99 3 125,00 MSLOF/MSPE 

= 13,98 
F3,2 = 19,16 

Erro puro 17,89 2 8,94 

Total 4702,50 10    

Máxima variação explicável: R2 = 0,9164; variação explicada: Adj-R2 = 0,8329; MSReg: média quadrática da 

regressão; MSRes: média quadrática dos resíduos; MSLOF: média quadrática da falta de ajuste; MSPE: média 

quadrática do erro puro.  

 

Verificou-se que o modelo resultante apresentou regressão significativa ao nível de 

confiança de 95% (FReg = 19.70 > F5,5,95% = 5.05), e que a variação explicada pelo modelo foi 

razoavelmente próxima da máxima variação explicável (R2 = 0.9164; Adj-R2 = 0.8329). Além 

disso, não houve evidência de falta de ajuste (Ffaj 13,98 < F3,2,95% = 19,16), e este resultado foi 

corroborado pelo teste de normalidade realizado com os resíduos (p > 0,05). Assim, confirma-

se que o modelo quadrático proposto pode explicar de maneira satisfatória os dados 

experimentais obtidos, sendo capaz de predizer com uma confiabilidade de 83,3% o 

comportamento da variável dependente (resposta de interesse, ∆Rct) frente às variáveis 

independentes estudadas ([IgM] e tempoinc). Por fim, é importante ressaltar que os valores de 

R resultantes da ANOVA estão compreendidos dentro da faixa aceitável para dados obtidos a 

partir de experimentos com material biológico [195].   

 

2.4.4 Avaliação da Influência das AuNPs-ARG na Detecção de DHEAS 

 

A fim de se avaliar a influência das AuNPs-ARG na resposta gerada pelo 

imunossensor após a realização dos imunoensaios, um estudo comparativo foi realizado 

empregando três diferentes configurações do imunossensor para DHEAS: (i) imobilização 

direta das moléculas de IgM sobre a superfície do ox-ECV (ox-ECV/IgM); (ii) ligação da IgM 

sobre moléculas de ARG imobilizadas previamente sobre o ox-ECV (ox-ECV/ARG/IgM); e 

(iii) imobilização da IgM sobre as AuNPs-ARG (ox-ECV/AuNPs-ARG/IgM). Em todos os 

casos, os sítios não ocupados do ECV foram bloqueados com BSA. Para cada configuração, 

imunoensaios na presença de 150 μg dL-1 de DHEAS foram realizados a 37 °C, empregando 
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EIE (n = 3). As variações percentuais na Rct após a realização das imunorreações são 

representadas graficamente na Figura 2.20.  

 

Figura 2.20 – Variações percentuais da Rct (∆Rct) após a realização de imunoensaios com diferentes configurações 

do imunossensor na presença de 150 μg dL-1 de DHEAS (n = 3). 
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Fonte: O autor.  

 

Verifica-se que os valores de ∆Rct obtidos para o imunossensor ox-ECV/AuNPs-

ARG/IgM foram bastante superiores àqueles obtidos para as duas outras configurações (ox-

ECV/IgM e ox-ECV/ARG/IgM). Estas maiores variações sugerem que as AuNPs-ARG 

contribuíram para uma imobilização mais efetiva das moléculas dos anticorpos, permitindo que 

uma maior quantidade de sítios de ligação ao antígeno estivesse disponível para a detecção do 

hormônio DHEAS. Além disso, a incorporação das AuNPs-ARG possibilitou um aumento na 

área superficial do eletrodo, favorecendo que um maior número de moléculas de IgM pudesse 

ser imobilizado neste caso. Nas demais configurações, os anticorpos possivelmente se ligaram 

à plataforma apenas por interações mais fracas comparadas à ligação covalente (como forças 

de van der Waals e ligações de hidrogênio), ocorrendo sua remoção nas etapas de lavagem ou 

ainda sua lixiviação para o eletrólito suporte durante a realização das medidas eletroquímicas, 

ou ainda foram imobilizados em quantidade menor, levando às menores variações de sinal 

observadas. Pode-se afirmar, portanto, que a utilização das AuNPs-ARG certamente conferiu 

ao dispositivo uma maior estabilidade e sensibilidade para a aplicação em imunoensaios para 

detecção de DHEAS.  
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2.4.5 Curvas Analíticas   

 

Uma vez otimizadas as condições para a preparação dos imunossensores e concluída 

sua caracterização, curvas analíticas foram obtidas a partir da realização de imunoensaios a 37 

°C em concentrações crescentes de DHEAS, na faixa de 10 a 110 μg dL-1. Monitorou-se as 

variações no valor de ∆Rct tendo-se por base a Rct apresentada pelo imunossensor na ausência 

de DHEAS. Tais experimentos foram realizados em triplicata (n = 3, utilizando-se três eletrodos 

independentes), e os resultados obtidos são mostrados na Figura 2.21. Como pode ser 

observado, as curvas analíticas indicaram um aumento linear do valor de ∆Rct com o aumento 

da concentração de DHEAS dentro da faixa estudada, segundo a equação: ∆Rct (%) = 30,48 + 

0,84 CDHEAS (μg dL-1); R = 0,992.     

 

Figura 2.21 – (A) Diagramas de Nyquist obtidos com o imunossensor ox-ECV/AuNPs-ARG/IgM na presença de 

diferentes concentrações de DHEAS (0,0; 10,0; 20,0; 50,0; 70,0; 90,0; e 110,0 μg dL-1) de DHEAS, em tampão 

PBS 0,15 mol L-1 pH 7,4 contendo 5,0 mmol L-1 de K4[Fe(CN)6]/K3[Fe(CN)6]. (B) Curva analítica obtida com o 

imunossensor para detecção de DHEAS (n = 3).  
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Fonte: O autor.  

 

O LD do imunossensor para DHEAS foi a seguir determinado a partir da seguinte 

equação [165,166]:  

𝐿𝐷 =  
3 × 𝐷𝑃

𝑏
 

onde DP é o desvio padrão do intercepto com o Y de três curvas e b é a inclinação ou coeficiente 

angular da curva analítica construída a partir de três curvas independentes (Figura 21). Para o 

imunossensor proposto, obteve-se um LD igual a 7,4 μg dL-1.  
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 A Tabela 2.7 apresenta a faixa linear e valores de LD obtidos para a determinação de 

DHEAS empregando-se diferentes métodos previamente reportados. Embora o imunossensor 

ox-GCE/AuNPs-ARG/IgM possua um intervalo linear menor e LD maior do que em algumas 

técnicas citadas, deve-se ressaltar que os parâmetros analíticos obtidos podem ser considerados 

adequados para a detecção do biomarcador estudado em crianças visando-se o diagnóstico 

precoce de CCA pediátrico (níveis plasmáticos normais: 2 a 15 μg dL-1 para pacientes na faixa 

de 1 a 5 anos; 5 a 50 μg dL-1 para indivíduos na faixa de 5 a 11 anos [144]). Além disso, o 

imunossensor desenvolvido pode consistir também em uma ferramenta útil para o 

monitoramento do nível plasmático de DHEAS em pacientes portadores da mutação associada 

ao CCA (TP53), assim como uma alternativa para se avaliar possíveis casos de recorrência da 

doença.  

 

Tabela 2.7 – Faixas lineares e valores de LD reportados para a determinação de DHEAS empregando diferentes 

métodos analíticos.  

Método 
Faixa linear  

(μg dL-1) 

LD  

(μg dL-1) 
Referência 

EFS/LC-QTrap/MS1 4,8 – 700,0 0,9 [196] 

MEKC2 800,0 – 1,0 x 105  800,0 [197] 

LC-MS/MS 0,0 – 737,0 36,8 [198] 

HPLC-MS/MS 5,0 – 1000,0 0,5 [151] 

ELISA 3,7 – 3685,0 7,4 [199] 

Quimioluminescência – 15,0 [200] 

Radioimunoensaio – 5,2 [201] 

Condutância elétrica3 0,0 – 36,8 1,6 [160]  

VPD4 0,25 – 10,0 0,4 [161] 

EIE 10,0 – 150,0 7,4 Este trabalho [162] 

Nota: 1Extração em fase sólida/cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas com analisador do tipo 

triplo-quadrupolo-ion trap; 2cromatografia eletrocinética capilar micelar; 3eletrodo de trabalho: eletrodo de ouro 

modificado com SAM de cisteamina e com anticorpos anti-DHEA; 4eletrodo de trabalho: dispositivo do tipo FET 

à base de grafeno modificado com aptâmero específico à DHEAS. 

 

Em relação aos métodos eletroquímicos mencionados, ressalta-se que o presente 

trabalho emprega imunossensores construídos a partir de materiais de menor custo em 

comparação à estratégia proposta por Balaban e colaboradores (2019) (emprego de eletrodos 

de ouro modificados com SAM de cisteamina para a ligação de anticorpos anti-DHEA) [161], 

e um método de detecção mais simples comparado ao utilizado por Wang e colaboradores 
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(2015) (ensaio competitivo baseado em variações de condutância em dispositivos do tipo FET) 

[160].  

 

2.4.6 Estudo de Interferentes  

 

Devido à similaridade estrutural existente entre compostos esteroides, e uma vez que 

os mesmos podem estar presentes na corrente sanguínea de modo simultâneo, testes de 

seletividade do imunossensor desenvolvido são necessários. Por meio de tais testes, pode-se 

avaliar a especificidade do dispositivo em relação à DHEAS em particular, assim como verificar 

a influência de possíveis interferentes sobre as respostas eletroquímicas geradas pelo mesmo. 

Entre tais interferentes, pode-se citar os esteroides progesterona (PROG), testosterona (TEST) 

e colesterol (COL), os quais foram selecionados para a realização do presente estudo.   

 

Figura 2.22 – Estruturas químicas da (A) DHEAS e de três possíveis interferentes esteroidais para o imunossensor 

desenvolvido: (B) TEST, (C) PROG e (D) COL.   

 

           

           

Fonte: O autor.  

 

A literatura afirma que, para indivíduos do sexo masculino com idade de 10 a 11 anos, 

os níveis plasmáticos normais de testosterona costumam oscilar entre 7,0 a 130,0 ng dL-1, 

enquanto que para indivíduos da mesma faixa etária do sexo feminino a faixa de referência 

média considerada como normal vai é de 7,0 a 44,0 ng dL-1 [202]. As concentrações plasmáticas 

de progesterona, por sua vez, oscilam entre 10 a 36 ng dL-1, em crianças na faixa de 5 a 11 anos 

(A) 
(B) 

(C) (D) 
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[203]. Para o colesterol, tem-se como um nível plasmático normal o valor de 170 mg dL-1, para 

crianças de até 10 anos de idade [204]. Com base nestas informações, foram selecionadas 

concentrações de testosterona, progesterona e colesterol iguais a 200 ng dL-1, 50 ng dL-1 e 200 

mg dL-1, respectivamente, para realização do presente estudo. Deste modo, as concentrações 

testadas para os interferentes estiveram próximas aos níveis plasmáticos máximos da faixa 

considerada como normal.   

Os resultados obtidos com os imunoensaios realizados na presença de cada um dos 

possíveis interferentes foram então comparados aos obtidos previamente para 10 e 70 μg dL-1 

do biomarcador DHEAS, como mostrado na Figura 2.23.  

 

Figura 2.23 – Variações percentuais na Rct (∆Rct) obtidos por EIE com o imunossensor após imunoensaios na 

presença de DHEAS e dos interferentes PROG, TEST e COL.  
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Fonte: O autor.  

 

Verificou-se que menores incrementos na Rct foram observados após a incubação do 

imunossensor nas soluções de PROG, TEST e COL, comparado ao valor obtido na presença de 

DHEAS. As menores variações registradas sugerem que o imunossensor apresentou 

especificidade para a detecção do hormônio de interesse. Além disso, é válido destacar que os 

níveis estudados para os interferentes correspondem a concentrações relativamente altas para 

crianças, e que mesmo assim as variações observadas foram inferiores às resultantes do 

imunoensaio para DHEAS. Assim, pode-se afirmar que o imunossensor foi capaz de determinar 

o biomarcador DHEAS, sem apresentar influência significativa de outros compostos 

esteroidais.  
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2.4.7 Estudos de Exatidão e Precisão  

 

A fim de se avaliar os níveis de exatidão e precisão (reprodutibilidade) do ox-

ECV/AuNPs-ARG/IgM em relação à determinação do biomarcador DHEAS, bem como se 

verificar o possível efeito que uma matriz biológica ocasionaria na resposta gerada pelo 

dispositivo, amostras de soro fetal bovino foram fortificadas com diferentes concentrações de 

DHEAS e a seguir submetidas a imunoensaios por EIE com o imunossensor (n = 3 para cada 

concentração), com incubação a 37 °C. O nível de exatidão foi expresso como porcentagem de 

recuperação e %bias, enquanto a precisão foi expressa em termos de porcentagem de desvio 

padrão relativo entre as concentrações encontradas (%DPR). Os resultados obtidos são 

apresentados na Tabela 2.8 Pode-se verificar que o imunossensor proposto apresentou níveis 

de exatidão e de precisão adequados para a detecção de DHEAS, uma vez que porcentagens de 

recuperação satisfatórias foram obtidas (dentro do intervalo de 85,0-115,0%), assim como 

valores aceitáveis de %bias e %DPR (máximo de 15%) [205]. Além disso, pode-se afirmar que 

a matriz empregada (soro fetal bovino) não influenciou significativamente o processo de 

detecção e desempenho analítico do imunossensor.   

 

Tabela 2.8 – Resultados do estudo de exatidão e precisão (reprodutibilidade) (n = 3 para cada concentração) para 

a detecção de DHEAS com o imunossensor impedimétrico ox-GCE/AuNPs-ARG/IgM. 

Cad (μg dL-1) Cdet (μg dL-1)1 Recuperação (%)1 Bias (%)1 DPR (%) 

30,0 31,6 105,3 5,33 3,99 

70,0 71,7 102,4 2,43 9,82 

110,0 104,0 94,5 5,45 9,98 
1Média de três determinações.  

 

2.4.8 Estudo da Estabilidade do Imunossensor 

 

A estabilidade do imunossensor proposto foi avaliada a partir da realização de medidas 

de EIS para a detecção de DHEAS ao longo do período de um mês. Cinco imunossensores 

independentes foram preparados e testados na presença de 50 μg dL-1 do biomarcador em quatro 

momentos: no dia da preparação, e com uma, duas, três e quatro semanas de estocagem a 4 °C. 

Verifica-se na Figura 2.24 que o valor inicial de ∆Rct (66,7%) não variou significativamente no 

intervalo de três semanas (65.7%, 64,1% e 67,2% para uma, duas e três semanas de estocagem, 

respectivamente). Entretanto, após o período de um mês, o valor de ∆Rct diminuiu (48,6%), 

possivelmente devido à desnaturação de parte das moléculas de IgM imobilizadas na superfície 



85 

do eletrodo. Deste modo, as respostas reprodutíveis obtidas inicialmente para o ox-

ECV/AuNPs-ARG/IgM evidenciam a estabilidade do imunossensor desenvolvido durante as 

três primeiras semanas a se contar a partir do dia de sua preparação.  

 

Figura 2.24 – Variação nos valores de ∆Rct obtidos para cinco imunossensores ox-ECV/AuNPs-ARG/IgM 

independentes ao longo de 4 semanas de estocagem a 4 ºC.  
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Fonte: O autor.  

 

2.4.9 Determinação de DHEAS em Amostras Clínicas  

 

A possibilidade de aplicação do imunossensor ox-ECV/AuNPs-ARG/IgM para a 

determinação em amostras clínicas reais foi investigada por meio da realização de imunoensaios 

em amostras de plasma sanguíneo coletados de pacientes do Hospital Pequeno Príncipe 

(Curitiba, PR) portadores da mutação TP53 R337H. Os resultados obtidos por EIE empregando 

o imunossensor (n = 3 para cada concentração) são mostrados na Tabela 2.9, juntamente com 

os níveis plasmáticos de DHEAS determinados para cada amostra por quimioluminescência 

(método padrão).  
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Tabela 2.9 – Resultados para a detecção de DHEAS em amostras de plasma de pacientes obtidos por 

quimioluminescência e o imunossensor impedimétrico proposto.    

Amostra 
Quimioluminescência 

(μg dL-1) 

EIE1 

(μg dL-1) 

DPR  

(%) 

Erro relativo 

(%) 

A 56,0 51,9 3,4 7,3 

B 122,0 130,2 4,8 7,7 

C 209,0 192,4 3,8 7,9 
1Média de três determinações.  

 

Pode-se afirmar a partir dos dados contidos na Tabela 2.9, que os níveis plasmáticos 

de DHEAS determinados com o imunossensor desenvolvido estão em concordância com os 

obtidos pelo método de referência. Como uma maneira de se verificar a existência ou ausência 

de diferença estatística entre as concentrações de DHEAS obtidas com o imunossensor pela 

técnica de EIE e o método padrão, o teste t-pareado bicaudal foi aplicado aos resultados em 

questão. Verificou-se, a um nível de confiança de 95% (α = 0,05), que não existe diferença 

estatística entre as concentrações de DHEAS determinadas por ambos os métodos, uma vez que 

o valor de t calculado foi inferior ao valor de t crítico (tcalculado = -0,582 < tcrítico = 4,303; p (0,619) 

> 0,050). Além disso, os baixos valores de %DPR indicam que o imunossensor apresentou uma 

boa reprodutibilidade nas determinações.  Portanto, os resultados encontrados sugerem que o 

imunossensor ox-ECV/AuNPs-ARG/IgM aliado à técnica de EIE apresenta um desempenho 

analítico promissor para a detecção futura de DHEAS em amostras de plasma sanguíneo. 

 

2.5 CONCLUSÕES PARCIAIS 

 

Neste trabalho, um imunossensor eletroquímico label-free foi desenvolvido para a 

detecção do esteroide DHEAS, um biomarcador de carcinoma de córtex adrenal pediátrico, em 

amostras clínicas. Este sistema foi desenvolvido a partir da imobilização de anticorpos IgM 

anti-DHEA sobre um ECV oxidado e modificado com nanopartículas de ouro funcionalizadas 

com o aminoácido L-arginina (ox-ECV/AuNPs-ARG/IgM).  

As AuNPs-ARG foram sintetizadas a partir de uma rota simples e que está de acordo 

com os princípios da química verde, por meio da redução do complexo [AuCl4]
- pelo 

monossacarídeo D-glucose na presença de ARG. As suspensões obtidas foram caracterizadas 

por técnicas espectroscópicas e morfológicas, tendo-se verificado um diâmetro médio igual a 

5,53 ± 1,08 nm para as nanopartículas formadas. Além disso, verificou-se que as mesmas 
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apresentaram uma elevada estabilidade em suspensão, uma vez que não foram observadas 

variações significativas em seu diâmetro hidrodinâmico pelo período de um ano.  

A plataforma constituída pelo ox-ECV e modificado com as AuNPs-ARG mostrou-se 

adequada para a imobilização de moléculas de IgM anti-DHEA via ligação amida entre os 

grupos amino da ARG e os grupos carboxílicos da cadeia Fc dos anticorpos. Após otimização 

das condições para preparação dos imunossensores e realização dos imunoensaios para 

DHEAS, a qual foi realizada de modo multivariado empregando-se planejamento fatorial e 

metodologia de superfície de resposta, verificou-se que as três variáveis estudadas ([IgM], 

tempo de incubação e temperatura do imunoensaios) obtiveram efeito significativo sobre a 

resposta de interesse (∆Rct após a imunorreação) a um nível de confiança de 95%. Além disso, 

o modelo quadrático obtido apresentou um bom ajuste aos dados experimentais, tendo-se 

encontrado como condições ótimas para a construção dos imunossensores uma [IgM] igual a 

1,0 μg dL-1 e um tempo de incubação de 90 minutos, além de aquecimento a 37 °C para a 

realização dos imunoensaios.  

Nas condições otimizadas, o ox-ECV/AuNPs-ARG/IgM foi capaz de detectar o 

biomarcador empregando a técnica de EIE na faixa de 10 a 110 μg dL-1, com um LD adequado 

para propósitos clínicos igual a 7,4 μg dL-1. O imunossensor proposto apresentou ainda bons 

níveis de exatidão e precisão, além de ter-se mostrado satisfatoriamente específico para o 

biomarcador, o que possibilitou a sua quantificação em amostras de plasma sanguíneo de 

pacientes. O desempenho analítico promissor do dispositivo foi confirmado pelo fato de que os 

resultados encontrados na análise das amostras clínicas foram estatisticamente equivalentes aos 

obtidos com o método padrão para determinação de DHEAS (quimioluminescência). Neste 

sentido, pode-se afirmar que o ox-ECV/AuNPs-ARG/IgM aliado à técnica de EIE consiste em 

uma ferramenta atrativa para o monitoramento de DHEAS em amostras reais, podendo auxiliar 

na realização de diagnósticos precoces de CCA, sobretudo em crianças. Ressalta-se que a 

presença das AuNPs-ARG conferiram à plataforma características atrativas como uma maior 

condutividade elétrica, maior área superficial, o que acarretou uma imobilização mais efetiva 

dos anticorpos e maior sensibilidade para o dispositivo. Por fim, é possível destacar que a 

estratégia de construção desenvolvida pode ser futuramente aplicada para a modificação de 

eletrodos descartáveis (como eletrodos de carbono impressos), de modo a viabilizar a sua 

utilização em sistemas de detecção point-of-care.  
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CAPÍTULO 3 – DETECÇÃO ELETROQUÍMICA DE INTERAÇÕES ENTRE 

ISOFORMAS DE APOLIPOPROTEÍNA E E SEQUÊNCIAS DE DNA ASSOCIADAS 

À DOENÇA DE AZLHEIMER 

 

3.1 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1.1 Doença de Alzheimer (DAlz) 

 

A doença de Alzheimer (DAlz) consiste em uma doença cerebral neurodegenerativa 

que figura como a principal causa de demência (de 60-70% dos casos) em pacientes idosos 

acima de 65 anos [206,207]. Descrita pela primeira vez em 1907 por Alois Alzheimer [208], é 

inicialmente caracterizada pela perda de memória, e, à medida que a doença avança, é marcada 

por sintomas como limitações relacionadas à linguagem, desorientação, oscilações de humor e 

dificuldade na resolução de problemas [207,209].  

A perda das funções cognitivas acaba por afetar marcadamente a habilidade do 

indivíduo de realizar atividades do cotidiano, e é consequência da progressiva destruição dos 

neurônios em regiões do cérebro envolvidas na realização de tais funções, o que, por sua vez, 

leva ao atrofiamento do órgão. Com a progressão da doença, neurônios em partes do cérebro 

responsáveis por funções corporais básicas e motoras (como o ato de engolir e caminhar) 

também são afetados, o que leva ao comprometimento severo do paciente, que passa a 

necessitar de cuidados incessantes. Apesar de apresentar sinais característicos, acredita-se que 

a DAlz tenha início cerca de vinte anos ou mais antes dos primeiros sintomas surgirem, com 

apenas pequenas alterações no cérebro que são imperceptíveis para os indivíduos afetados 

[209].  

Em 2017, cerca de 45 milhões de pessoas no mundo possuíam DAlz, sendo que mais 

de 7 milhões de novos casos foram reportados no mesmo período [210]. Embora a doença de 

manifeste com frequência muito maior em indivíduos idosos com idade superior a 65 anos, 

cerca de 4-5% dos casos ocorre em pacientes com idade inferior à citada, o que se conhece 

como Alzheimer precoce [211].    

Infelizmente, nenhuma das alternativas farmacológicas atualmente disponíveis para 

tratamento da demência causada pela DAlz é capaz de parar o processo de destruição de 

neurônios que leva aos sintomas característicos da doença e que a torna letal [209]. Entretanto, 

diversos fármacos com o potencial de atenuar os sintomas e reduzir a progressão da doença têm 

sido propostos [212], incluindo o uso de estratégias imunoterapêuticas [213–215]. Somado a 

tais intervenções, cuidados referentes à alimentação e ao estilo de vida (incluindo a realização 
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de atividades físicas) têm mostrado serem pontos importantes tanto para a prevenção da DAlz 

quanto para a potencialização dos resultados apresentados pelo tratamento farmacológico 

[212,216].     

Até o momento, não existem métodos aprovados específicos que podem ser 

empregados para diagnóstico da DAlz. Desta forma, profissionais fazem uso de uma variedade 

de ferramentas que podem ajudar a diagnosticar a doença. Tais estratégias incluem a obtenção 

de históricos médico-familiares do indivíduo, a realização de testes cognitivos e exames físicos 

e neurológicos e o imageamento cerebral numa tentativa de se detectar altos níveis de placas 

do peptídeo βA [209].  

Por outro lado, a comunidade científica tem continuamente desenvolvido novos 

métodos com potencial de aplicação para o diagnóstico de DAlz, os quais baseiam-se 

principalmente na detecção de biomarcadores como beta-amiloide (βA1-40 e βA1-42) e formas 

fosforiladas da proteína tau (pTau), sobretudo em amostras de fluido cefalorraquidiano. Tais 

métodos envolvem o uso de técnicas como quimioluminescência [217], ELISA [218,219], 

microbalança de cristal de quartzo [220], ressonância plasmon de superfície [221] e técnicas 

eletroquímicas [222,223]. Interessantemente, o emprego de redes neurais baseadas na análise 

de imagens de ressonância magnética nuclear e de tomografia por emissão de pósitrons  também 

foi reportado recentemente como uma promissora estratégia para diagnóstico da DAlz [224]. 

 

3.1.2 Peptídeos e Proteínas Associados ao Desenvolvimento da DAlz  

 

Apesar dos esforços contínuos realizados durante anos de pesquisa, as causas primárias 

exatas da DAlz ainda permanecem incertas [225]. Entretanto, há um consenso de que o 

desenvolvimento da doença pode estar associado principalmente à ocorrência de dois elementos 

proteicos cerebrais específicos: os peptídeos β-amiloide (βA) e formas hiperfosforiladas da 

proteína tau (pTau), os quais formam agregados tóxicos que se depositam no cérebro de 

pacientes acometidos pela DAlz (placas senis extracelulares e emaranhados neurofibrilares 

intracelulares, respectivamente), levando progressivamente à morte das células neuronais 

[209].  

 

3.1.2.1 Peptídeos βA 

 

O acúmulo cerebral de peptídeos βA no meio extracelular na forma de placas senis é 

considerado o evento inicial que conduz aos danos neurológicos característicos da Dalz. Esta 
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hipótese – denominada hipótese da cascata amiloide – foi postulada pela primeira vez no 

trabalho de Hardy e Higgins (1992) [226], e afirma que a deposição das referidas placas 

desencadeia uma série de eventos patológicos que incluem a ocorrência de danos sinápticos, 

hiperfosfosrilação da pTau (proteína associada aos microtúbulos) e formação de emaranhados 

neurofibrilares, culminado na morte celular e declínio cognitivo [226,227].  

Os peptídeos βA são gerados a partir da clivagem proteolítica da denominada proteína 

precursora de amiloide (PPA) [206], proteína transmembrana contendo 770 aminoácidos 

expressa em altas quantidades em neurônios e que está envolvida em funções como crescimento 

e desenvolvimento neuronal, formação de sinapses e neuroplasticidade [228,229]. A produção 

destes peptídeos consiste em um processo fisiológico normal que é intensificado durante os 

eventos mencionados anteriormente. Além disso, os mesmos contribuem para a homeostase de 

lipídeos nas células neuronais a partir de sua ligação a moléculas de colesterol e transporte das 

mesmas [230]. A reciclagem ou degradação de tais fragmentos proteicos é predominantemente 

realizada em lisossomos [231].  

A clivagem da PPA ocorre por meio de dois mecanismos, denominados não-

amiloidogênicos e amiloidogênicos (Figura 3.1), os quais são catalisados por uma série de 

enzimas proteases, incluindo a α- e β-secretase (ADAM10 e BACE1, respectivamente) e o 

complexo enzimático de quatro proteínas denominado γ-secretase. O mecanismo não-

amiloidogênico é mediado pela α- e γ-secretase e resulta na produção de fragmentos proteicos 

solúveis (sPPAα, p3 e AICD), enquanto que o amiloidogênico envolve reações mediadas pela 

β- e γ-secretase e tem os peptídeos βA e os fragmentos sPPAβ e AICD como produtos 

[229,231].  
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Figura 3.1 – Mecanismos de clivagem da PPA mediados pelas enzimas α-, β- e γ-secretase.  

 

 

Fonte: Adaptado da referência [231]. 

 

A clivagem mediada pelo complexo γ-secretase ocorre em diferentes sítios, o que 

resulta em uma população heterogênea de peptídeos βA no que diz respeito ao tamanho das 

cadeias resultantes. Fragmentos com quarenta resíduos (βA1-40) consistem nas espécies mais 

numerosas, seguido por fragmentos compostos por quarenta e dois aminoácidos (βA1-42), os 

quais são menos solúveis e apresentam uma maior propensão a processos de agregação 

[227,232]. Se não forem adequadamente degradados, ou ainda se existir um desequilíbrio entre 

sua produção e degradação, os peptídeos βA resultantes da clivagem amiloidogênica da PPA 

tendem a dobrar-se na forma de folhas-β e passam por processos sucessivos de agregação, 

partindo das formas monoméricas para gerar dímeros, trímeros, oligômeros e fibrilas, 

culminando na formação de placas senis extracelulares que se depositam no cérebro, levando a 

danos sinápticos progressivos que conduzem à neurodegeneração e à demência [206,233–236]. 

Além dos efeitos tóxicos nas sinapses, a presença de peptídeos βA pode comprometer o 

funcionamento mitocondrial, acarretando prejuízos no metabolismo energético que acabam por 

favorecer a morte celular [230].  

 

3.1.2.2 Proteínas tau (pTau) 

 

As pTau constituem estruturas proteicas nativamente não-dobradas e altamente 

hidrofílicas, que são membros da família de proteínas de associação a microtúbulos (MAPs) 

[237]. Os microtúbulos são polímeros de α- e β-tubulina que formam um dos principais 
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filamentos proteicos que constituem o citoesqueleto das células eucarióticas. Estes 

componentes, além de manter a estrutura e formato celular, estão envolvidos no processo de 

divisão celular e no transporte de materiais e vesículas no interior da célula, o qual é realizado 

por proteínas motoras (dineínas e quinesinas) que se movem na superfície dos mesmos 

[237,238].  

A formação e estabilização dos microtúbulos são reguladas pelas MAPs, incluindo a 

pTau. Especificamente, a pTau é expressa predominantemente em neurônios, e apresenta 

localização axonal. Assim como outras MAPs, a pTau tem papel essencial na formação, 

estabilização e organização dos microtúbulos nos axônios. Além disso, atua no controle do 

transporte intracelular a partir da regulação da atividade motora das quinesinas e dineínas ao 

longo dos mesmos [239]. 

Após ser sintetizada, a pTau pode ser modificada estruturalmente por meio da inserção 

de diferentes grupos funcionais ou associação a outras proteínas. Entre tais modificações 

estruturais, podem ser citadas reações de fosforilação, acetilação, ubiquitinação, nitração e 

glicação, entre outras, as quais geram diferentes proteoformas que participam da regulação da 

função da pTau como um todo nos neurônios [240,241]. De modo especial, a fosforilação da 

pTau controla a sua afinidade de ligação às moléculas de tubulina nos microtúbulos, o que é 

regulado por cascatas de sinalização envolvendo quinases e fosfatases (enzimas que catalisam 

a transferência e remoção de grupos fosfatos de seus substratos, respectivamente) [238,242]. 

Em condições normais, a pTau é fosforilada em múltiplos sítios (em cerca de trinta dos setenta 

e nove disponíveis para fosforilação) [243], o que é importante para a dinâmica de construção 

e desconstrução dos microtúbulos existente nos neurônios saudáveis [244]. Entretanto, 

processos de hiperfosforilação podem ocorrer durante eventos patológicos que originam as 

doenças neurodegenerativas conhecidas como tauopatias, entre as quais está a DAlz [240].   

Ao contrário de sua forma normal, formas hiperfosforiladas da pTau são insolúveis, 

apresentam uma drástica diminuição na afinidade de ligação aos microtúbulos e associam-se 

entre si para formar estruturas filamentosas de conformação helicoidal que se redistribuem e 

culminam na formação de emaranhados neurofibrilares [236,238] (Figura 3.2), os quais se 

depositam no corpo celular dos neurônios afetados [238,242]. Neste sentido, a neurotoxicidade 

exercida por tais formas hiperfosforiladas da pTau relacionam-se a falhas da atuação adequada 

da mesma na estabilização dos microtúbulos [238], o que diretamente bloqueia o transporte 

vesicular de nutrientes e outras moléculas essenciais no interior dos neurônios, levando à 

neurodegeneração e morte celular [209].  
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Figura 3.2 – Efeito da hiperfosforilação na atividade da pTau e formação de emaranhados neurofibrilares. 

 

Fonte: Modificado da referência [236]. 

 

Os efeitos tóxicos da pTau podem também estar relacionados com o aumento da 

produção e acúmulo de peptídeos βA no espaço extracelular, uma vez que a formação de 

emaranhados neurofibrilares de formas hiperfosforiladas da pTau é um dos eventos que 

integram a hipótese da cascata amiloide [226,245]. O desequilíbrio na produção e degradação 

dos peptídeos βA pode levar indiretamente a uma disfunção nas atividades de enzimas quinases 

e fosfatases, ocasionando fosforilações múltiplas nas moléculas de pTau e, consequentemente, 

a formação de seus respectivos agregados neurotóxicos [245].  

 

3.1.3 Apolipoproteína E & DAlz  

  

A apolipoproteína E (ApoE) consiste em uma glicoproteína compreendida por 299 

aminoácidos e com massa molecular ao redor de 34 kDa. É expressa em diferentes tecidos e 

órgãos, sobretudo no fígado e no cérebro [246]. As principais funções bioquímicas da ApoE 

estão associadas ao metabolismo de lipídeos (sobretudo do colesterol), sendo esta uma das 

principais lipoproteínas que regulam o transporte e distribuição dos mesmos em determinados 

tecidos ou células por meio de receptores de ApoE [246]. Tais funções são particularmente 

importantes para o sistema nervoso central e periférico, onde o transporte de colesterol pela 

ApoE é um fator crucial para uma conservação adequada da bainha de mielina e da membrana 

plasmática das células neuronais [247].  

De modo geral, a ApoE (Figura 3.4) é caracterizada pela presença de dois domínios, 

sendo um deles N-terminal e o outro C-terminal, conectados por uma região de dobradiça. O 

domínio N-terminal (resíduos 1-167) é formado por um grupo de quatro α-hélices anfipáticas 

cujas cadeias laterais hidrofílicas voltam-se para o meio exterior, e contém uma região de 

ligação a receptores celulares de ApoE. Por outro lado, o domínio C-terminal (resíduos 206-

299) apresenta três α-hélices que formam uma superfície hidrofóbica que contém uma região 
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de ligação a lipídeos. Ambos os domínios interagem entre si por meio de ligações de hidrogênio 

e interações eletrostáticas [248].  

Em humanos, a ApoE é codificada pelo gene denominado APOE, o qual apresenta três 

alelos (ε4, ε3 e ε2) que codificam as três principais isoformas da proteína: ApoE4, ApoE3 e 

ApoE2, as quais diferem entre si apenas nos resíduos de aminoácidos presentes nas posições 

112 e 158 da cadeia polipeptídica, presentes no domínio N-terminal. Enquanto a ApoE3 

contém, respectivamente, resíduos de Cys/Arg nestas posições, a ApoE2 apresenta Cys/Cys e 

a ApoE4, Arg/Arg [206,249]. O alelo APOE ε3 é o mais comum entre as populações, com uma 

prevalência que vai de 50-90%, enquanto que o APOE ε4 está presente em 5-35% e o APOE 

ε2 ocorre em apenas 1-5% dos indivíduos [246]. 

Como apresentado na Figura 3.3, as substituições mencionadas afetam marcadamente 

a estrutura das isoformas e consequentemente a suas propriedades de ligação a lipídeos [206]. 

Na ApoE4, os domínios N-terminal e C-terminal estão mais próximos entre si como resultado 

da interação eletrostática existente entre os resíduos de Arg61, carregado positivamente, e 

Glu255, carregado negativamente. Isto não ocorre na mesma extensão no caso da ApoE3 e da 

ApoE2, uma vez que uma conformação diferente é adotada nestes casos pela cadeia lateral do 

resíduo de Arg61 devido à presença da Cys112 (aminoácido polar, não carregado). Esta 

diferença conformacional torna a Arg61 menos acessível para o estabelecimento da interação 

eletrostática com o resíduo de Glu255 [249], resultando em um pronunciado afastamento entre 

ambos os domínios.  

 

Figura 3.3 – Estruturas da (A) ApoE3 e da (B) ApoE4.  

 

 

Fonte: Adaptado da referência [249]. 
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O alelo APOE ε4 tem sido considerado como o fator genético de maior risco para a 

incidência da DAlz, tanto precocemente quanto em pacientes idosos [206]. De fato, estudos 

demonstram que o risco de ocorrência da DAlz aumenta em indivíduos com uma (ε2/ε4 e ε3/ε4) 

ou duas cópias do alelo ε4 (ε4/ε4) comparado ao genótipo ε3/ε3. Inversamente, o alelo ε2 

aparenta ter um efeito protetor contra a doença mencionada, já que o risco de desenvolvimento 

de DAlz em pacientes com o genótipo ε2/ε2 ou ε2/ε3 é menor do que para os carreadores do 

genótipo ε3/ε3 [250]. Além da relação com a maior incidência da DAlz, a presença do alelo ε4 

está associada ao início da doença em idades mais precoces. Por exemplo, indivíduos 

homozigotos para o alelo ε4 (ε4/ε4) apresentam o início dos sintomas, em média, por volta dos 

68 anos. Isto contrasta com a idade média de 76 e 84 anos para registro dos primeiros sinais 

clínicos da doença em indivíduos heterozigotos (ε4/ε3 ou ε4/ε2) e não carreadores do ε4, 

respectivamente [206].  

O principal motivo para a maior ocorrência da DAlz em portadores do alelo ε4 está 

ligada ao fato de que a ApoE4 pode interferir no metabolismo e agregação dos peptídeos βA, 

de modo a favorecer seu acúmulo na forma de placas senis extracelulares cerebrais 

[206,251,252]. De fato, diversos trabalhos têm reportado uma deposição mais expressiva de 

peptídeos βA no cérebro de portadores do alelo ε4 comparado a indivíduos não-portadores 

[252–255]. Estas observações confirmam que a ApoE4 aumenta o risco de incidência da DAlz, 

acelerando a agregação e deposição dos referidos peptídeos no tecido cerebral [252]. Estudos 

têm demonstrado que o acúmulo de tais agregados na presença da ApoE4 é resultado da sua 

capacidade de associação direta a fragmentos βA para formar complexos proteicos que podem 

afetar a degradação destes últimos, facilitando a formação dos depósitos neurotóxicos 

[251,252,256–258]. Esta informação é também suportada pelo fato de que a ApoE4 é 

encontrada no interior das placas senis cerebrais de pacientes com DAlz, evidenciando sua co-

deposição juntamente com os peptídeos βA para a formação de agregados que levam à 

progressão da doença [206,246].  

Embora registros da influência da ApoE no processo de fosforilação da pTau não 

sejam tão frequentes, alguns trabalhos relatam que a ApoE4 pode favorecer a ocorrência do 

processo [259–261]. A ApoE4 pode afetar a fosforilação da pTau tanto por associação direta à 

esta, ou via mecanismos envolvendo receptores celulares de ApoE e ativação de enzimas 

quinases [262]. Deste modo, esta isoforma também pode indiretamente favorecer a formação 

de emaranhados neurofibrilares que se depositam no interior das células neuronais, levando 

progressivamente à neurodegeneração. Wadhwani e colaboradores (2019) [259] observaram 

que culturas de neurônios expressando a ApoE4 apresentaram um aumento na fosforilação da 
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pTau comparado a culturas expressando ApoE3, sugerindo que a expressão da ApoE4 pode 

predispor células neuronais a efeitos tóxicos e acelerar os processos neurodegenerativos. Em 

outro estudo, Shi e colaboradores (2017) [261] demonstraram que camundongos portadores do 

alelo ε4 apresentaram níveis cerebrais significativamente maiores de pTau fosforilada e uma 

maior atrofia cerebral do que os animais portadores do alelo ε3 ou ε2. Farfel e colaboradores 

(2016) [260] interessantemente observaram uma maior associação da ApoE4 com agregados 

de pTau na presença de βA comparado à ausência do peptídeo, em análises de tecidos cerebrais 

post-mortem de indivíduos com DAlz. Isto sugere que os efeitos da ApoE4 no processo de 

agregação da pTau pode ser também dependente de fragmentos proteicos βA.  

 

3.1.3.1 ApoE4 & SIRT1 

 

As sirtuínas consistem em uma família de enzimas desacetilases dependentes de 

nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD+) altamente conservadas entre organismos 

procarióticos e humanos [263]. Sua ocorrência foi reportada pela primeira vez em leveduras da 

espécie Saccharomyces cerevisiae, onde a sirtuína Sir2 (silent information regulator 2) mostrou 

possuir atividades envolvidas no silenciamento de genes [264]. A descoberta posterior de que 

a Sir2 está envolvida no aumento do tempo de vida dos micro-organismos mencionados [265] 

fez com que esta classe de proteínas recebesse crescente atenção.   

Os mamíferos codificam sete diferentes sirtuínas (Sirt1-7), as quais contém um 

domínio catalítico conservado que se liga a NAD+, e diferem em seus domínios N- e C-

terminais. Apesar de inicialmente terem sido classificadas como enzimas desacetilases [266],  

as sirtuínas são hoje reconhecidas por terem muitos outros modos de atividade enzimática (no 

caso das Sirt4-7) [267,268] e por assim estarem envolvidas na regulação de diversos processos, 

entre os quais pode-se mencionar a expressão gênica (reguladores de transcrição), metabolismo 

e ciclo celular, reparo de DNA, resposta imune e neuroproteção [269,270]. É importante 

mencionar também que, considerando que as reações catalisadas pelas sirtuínas requerem 

NAD+ como co-substrato, a atividade das mesmas é diretamente relacionada ao estado 

energético da célula [263].  

O membro mais estudado da família das sirtuínas é a Sirt1 (Figura 3.4A), que catalisa 

a desacetilação de histonas e de uma variedade de substratos no núcleo e no citoplasma 

[268,271], e está envolvida em diversas atividades celulares, incluindo supressão de 

inflamação, aumento da plasticidade neuronal e proteção contra a neurodegeneração 

[263,271,272]. É expressa em todos os tecidos e células, porém seus níveis são particularmente 
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elevados no cérebro, o que sugere sua grande importância para o funcionamento neuronal [273]. 

De fato, diversos trabalhos têm relatado os efeitos neuroprotetores exercidos pela Sirt1 

[274,275], os quais baseiam-se principalmente na prevenção da formação de placas senis de 

peptídeos βA e de emaranhados neurofibrilares da pTau.  

A redução de peptídeos βA é resultado do aumento da expressão da α-secretase 

ADAM10 em neurônios mediado pela Sirt1, a qual inicialmente ativa o receptor de ácido 

retinóico β (RARβ) por meio de reações catalíticas de desacetilação. Uma vez ativado, o RARβ 

ativa a transcrição da ADAM10, o que conduz, portanto, à maior ativação da rota não-

amiloidogênica de clivagem da PPA. Neste sentido, uma diminuição na produção de peptídeos 

βA é observada, minimizando seus efeitos neurotóxicos [273,274,276] (Figura 3.4B).  

O segundo efeito neuroprotetor exercido pela Sirt1 está relacionado ao decréscimo nos 

níveis de formas acetiladas e hiperfosforiladas da pTau, o que atenua o seu acúmulo em células 

neuronais. Estudos desenvolvidos por Julien e colaboradores (2009) [277] demonstraram que 

os níveis de Sirt1 correlacionam-se negativamente com a quantidade de emaranhados 

neurofibrilares no cérebro de pacientes com DAlz, e esta associação sugere um possível papel 

patológico da deficiência desta proteína em processos de agregação da pTau que contribuem 

para a neurodegeneração. Em outro estudo, Corpas e colaboradores (2017) [278] relataram um 

aumento nos níveis de formas hiperfosforiladas da pTau concomitante à elevação dos níveis 

das formas acetiladas da mesma em culturas de neurônios, sugerindo que reações de acetilação 

precedem processos de fosforilação da pTau. Neste sentido, a atividade desacetilase da Sirt1 

pode ajudar a regular indiretamente os níveis de tais formas hiperfosforiladas da pTau, e, 

consequentemente, pode frear processos posteriores de agregação proteica [279,280].  

A Sirt1 pode ainda influenciar a proteólise da pTau por meio do complexo enzimático 

proteassoma, o qual catalisa a destruição de proteínas danificadas a partir do reconhecimento 

da presença de cadeias de ubiquitina em série na superfície das mesmas [281]. Uma vez que 

tanto a acetilação quanto a ubiquitinação ocorrem em resíduos de lisina, pode-se afirmar que a 

ausência da Sirt1 pode elevar o nível de acetilação na pTau, e, desta forma, prejudicar sua 

marcação com moléculas de ubiquitina e então o processo de degradação via proteassoma. 

Assim, a atividade enzimática da Sirt1 pode acarretar um aumento no número de resíduos de 

lisina disponíveis para reações de ubiquitinação, e indiretamente viabilizar a destruição de 

formas tóxicas da pTau, restringindo sua acúmulo nos neurônios [271,279,282] (Figura 3.4B).  
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Figura 3.4 – (A) Estrutura da Sirt1. (B) Representação dos mecanismos neuroprotetores da Sirt1.  

 

 

Fonte: (A) Referência [283]. (B) Adaptado da referência [271]. 

 

Trabalhos recentes têm destacado que a ApoE4 pode indiretamente afetar a atividade 

enzimática da Sirt1, e, consequentemente, os seus efeitos neuroprotetores. Theendakara e 

colaboradores (2013) demonstraram [284], por exemplo, que a expressão da ApoE4 é associada 

a uma redução significativa nos níveis de Sirt1, tanto em culturas de células neuronais quanto 

em tecido cerebral post-mortem de indivíduos com DAlz. Em estudos posteriores, os mesmos 

autores demonstraram que a redução nos níveis de Sirt1 na presença de ApoE4 devem-se à 

existência de interações fortes entre esta última e a sequência de DNA promotora para a 

transcrição do gene que expressa a Sirt1 [285]. Este promotor é composto por ~250 pares de 

base e contém o fragmento 5’CAGCCTCCGCCCGCCACGTGACCCGTAGTG3’, que 

revelou interagir com a ApoE4 com elevada afinidade pelas técnicas de SPR e 

imunoprecipitação da cromatina (ChIP) [285]. Deste modo, a ApoE4 mostrou atuar como 

repressor da expressão de Sirt1. Obviamente, a inibição da biossíntese desta última acarreta 

falhas consideráveis nos mecanismos celulares neuroprotetores anteriormente descritos, o que 

pode contribuir diretamente para a neurodegeneração e desenvolvimento da DAlz. Neste 

sentido, tais estudos ajudam a elucidar possíveis mecanismos que justificam a maior 

probabilidade de desenvolvimento da DAlz em indivíduos portadores do alelo APOE ε4.   

(A) (B) 
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3.1.3.2 ApoE4 & CLEAR 

 

Além da comprovada influência exercida pela ApoE4 em mecanismos celulares 

neuroprotetores, estudos recentes têm atribuído que a mesma pode influenciar mecanismos de 

autofagia celular pelos quais a degradação de elementos proteicos neurotóxicos deveria ocorrer 

[286,287]. De maneira geral, pode-se definir autofagia celular como um conjunto de 

mecanismos intracelulares dedicados à degradação e reciclagem de constituintes danificados 

ou que não são mais úteis à célula, como proteínas e organelas [288]. O principal mecanismo 

autofágico (macroautofagia) consiste no encerramento das estruturas e biomoléculas a serem 

desintegradas no interior de vesículas esféricas denominadas autofagossomos, que 

subsequentemente fundem-se com lisossomos (os quais contém um conjunto de enzimas 

hidrolases em seu interior) para início do processo de degradação [289,290] (Figura 3.5). O 

processo resulta na produção de moléculas monoméricas, como aminoácidos, os quais retornam 

ao citoplasma para serem reutilizados [291].  

 

Figura 3.5 – Representação do processo de autofagia (macroautofagia).  

 

 

Fonte: Adaptado da referência [290].  

 

Deste modo, processos de autofagia celular são altamente benéficos para a célula, uma 

vez que, além de remover organelas e outras biomoléculas que não são mais úteis à mesma, 

acaba por ser uma fonte contínua de substratos necessários a inúmeros processos celulares 

essenciais, como biossíntese proteica e geração de energia [292]. No contexto da DAlz, a 

autofagia desempenha um papel de suma importância no sentido de prevenir a formação de 

agregados neurotóxicos que culminam em processos neurodegenerativos [289]. Esta hipótese é 

confirmada pelo fato de que organelas autofágicas preenchidas com substratos não digeridos 
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são encontradas abundantemente no cérebro de indivíduos com DAlz [293,294]. Além disso, 

estudos recentes relatam uma má-formação de autofagossomos em neurônios de pacientes 

também com DAlz [295,296], sugerindo que a autofagia nas células neuronais é realmente 

afetada durante o progresso da doença.  

Recentemente, Parcon e colaboradores (2018) [286] elucidaram um possível 

mecanismo que relaciona a maior probabilidade de incidência da DAlz em portadores do alelo 

APOE ε4 com mecanismos de autofagia celular. A partir de estudos in vitro 

(imunofluorescência, ensaios pull-down e de mobilidade eletroforética, entre outros) em tecido 

cerebral e culturas celulares e estudos in silico por docking molecular, os autores investigaram 

a hipótese de que a ApoE4 poderia afetar processos autofágicos a nível transcricional, no 

sentido de interferir na expressão de três proteínas essenciais ao funcionamento dos mesmos: 

p62, LC3B e LAMP2 [286]. A síntese de tais biomoléculas é ativada a partir da ligação do fator 

de transcrição EB (TFEB) às suas respectivas sequências de DNA promotoras [297]. O TFEB 

liga-se a sítios específicos que contém o fragmento 5’GTCACGTGAC3’, o qual localiza-se no 

interior de uma sequência de 200 pares de bases anteriormente ao sítio de início de transcrição, 

e pode ocorrer tanto como uma sequência única quanto como cópias múltiplas ligadas em série 

[298]. Devido à sua associação com a expressão de proteínas necessárias à biogênese de 

lisossomos e ao processo de autofagia em geral, a sequência mencionada foi denominada 

Elemento de Expressão e Regulação Lisossomal Coordenada (CLEAR) [298].  

Em seu trabalho, Parcon e colaboradores (2018) [286] concluíram que interações fortes 

e específicas podem ocorrer entre a sequência CLEAR e a ApoE4, de modo a estabelecer uma 

competição entre esta última e o TFEB para ligação ao fragmento de DNA mencionado. Uma 

vez ligada à sequência CLEAR, a ApoE4 pode suprimir parcialmente a expressão das proteínas 

p62, LC3B e LAMP2, e, desta maneira, comprometer a degradação autofágica de peptídeos βA 

e de formas hiperfosforiladas da pTau no ambiente celular. De fato, uma redução nos níveis de 

RNA mensageiro (mRNA) resultantes da transcrição dos genes que codificam as proteínas 

mencionadas foi observada no cérebro de carreadores do genótipo APOE ε4/ε4 comparado a 

carreadores do genótipo APOE ε3/ε3 [286]. Neste sentido, a ApoE4 mostrou atuar como um 

fator de transcrição, podendo causar efeitos repressivos à expressão de genes que codificam 

proteínas necessárias ao processo de autofagia, e isto pode estar diretamente associado ao 

acúmulo cerebral de elementos proteicos tóxicos característicos da DAlz.  

No que diz respeito à investigação eletroquímica das interações das sequências SIRT1 

e CLEAR com as diferentes isoformas de ApoE, apenas um trabalho foi reportado até o 

momento [299], o qual corresponde aos resultados apresentados no presente capítulo. 
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Oligonucleotídeos SIRT1 e CLEAR funcionalizados na extremidade 5’ com uma cadeia 

saturada de seis carbonos contendo um grupo tiol foram co-imobilizados com MCH na forma 

de SAM mistas em AuEs. Os eletrodos modificados foram caracterizados por técnicas como 

VPD, VC, EIE e cronocoulometria, enquanto que as interações entre as sequências imobilizadas 

e as isoformas ApoE4, ApoE3 e ApoE2 foram avaliadas por meio de medidas de VPD e EIE.   

 

3.2 OBJETIVOS 

 

3.2.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar a interação dos oligonucleotídeos SIRT1 e CLEAR com diferentes isoformas 

de ApoE (ApoE2, ApoE3 e ApoE4) por meio das técnicas de voltametria de pulso diferencial 

(VPD) e EIE, a partir da imobilização das referidas sequências em eletrodos de ouro (AuE).  

 

3.2.2 Objetivos Específicos  

 

• Imobilizar as sequências SIRT1 e CLEAR sobre AuEs na forma de monocamadas auto-

organizadas (SAM) mistas com MCH;  

• Monitorar o processo de modificação dos AuE com os oligonucleotídeos a partir da 

realização de medidas de VC e EIE; 

• Estimar o número de oligonucleotídeos SIRT1 e CLEAR imobilizados sobre os AuE por 

meio de medidas de cronocoulometria; 

• Determinar a natureza do transporte de massa para o processo redox dos íons [Ru(NH3)6]
3+ 

sobre os AuE modificados com as sequências estudadas por meio de VC; 

• Avaliar a interação das simples- e duplas-fitas das sequências SIRT1 e CLEAR 

imobilizadas sobre os AuEs frente à isoforma ApoE4 por meio de experimentos de VPD e 

EIE; 

• Avaliar a interação das duplas-fitas (df) das sequências estudadas com as isoformas ApoE2 

e ApoE3 por meio de medidas de VPD e EIE para comparação aos resultados obtidos na 

presença da ApoE4.  
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3.3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.3.1 Reagentes e Soluções  

 

Os oligonucleotídeos empregados neste trabalho foram sintetizados e adquiridos da 

empresa BioBasic, Inc. (Markham, ON, Canadá). As sequências CLEAR e SIRT1 foram 

constituídas por 18 e 30 pares de bases (pb), respectivamente, de acordo com estudos 

previamente reportados [285,286], e ambas foram funcionalizadas na extremidade 5’ com um 

grupo tiol ligado a uma cadeia saturada de seis carbonos. Sequências complementares e 

embaralhadas  (scrambled) também foram utilizadas, assim como apresentado na Tabela 3.1.  

 

Tabela 3.1 – Sequências dos oligonucleotídeos empregados neste trabalho.  

Oligonucleotídeo Sequência 

CLEAR (simples-fita) 
5’-HS-(CH2)6-GTA GGT CAC GTG 

ACC GGG-3’ 

CLEAR complementar 5’-CCC GGT CAC GTG ACC TAC-3’ 

CLEAR scrambled (simples-fita) 
5’-HS-(CH2)6-GTA GGT CTG CAG 

ACC GGG-3’ 

CLEAR scrambled complementar 5’-CCC GGT CTG CAG ACC TAC-3’ 

SIRT1 (simples-fita) 
5’-HS-(CH2)6-CAG CCT CCG CCC 

GCC ACG TGA CCC GTA GTG-3’ 

SIRT1 complementar 
5’-CAC TAC GGG TCA CGT GGC 

GGG CGG AGG CTG-3’ 

SIRT1 scrambled (simples-fita) 
5’-HS-(CH2)6-CCC TGC GCT GTG 

CCG CCA AAC CTG ACG CCG-3’ 

SIRT1 scrambled complementar 
5’-CGG CGT CAG GTT TGG CGG 

CAC AGC GCA GGG-3’ 

 

As isoformas de ApoE humana recombinante (ApoE4, ApoE3 e ApoE2) foram 

adquiridas da empresa Peprotech (VWR) (Rocky Hill, NJ, EUA). Os sais dihidrogenofosfato 

de potássio (KH2PO4), monohidrogenofosfato de sódio (Na2HPO4), cloreto de potássio (KCl) e 

cloreto de hexaaminrutênio(III) ([Ru(NH3)6]Cl3) e o tiol 6-mercapto-1-hexanol (MCH) foram 

adquiridos da Sigma-Aldrich (Oakville, ON, Canadá). O cloreto de magnésio hexahidratado 

(MgCl2.6H2O) foi obtido da empresa BioBasic, Inc.  (Markham, ON, Canadá), enquanto que o 

cloreto de sódio (NaCl) e o tris(hydroximetil)aminometano (Tris) foram adquiridos da empresa 

BioShop, Inc. (Burlington, ON, Canadá).   

Todas as soluções foram preparadas em água ultra-pura (18.2 MΩ, obtida a partir de 

sistema de purificação Cascada LS) previamente esterilizada. O tampão PBS foi preparado a 
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partir dos sais NaCl (0,14 mol L-1), Na2HPO4 (0,01 mol L-1), KH2PO4 (0,0018 mol L-1) e KCl 

(0,0027 mol L-1), e o pH foi ajustado para 7,4 com soluções de NaOH e HCl, ambas a 2,0 mol 

L-1. As soluções dos oligonucleotídeos CLEAR e SIRT1 foram preparadas no tampão de 

imobilização, o qual foi constituído por tampão PBS pH 7,4, MgCl2.6H2O (50 mmol L-1) e 

MCH (100 μmol L-1). Para o preparo das soluções das sequências complementares empregou-

se o tampão de hibridização, o qual foi composto por tampão PBS e MgCl2.6H2O (50  

mmol L-1). De modo particular, os tampões de imobilização e hibridização foram preparados 

em água ultra-pura estéril e livre de nucleases  (Thermo Fisher Scientific, Mississauga, ON, 

Canadá).   

 

3.3.2 Modificação dos Eletrodos de Ouro   

 

Primeiramente, a superfície dos AuEs (área geométrica = 0,24 cm2) foi polida 

mecanicamente empregando-se suspensões de Al2O3 em granulometrias 1,0 μm e 0,3 μm, 

seguido por lavagem e banho ultrassônico em água ultra-pura por cinco minutos. A seguir, os 

eletrodos foram submetidos a cinquenta varreduras voltamétricas consecutivas na faixa de 0,0 

a -1,5 V (vs. Ag/AgCl) a 500 mV s-1 em meio de NaOH, e então ciclados novamente por 

cinquenta vezes na faixa de 0,0 a +1,5 V (vs. Ag/AgCl) em meio de H2SO4 0,5 mol L-1 a 50 mV 

s-1 [300]. Os AuEs foram então lavados e secos sob fluxo de N2.  

Os AuEs limpos foram modificados segundo as etapas representadas na Figura 3.6. A 

modificação com as simples-fitas das sequências CLEAR ou SIRT1 deu-se por meio de 

incubação em 6 μL de solução 10 μmol L-1 de cada oligonucleotídeo (na presença de 100 μmol 

L-1 de MCH) por ao menos 18 horas em uma câmara úmida a 4 °C. Os AuEs modificados com 

as simples-fitas (sf-CLEAR/MCH/AuE ou sf-SIRT1/MCH/AuE) foram então lavados em 

tampão PBS, e a hibridização com as fitas complementares foi realizada por meio de incubação 

em 6 μL de solução 10 μmol L-1 das mesmas por 90 minutos a 20 °C (preparadas no tampão de 

hibridização). Os eletrodos contendo as duplas-fitas (df-CLEAR/MCH/AuE ou df-

SIRT1/MCH/AuE) foram lavados em tampão PBS e secos sob fluxo de N2.  

Os estudos de interação dos AuEs modificados (simples-fita ou dupla-fita) foram 

realizados a partir da incubação dos mesmos em soluções 1 μmol L-1 de ApoE4, ApoE3 ou 

ApoE2 por 60 minutos a 20 °C, seguido por lavagem em tampão PBS e realização de medidas 

de VPD e EIE.  
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Figura 3.6 – Representação esquemática do processo de modificação dos AuEs com as simples- e duplas-fitas dos 

oligonucleotídeos CLEAR e SIRT1, seguido por interação com as isoformas de ApoE.  

 

 
 

Fonte: O autor. 

 

3.3.3 Medidas Eletroquímicas  

 

Medidas de VPD, EIE, VC e cronocoulometria foram realizadas utilizando-se um 

potenciostato/galvanostato μAutolab PGSTAT 128N, controlado pelo software NOVA 2.1. Em 

todos os casos, empregou-se uma célula eletroquímica contendo um fio espiral de platina, um 

eletrodo de Ag/AgCl e os AuEs modificados com os oligonucleotídeos como eletrodo auxiliar, 

de referência e de trabalho, respectivamente. Como eletrólito suporte, empregou-se tampão 

PBS (pH 7.4) contendo 50 μmol L-1 de [Ru(NH3)6]Cl3, exceto nos experimentos de 

cronocoulometria, onde o tampão Tris 10 mmol L-1 (pH 7.4) foi utilizado. Todas as medidas 

foram realizadas na presença de 50 μmol L-1 do marcador redox [Ru(NH3)6]Cl3. 

 Os experimentos de VC foram realizados no intervalo de +0,2 V a -0,4 V (vs. 

Ag/AgCl) a uma velocidade de varredura de potencial igual a 50 mV s-1. As medidas de VPD, 

por sua vez, foram realizadas na faixa de +0,2 V a -0,5 V (vs. Ag/AgCl) empregando-se uma 

amplitude de pulso de 50 mV e um tempo de modulação de 50 ms, com intervalo de 500 ms e 

velocidade de varredura igual a 10 mV s-1. Os experimentos de EIE foram executados a partir 

da aplicação constante de um potencial igual a -0,20 V (vs. Ag/AgCl) ao qual uma onda senoidal 

de 10 mV de amplitude foi aplicada, no intervalo de frequências de 10 kHz a 100 mHz. Para as 

medidas de cronocoulometria, aplicou-se um potencial de +0,1 V por 500 ms sobre o eletrodo 

de trabalho, seguido por aplicação de -0,40 V (vs. Ag/AgCl) por 500 ms adicionais (duração 

total = 1 s). Em todos os casos, o eletrólito suporte foi desaerado com N2 por ao menos 10 

minutos antes da realização das medidas eletroquímicas. 

 

3.3.4 Análise Estatística dos Dados Obtidos  

 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, e os resultados expressos como 

média ± desvio padrão. A fim de se avaliar a existência de diferenças estatisticamente 
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significativas entre as respostas obtidas por VPD e EIE após os estudos de interação dos 

oligonucleotídeos CLEAR e SIRT1 com as diferentes isoformas de ApoE, aplicou-se o teste de 

Tukey a um nível de confiança igual a 95% por meio do emprego do software GraphPad Prism 

5.0.  

 

3.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.4.1 Caracterização Eletroquímica dos Eletrodos Modificados 

 

3.4.1.1 Estudo das etapas de modificação dos AuE 

 

As alterações nas propriedades eletroquímicas interfaciais dos AuEs resultantes da 

formação das SAMs mistas das sequências SIRT1 e CLEAR com MCH, e do evento de 

hibridização com as sequências complementares foram monitoradas a partir de medidas de VPD 

e EIE na presença do marcador redox [Ru(NH3)6]
3+. Este complexo foi selecionado para os 

estudos considerando seu comportamento redox bem definido e o fato de ser positivamente 

carregado, permitindo o estabelecimento de interações eletrostáticas com os grupos fosfatos dos 

oligonucleotídeos imobilizados sobre os AuEs, e, portanto, a maximização dos sinais 

voltamétricos observados [69].  

Pode-se verificar na Figura 3.7 a presença de um pico catódico bem definido na faixa 

de -0,20 V a -0,15 V (vs. Ag/AgCl) para cada etapa de modificação, o qual corresponde ao 

processo de redução dos íons [Ru(NH3)6]
3+ a [Ru(NH3)6]

2+. Os diagramas de Nyquist  ̧por sua 

vez, apresentaram um semicírculo na região de altas frequências, referente ao processo de 

transferência de carga na interface eletrodo/solução, e uma linha com inclinação de 

aproximadamente 45° referente ao processo de difusão das espécies eletroativas em solução 

[186]. 

Um significativo decréscimo nas correntes de pico catódico (Ipc) e aumento no valor 

de Rct foram observados após a modificação do AuE com a SAM de MCH (MCH/AuE) (Figura 

3.8 e Tabela 3.2). Este comportamento é devido ao efeito isolante causado pela imobilização 

das moléculas de tiol na superfície do eletrodo, a qual ocorreu por meio do estabelecimento de 

ligações covalentes Au-S [301,302]. A formação da SAM de MCH bloqueia de maneira parcial 

o acesso dos íons [Ru(NH3)6]
3+ à superfície eletródica e dificulta, portanto, o processo de 

transferência eletrônica na superfície dos eletrodos. Como consequência deste fato, menores 

correntes de pico e uma maior Rct são observadas.  



106 

Por outro lado, a co-imobilização de MCH e dos oligonucleotídeos CLEAR ou SIRT1, 

na forma de SAMs mistas (sf-CLEAR/MCH/AuE e sf-SIRT1/MCH/AuE), levou à obtenção de 

maiores valores de Ipc e menores valores de Rct em comparação às respostas observadas para a 

SAM de MCH (Figura 3.8 e Tabela 3.2). As variações registradas são consequência da presença 

das sequências de DNA imobilizadas, as quais facilitaram a aproximação dos íons [Ru(NH3)6]
3+ 

por meio do estabelecimento de interações eletrostáticas com seus grupos fosfatos, e 

consequentemente o processo de transferência eletrônica [303,304]. Portanto, o aumento na 

concentração das espécies eletroativas próximas à superfície eletródica levou a uma maior 

intensidade de corrente de pico e a uma menor Rct.  

 Após o evento de hibridização, novos aumentos em Ipc e uma nova diminuição na Rct 

foram observados (Figura 3.7 e Tabela 3.2), de modo que este comportamento possivelmente é 

um indicativo da formação das duplas-fitas dos oligonucleotídeos estudados na superfície do 

AuE (ds-CLEAR/MCH/AuE e ds-SIRT1/MCH/AuE). Considerando que uma maior 

quantidade de grupos fosfatos passa a estar, direta ou indiretamente, ligada ao AuE após a 

hibridização, pode-se afirmar que um maior número de sítios de ligação negativamente 

carregados passa a estar disponível para a aproximação dos íons [Ru(NH3)6]
3+. Um 

comportamento semelhante foi descrito por García-Mendiola e colaboradores [305], onde o 

valor de Ipc para a redução de íons [Ru(NH3)6]
3+ por DPV aumentou após o evento de 

hibridização em superfícies de ouro. Além do acréscimo na intensidade de corrente, um 

deslocamento no potencial de pico catódico para menores valores pode ser observado após a 

ligação das simples-fitas e formação das duplas-fitas sobre o AuE. Deste modo, confirma-se 

que o processo de transferência de carga do marcador redox [Ru(NH3)6]
3+ ocorre mais 

facilmente na presença dos oligonucleotídeos imobilizados.     

Pode-se observar ainda na Figura 3.7 e Tabela 3.2 que o eletrodo modificado com a 

sequência SIRT1 mostrou maiores valores de Ipc e menores valores de Rct para as etapas de 

ligação ao AuE e hibridização em comparação às etapas análogas para a sequência CLEAR. 

Esta tendência pode ser justificada considerando-se o número de pares de bases (pb) que 

compõe cada oligonucleotídeo. Enquanto a sequência SIRT1 apresenta 30 pb, o fragmento 

CLEAR possui apenas 18 pb. Neste sentido, é de se esperar que uma maior quantidade de 

espécies eletroativas irá interagir com os oligonucleotídeos SIRT1 do que no caso da sequência 

CLEAR, o que possivelmente levou a picos de corrente mais intensos e menores valores de Rct. 

Verifica-se na Tabela 3.2 que os valores de capacitância da dupla-camada elétrica (Cdl) 

não variaram de modo significativo a partir da modificação dos AuE com os oligonucleotídeos 

estudados. Segundo trabalhos previamente reportados na literatura, incrementos no valor de Cdl 
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podem ser atribuídos a um aumento na área interfacial entre a superfície do eletrodo e o 

eletrólito suporte, como resultado do processo de modificação química do material condutor 

em que se baseia o dispositivo em desenvolvimento [306,307]. Neste sentido, pode-se afirmar 

que a imobilização das sequências de DNA sobre os AuE na forma de SAMs mistas com MCH, 

e também o evento de hibridização após a ligação das fitas complementares, não 

proporcionaram aumentos na área eletroativa dos eletrodos utilizados. Portanto, os maiores 

valores de corrente e os menores valores de Rct registrados após a imobilização dos 

oligonucleotídeos e após o processo de hibridização, em comparação às respostas obtidas para 

a SAM de MCH, parecem estar relacionados principalmente à existência de interações 

eletrostáticas entre os íons [Ru(NH3)6]
3+ e os grupos fosfatos das sequências estudadas. Como 

mencionado anteriormente, a existência de tais interações facilitou o acesso de um maior 

número de espécies eletroativas à superfície do AuE, resultando em picos de corrente mais 

intensos e menores valores de Rct.  

 

Figura 3.7 – Voltamogramas de pulso diferencial (A e B) e diagramas de Nyquist (C e D) obtidos a cada etapa de 

modificação para o df-CLEAR/MCH/AuE (A e C) e o df-SIRT1/MCH/AuE (B e D) (eletrólito suporte: tampão 

PBS (pH 7.4) contendo 50 μmol L-1 de [Ru(NH3)6]Cl3).  
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Fonte: O autor. 

 

Tabela 3.2 – Valores de Ipc e parâmetros eletroquímicos resultantes do ajuste dos dados de EIE ao circuito de 

Randles (n = 3), a cada etapa de modificação do AuE com os oligonucleotídeos SIRT1 e CLEAR.  

Modificação -Ipc (μA) Rs (Ω) Rct (kΩ) Cdl (nF) 

AuE não modificado 2,39 ± 0,04 164,0 ± 1,8 – – 

MCH/AuE 0,37 ± 0,01 161,1 ± 9,5 60,6 ± 5,4 163,3 ± 6,4 

sf-SIRT1/MCH/AuE 0,83 ± 0,02 163,0 ± 7,2 13,4 ± 1,9 166,4 ± 2,5 

df-SIRT1/MCH/AuE 1,12 ± 0,04 158,3 ± 3,2 8,7 ± 3,3 159,7 ± 2,3 

sf-CLEAR/MCH/AuE 0,64 ± 0,03 160,9 ± 9,4 37,3 ± 3,6 157,0 ± 4,6 

df-CLEAR/MCH/AuE 0,98 ± 0,06 160,3 ± 5,4 26,4 ± 2,1 165,6 ± 1,5 

 

3.4.1.2 Estimativa do número de oligonucleotídeos imobilizados  

 

A fim de se estimar o grau de recobrimento dos AuE em termos do número de 

moléculas de DNA imobilizadas na SAM com MCH, medidas de cronocoulometria foram 

realizadas com o sf-CLEAR/MCH/AuE e com o sf-SIRT1/MCH/AuE em meio de tampão Tris 

10 mmol L-1 (pH 7,4) contendo 50 μmol L-1 do marcador redox [Ru(NH3)6]
3+, de acordo com 

o procedimento desenvolvido por Steel e colaboradores [304]. Neste método, assume-se que as 

sequências de DNA ligadas a uma superfície eletródica de Au podem ser quantificadas 

considerando-se a quantidade de íons [Ru(NH3)6]
3+ eletrostaticamente ligados à mesma [304]. 

Assim, quando um eletrodo modificado com DNA é exposto à presença de cátions  

[Ru(NH3)6]
3+ em uma solução de baixa força iônica (como o tampão Tris), inicia-se um 

processo de troca entre tais espécies eletroativas e os cátions originalmente associados 

(C) (D) 
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(possivelmente íons Na+) aos grupos fosfatos das cadeias de DNA [304,308]. Sabendo-se que 

a constante de associação entre os cátions e os oligonucleotídeos aumenta proporcionalmente 

com a carga dos mesmos [309], pode-se assumir que tais cátions trivalentes permanecerão 

eletrostaticamente associados às sequências. 

O excesso superficial de cátions [Ru(NH3)6]
3+ associados via interações eletrostáticas 

às sequências de DNA imobilizadas pode ser determinado por meio de cronocoulometria e 

empregando-se a forma integrada da equação de Cottrel, a qual expressa a carga total Q em 

função do tempo t como uma soma de três componentes: (i) a carga resultante do processo de 

redução dos íons [Ru(NH3)6]
3+ que difundem a partir da solução até a superfície do eletrodo; 

(ii) a carga proveniente do carregamento da dupla camada elétrica na interface eletrodo/solução 

e (iii) a carga devido à redução dos íons [Ru(NH3)6]
3+ ligados aos oligonucleotídeos 

imobilizados [304,310]:  

𝑄 =
2𝑛𝐹𝐴𝐷0

1/2
𝐶0

∗

𝜋1/2
𝑡1/2 + 𝑄𝑑𝑙 + 𝑛𝐹𝐴Ґ0 

Nesta equação, n é o número de elétrons transferidos por espécie eletroativa em 

solução, F é a constante de Faraday (96.485 C mol-1), A é a área geométrica do eletrodo (0,24 

cm2, no presente caso), D0 é o coeficiente de difusão das espécies [Ru(NH3)6]
3+ (cm2 s-1), C0

* é 

a concentração de íons [Ru(NH3)6]
3+ (mol cm-3), Qdl é a carga da dupla camada (C), e nFAҐ0 é 

a carga a partir da redução dos cátions [Ru(NH3)6]
3+ confinados na superfície do eletrodo, a 

qual é dependente do excesso superficial Ґ0 dos mesmos. Após regressão da porção linear do 

gráfico de Q vs. t1/2 (diagrama de Anson) e extrapolação em t1/2 = 0, o intercepto resultante 

corresponde à soma dos termos Qdl e nFAҐ0. O excesso superficial Ґ0 referente aos cátions 

[Ru(NH3)6]
3+ pode ser então determinado a partir da diferença entre os valores dos interceptos 

obtidos em experimentos realizados na presença e na ausência do marcador redox (neste caso, 

assume-se que o termo Qdl é semelhante em ambas as situações). O excesso superficial 

resultante é a seguir convertido à estimativa do número de moléculas de DNA ligadas ao AuE 

a partir da seguinte equação: 

Ґ𝐷𝑁𝐴 = Ґ0(𝑧 𝑚⁄ )𝑁𝐴 

onde ҐDNA é a estimativa do número de moléculas DNA imobilizadas (moléculas cm-2), m é o 

número de pares de base da sequência sob estudo, z é a carga do marcador redox e NA é o 

número de Avogadro.  

Os resultados obtidos após as medidas de cronocoulometria para o sf-

SIRT1/MCH/AuE e para o sf-CLEAR/MCH/AuE obtidas na presença e na ausência de 

[Ru(NH3)6]
3+ são mostrados na Figura 3.8. Como controle, empregou-se um AuE modificado 
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unicamente com uma SAM de MCH (MCH/AuE). Verificou-se, neste caso, que o intercepto 

obtido na presença e na ausência do marcador redox foram próximos (3,8 x 10-9 e 2,1 x 10-9, 

respectivamente), o que sugere que os íons [Ru(NH3)6]
3+ não adsorvem de maneira significativa 

à monocamada de MCH na ausência das sequências de DNA estudadas.   

 

Figura 3.8 – Diagramas de Anson obtidos para o (A) sf-SIRT1/MCH/AuE, (B) sf-CLEAR/MCH/AuE e o 

MCH/AuE (controle) em tampão Tris 10 mmol L-1 pH 7,4 na presença (a e b) e na ausência (c e d) de 50  

μmol L-1 do marcador redox [Ru(NH3)6]3+.  
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Fonte: O autor.  

 

Empregando o método descrito, o recobrimento superficial dos AuE com os 

oligonucleotídeos CLEAR e SIRT1 foi estimado como sendo aproximadamente igual a 32,2 ± 

3,2 x 1012 e 23,9 ± 2,8 x 1012 moléculas cm-2, respectivamente. Os valores encontrados são 

comparáveis a outros previamente reportados na literatura em trabalhos que relatam a 

modificação de AuE com SAM mistas de tióis e sequências de DNA [113,117,310–312].   

Verifica-se que o número de moléculas imobilizadas no caso da sequência CLEAR foi 

superior à sequência SIRT1, o que pode ser justificado considerando-se o tamanho de cada 

sequência. Uma vez que o oligonucleotídeo SIRT1 consiste em uma sequência mais longa (30 

pb) comparado à CLEAR (18 pb), pode-se assumir que um certo impedimento estérico entre as 

cadeias de SIRT1 pode ter ocorrido e parcialmente impedido a ligação de mais moléculas de 

DNA na superfície do AuE. Por exemplo, algumas moléculas do oligonucleotídeo SIRT1 

podem ter se arranjado de forma dobrada ou inclinada, de modo a dificultar a ligação de novas 

moléculas à superfície do AuE. Por outro lado, devido à sua menor extensão, a sequência 

CLEAR pode adotar um arranjo mais organizado a partir da sua ligação ao AuE, o que, portanto, 

pode levar a um recobrimento mais eficiente quando comparado ao valor obtido para o caso da 
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SIRT1. Um comportamento similar pode ser observado no trabalho de Tersch e Lisdat [113], 

onde sequências de DNA mais curtas conduziram a um maior recobrimento em AuE ao se 

comparar com sequências mais longas.   

 

3.4.1.3 Influência da velocidade de varredura de potencial  

 

A fim de se determinar se o processo redox dos íons [Ru(NH3)6]
3+ sobre o df-

CLEAR/MCH/AuE e o df-SIRT1/MCH/AuE é controlado por adsorção ou difusão, 

voltamogramas cíclicos em diferentes valores de velocidade de varredura (10 mV s-1 a 600 mV 

s-1) foram obtidos. É bem conhecido da literatura que a corrente proveniente de processos redox 

que são controlados por mecanismos adsortivos varia de maneira linear com o valor da 

velocidade de varredura, enquanto que para processos que ocorrem por difusão a variação da 

corrente dá-se de maneira linear com a raiz quadrada da velocidade de varredura [186]. Como 

mostrado na Figura 3.9, pode-se verificar que tanto para o df-SIRT1/MCH/AuE quanto para o 

df-CLEAR/MCH/AuE, os picos de corrente aumentaram de maneira linear com o incremento 

na velocidade de varredura, sugerindo que o processo redox dos íons da sonda eletroquímica 

empregada foi controlado por adsorção em ambas as superfícies (df-SIRT1/MCH/AuE: Ipc = 

0,24 + 0,003 ν; R = 0,997; df-CLEAR/MCH/AuE: Ipc = 0,23 + 0,003 ν; R = 0,996). O 

comportamento adsortivo foi confirmado pelo fato de que os gráficos de Ipc vs. ν1/2 para ambos 

os oligonucleotídeos não mostraram uma relação linear entre as duas variáveis. Desta maneira, 

corrobora-se o mecanismo previamente descrito para a redução dos íons [Ru(NH3)6]
3+, no qual 

primeiramente as espécies eletroativas adsorvem sobre as sequências de DNA imobilizadas por 

meio de interações eletrostáticas para que então o processo de redução e transferência eletrônica 

possa acontecer.  
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Figura 3.9 – Voltamogramas cíclicos obtidos em diferentes valores de velocidade de varredura (de 10; 20; 30; 40; 

50; 60; 70; 80; 90; 100; 125; 150; 175; 200; 250; 300; 400; 500; e 600 mV s-1) para o (A) df-SIRT1/MCH/AuE e 

(B) df-CLEAR/MCH/AuE. Relações de Ipc vs. ν e de Ipc vs. ν1/2 para o df-SIRT1/MCH/AuE (C e E) e para o df-

CLEAR/MCH/AuE (D e F) (eletrólito suporte: tampão PBS 0,15 mol L-1 em pH 7,4 contendo 50 μmol L-1 

[Ru(NH3)6]Cl3).  
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3.4.2 Estudos de Interação com Isoformas de ApoE  

 

3.4.2.1 Interação da ApoE4 com as simples- ou duplas-fitas das sequências CLEAR e SIRT1 

 

Considerando-se o papel marcante que a isoforma ApoE4 possui em relação ao 

desenvolvimento da DAlz, e seu comprovado potencial de inibir a transcrição de proteínas 

envolvidas em mecanismos de autofagia celular e de neuroproteção, estudos de interação da 

mesma com a simples- e dupla-fita dos oligonucleotídeos CLEAR e SIRT1 foram realizados, 

empregando-se as técnicas de VPD e EIE. De maneira geral, a interação de uma dada proteína 

com moléculas de DNA (e também com outros ligantes) depende simultaneamente da sequência 

de aminoácidos nas cadeias polipeptídicas e da superfície da mesma [313], a qual é 

caracterizada por padrões complexos e irregulares onde protuberâncias, bolsões e cavidades 

estão presentes [314].  

Para proteínas que se ligam ao DNA, a presença de cavidades em sua superfície pode 

possuir um papel fundamental em relação à interação com as simples- ou duplas-fitas. Neste 

sentido, do ponto de vista de sua estrutura terciária, uma proteína que se liga somente à simples-

fita de DNA deve apresentar cavidades que são estreitas o suficiente para prevenir sua ligação 

com a dupla-fita [314]. Outro aspecto interessante, referente a proteínas que interagem 

especificamente com o duplex de DNA, é que tal interação geralmente acontece 

majoritariamente com o sulco maior do mesmo, devido a uma maior exposição de grupos 

funcionais que identificam pares de bases específicos neste ponto da cadeia [315]. 

Pode-se verificar que decréscimos na Ipc (∆Ipc) e aumentos na Rct (∆Rct) ocorreram 

após a incubação dos eletrodos modificados com as sequências CLEAR e SIRT1, tanto na 

forma de simples-fita quanto de dupla-fita, na presença da ApoE4 (Figura 3.10 e 3.11 e Tabela 

3.3). Este comportamento é um indicativo da existência de interações entre a proteína estudada 

e as sequências imobilizadas, e é consequência do bloqueio do acesso das espécies [Ru(NH3)6]
3+ 

à superfície do eletrodo a partir da ligação da proteína mencionada. Entretanto, os decréscimos 

na Ipc e aumentos de Rct observados para os eletrodos df-CLEAR/MCH/AuE e df-

SIRT1/MCH/AuE foram significativamente superiores aos verificados para os eletrodos sf-

CLEAR/MCH/AuE e sf-SIRT1/MCH/AuE (p < 0.05). Neste sentido, é possível afirmar que a 

dupla-fita das sequências CLEAR e SIRT1 mostrou interações mais fortes com a ApoE4 

comparando-se com as respostas obtidas nos estudos com a simples-fita. Este comportamento 

está de acordo com trabalhos previamente reportados [285,286], e sugere que a ApoE4 

provavelmente contem domínios estruturais específicos que minimizam a sua ligação à simples-
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fita de DNA. Além disso, as mudanças conformacionais na estrutura tanto da proteína quanto 

dos oligonucleotídeos resultantes do evento de interação [313] podem ter estabilizado os 

complexos formados entre os duplex de DNA e a ApoE4.  

 

Figura  3.10 – Voltamogramas de pulso diferencial (A e B) e diagramas de Nyquist (C e D) obtidos no estudo de 

interação entre o sf-CLEAR/MCH/AuE ou df-CLEAR/MCH/AuE e ApoE4 (eletrólito suporte: tampão PBS 0,15 

mol L-1 em pH 7,4 na presença de 50 μmol L-1 de [Ru(NH3)6]Cl3).  
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Figura 3.11 – Voltamogramas de pulso diferencial (A e B) e diagramas de Nyquist (C e D) obtidos no estudo de 

interação entre o sf-SIRT1/MCH/AuE ou df-SIRT1/MCH/AuE e ApoE4 (eletrólito suporte: tampão PBS 0,15 mol 

L-1 em pH 7,4 na presença de 50 μmol L-1 de [Ru(NH3)6]Cl3).  
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Tabela 3.3 – Valores de ∆Ipa e ∆Rct (n = 3) para os AuE modificados com as simples- e duplas-fitas dos 

oligonucleotídeos CLEAR e SIRT1 após incubação na presença de 1 μmol L-1 de ApoE4.  

Eletrodo ∆Ipa (%) ∆Rct (%) 

sf-CLEAR/MCH/AuE 7,7 ± 3,0 b 19,5 ± 4,3 b 

df-CLEAR/MCH/AuE 23,8 ± 2,0 a 42,0 ± 3,5 a 

sf-SIRT1/MCH/AuE 7,5 ± 2,3 b 36,9 ± 5,0 b 

df-SIRT1/MCH/AuE 36,5 ± 2,2 a 71,3 ± 5,3 a 

Nota: Em cada coluna, valores de ∆Ipc e ∆Rct  seguidos por letras diferentes (a e b) diferem estatisticamente entre 

si pelo teste de Tukey (p < 0.05). 
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3.4.2.2 Interação dos oligonucleotídeos SIRT1 e CLEAR com as diferentes isoformas de ApoE 

 

A seguir, estudos de interação entre o df-CLEAR/MCH/AuE e do df-

SIRT1/MCH/AuE e as diferentes isoformas de ApoE (ApoE4, ApoE3 e ApoE2) foram 

realizados empregando-se as técnicas de VPD e EIE. Para tanto, os eletrodos foram incubados, 

separadamente, na presença de cada uma das proteínas mencionadas, e as variações percentuais 

na Ipc (∆Ipc) e na Rct (∆Rct) (referentes ao processo redox dos íons [Ru(NH3)6]
3+) resultantes 

foram calculadas. A fim de se avaliar a especificidade das interações das sequências 

imobilizadas com as isoformas de ApoE, eletrodos modificados com sequências do tipo 

scrambled foram utilizados (df-SCR/MCH/AuE), assim como eletrodos modificados com SAM 

somente de MCH (MCH/AuE).  

No caso do promotor SIRT1, as medidas de VPD e EIE evidenciaram a ocorrência de 

interações significativas entre todas as isoformas estudadas de ApoE e a sequência imobilizada, 

as quais geraram valores de ∆Ipc e Rct que foram de três a cinco vezes maiores quando 

comparados aos obtidos para os controles df-SCR/MCH/AuE e MCH/AuE (p < 0,05; Figura 

3.12 e Tabela 3.4). Além disso, é possível notar que as afinidades aumentaram na seguinte 

ordem: ApoE2 < ApoE3 < ApoE4. Considerando que nenhuma das isoformas mostrou interagir 

de modo significativo com o df-SCR/MCH/AuE e com o MCH/AuE, é possível afirmar que as 

mesmas comportam-se de modo específico no que diz respeito ao estabelecimento de interações 

com a sequência SIRT1. Um comportamento similar ao observado foi reportado por 

Theendakara e colaboradores [285], onde interações fortes entre o oligonucleotídeo SIRT1 e as 

proteínas ApoE4 e ApoE3 foram verificadas empregando as técnicas de imunoprecipitação de 

cromatina (ChIP) e ressonância plasmon de superfície (SPR) (KD = 3 nM para ApoE4 e ApoE3). 

Os autores também demonstraram que interações do tipo proteína-proteína não ocorrem entre 

a Sirt1 e tanto a ApoE4 quanto à ApoE3, o que sugere que as duas isoformas de ApoE estudadas 

podem interferir na expressão de SirT1 a nível de transcrição [285].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



117 

Figura 3.12 – Gráficos comparativos dos valores de ∆Ipa (A) e ∆Rct (B) apresentados pelo df-SIRT1/MCH/AuE 

após incubação na presença de ApoE4, ApoE3 e ApoE2 (1 μmol L-1 para cada proteína). AuEs modificados apenas 

com uma SAM de MCH (MCH/AuE) e com SAMs mistas das sequências scrambled (SCR) com MCH (df-

SCR/MCH/AuE) foram usados como controles (n = 3).  
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Tabela 3.4 – Valores de ∆Ipa e ∆Rct obtidos para o df-SIRT1/MCH/AuE, df-SCR/MCH/AuE e MCH/AuE após incubação 

na presença de ApoE4, ApoE3 e ApoE2  (1 μmol L-1 para cada proteína).  

Electrode 
ApoE4 ApoE3 ApoE2 

∆Ipc (%) ∆Rct (%) ∆Ipc (%) ∆Rct (%) ∆Ipc (%) ∆Rct (%) 

ds-SIRT1/MCH/AuE 36,5 ± 2,2 a 71,3 ± 5,3 a  30,1 ± 1,5 a 68,4 ± 5,1 a 16,8 ± 1,0 a 39,3 ± 5,4 a 

ds-SCR/MCH/AuE 5,7 ± 2,7 b 20,5 ± 1,4 b 4,9 ± 1,2 b 20,2 ± 3,1 b 2,7 ± 1,8 b 12,5 ± 2,5 b 

MCH/AuE 4,9 ± 0,4 b 18,8 ± 2,6 b 5,1 ± 0,6 b 18,0 ± 1,8 b 4,9 ± 0,6 b 17,5 ± 2,7 b 

Nota: Em cada coluna, valores de ∆Ipc e ∆Rct  seguidos por letras diferentes (a e b) diferem estatisticamente entre si pelo 

teste de Tukey (p < 0.05).   

 

Os resultados obtidos por VPD e EIE neste trabalho sugerem que as três isoformas de 

ApoE testadas podem estabelecer interações com sequência promotora SIRT1, e, desta maneira, 

afetar sua atividade, sendo que um efeito mais pronunciado parece ser exercido neste caso pela 

ApoE4 em comparação às demais proteínas. De fato, estudos previamente reportados [284] 

provaram que a expressão de Sirt1 foi significativamente reduzida na presença de ApoE3 e 

ApoE4.  

A existência de interações do tipo SIRT1-ApoE pode ser considerada uma evidência 

de que as isoformas estudadas podem também atuar como proteínas de ligação ao DNA, e 

exercer efeitos transcricionais repressivos relacionados à biossíntese de Sirt1. Uma vez que a 

expressão de Sirt1 possui um reconhecido papel em mecanismos celulares neuroprotetores 

(principalmente por meio da atenuação da produção de fragmentos do peptídeo βA e de formas 

hiperfosforiladas da proteína tau) [316–319], é possível dizer que qualquer interferência em sua 
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expressão pode aumentar as chances de acumulação de agregados proteicos tóxicos em células 

neuronais e então favorecer o início do desenvolvimento da DAlz. 

As interações entre o oligucleotídeo SIRT1 e as isoformas de ApoE provavelmente 

ocorreram pela formação de ligações de hidrogênio entre os resíduos de aminoácidos das 

proteínas estudadas com a sequência imobilizada. Além disso, pode-se considerar neste caso o 

possível estabelecimento de interações eletrostáticas entre as biomoléculas em questão. 

Resíduos de arginina positivamente carregados podem interagir fortemente com grupos 

fosfatos, possibilitando a formação de interações estáveis com a sequência estudada [320]. De 

fato, é conhecido da literatura que proteínas de ligação ao DNA geralmente apresentam uma 

elevada quantidade de resíduos de arginina [285]. Esta informação também pode ajudar a 

justificar a tendência de afinidade observada entre as isoformas de ApoE e a sequência SIRT1, 

uma vez que a ApoE4 e a ApoE3 apresentam uma maior quantidade de arginina em comparação 

à ApoE2 [249]. Adicionalmente às interações eletrostáticas, a presença de resíduos de arginina 

pode aumentar o número de ligações de hidrogênio estabelecidas entre as isoformas de ApoE e 

os oligonucleotídeos, devido à presença do grupo guanidino em suas cadeias laterais [315].  

É importante destacar também que a estrutura secundária de todas as isoformas de 

ApoE  é caracterizada pela presença de motivos do tipo hélice-volta-hélice [285] (uma α-hélice 

curta conectada a uma α-hélice mais longa por meio de uma pequena cadeia de aminoácidos) 

(Figura 3.13), o qual possui uma reconhecida afinidade pelo DNA, estando presente em muitas 

proteínas que atuam como fatores de transcrição [320]. Nesta interação, a α-hélice denominada 

como hélice de reconhecimento se liga a nucleotídeos do sulco maior do DNA a partir do 

estabelecimento de ligações de hidrogênio e forças de van der Waals, enquanto que a outra α-

hélice estabiliza a interação entre a proteína e a sequência, sem desempenhar um papel direto 

no evento de reconhecimento [321,322].  

 

Figura 3.13 – Representação do modo de interação do motivo hélice-volta-hélice com o duplex de DNA.    

 

Fonte: Adaptado da referência [322]. 
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Em relação à sequência CLEAR, verificou-se, tanto por VPD quanto por EIE, que esta 

interagiu de modo significativo com a ApoE4, uma vez que variações de Ipc e Rct 

significativamente maiores foram observadas neste caso em comparação às variações 

resultantes da interação da proteína mencionada com o df-SCR/MCH/AuE e com o MCH/AuE 

(p < 0,05; Figura 3.14 e Tabela 3.5). O decréscimo na Ipc e aumento na Rct foram devidos, assim 

como já sugerido, ao bloqueio da superfície eletródica por conta da ligação da ApoE4 à 

sequência CLEAR imobilizada no AuE.  

Por outro lado, menores valores de ∆Ipa e ∆Rct resultaram da incubação do df-

CLEAR/MCH/AuE na presença de ApoE3 e ApoE2, os quais foram estatisticamente 

equivalentes aos obtidos para o df-SCR/MCH/AuE e para o MCH/AuE (p > 0.05). Deste modo, 

é possível afirmar que a sequência CLEAR interagiu de modo específico com apenas com a 

ApoE4, e que apenas interações não-significativas e não-específicas foram formadas com as 

isoformas ApoE3 e ApoE2. Os resultados obtidos estão de acordo com os reportados no 

trabalho de Parcon e colaboradores [286], onde estudos realizados in silico (docking molecular) 

e in vitro (ensaios pull-down e de desvio de mobilidade eletroforética) demonstraram que os 

oligonucleotídeos CLEAR interagiram de modo específico somente com a ApoE4, por meio da 

formação de ligações de hidrogênio, ao passo que apenas interações fracas e instáveis foram 

observadas para a ApoE3 e nenhuma interação identificada no caso da ApoE2. De modo 

específico, os autores verificaram que a ApoE3 interagiu apenas com os grupos fosfatos da 

cadeia, enquanto a ApoE4, por sua vez, demonstrou múltiplas interações com os pares de base 

da sequência [286].  

 

Figura 3.14 – Gráficos comparativos dos valores de ∆Ipa (A) e ∆Rct (B) apresentados pelo df-CLEAR/MCH/AuE 

após incubação na presença de ApoE4, ApoE3 e ApoE2 (1 μmol L-1 para cada proteína). AuEs modificados apenas 

com uma SAM de MCH (MCH/AuE) e com SAMs mistas das sequências scrambled (SCR) com MCH (df-

SCR/MCH/AuE) foram usados como controles (n = 3).  
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Tabela 3.5 – Valores de ∆Ipa e ∆Rct obtidos para o df-CLEAR/MCH/AuE, df-SCR/MCH/AuE e MCH/AuE após 

incubação na presença de ApoE4, ApoE3 e ApoE2  (1 μmol L-1 para cada proteína).  

Eletrodo 
ApoE4 ApoE3 ApoE2 

∆Ipc (%) ∆Rct (%) ∆Ipc (%) ∆Rct (%) ∆Ipc (%) ∆Rct (%) 

ds-CLEAR/MCH/AuE 23,8 ± 2,0 a 42,0 ± 3,5 a  6,3 ± 2,0 a 22,6 ± 2,7 a 5,3 ± 1,8 a 14,4 ± 3,0 a 

ds-SCR/MCH/AuE 6,6 ± 1,5 b 20,7 ± 2,2 b 6,2 ± 0,7 a 22,2 ± 1,6 a 7,2 ± 1,9 a 20,3 ± 4,5 a 

MCH/AuE 4,9 ± 0,4 b 18,8 ± 2,6 b 5,1 ± 0,6 a 18,0 ± 1,8 a 4,9 ± 0,6 a 17,5 ± 2,7 a 

Nota: Em cada coluna, valores de ∆Ipc e ∆Rct seguidos por letras diferentes (a e b) diferem estatisticamente entre si pelo 

teste de Tukey (p < 0.05).   

 

Considerando o fato de que as diferentes isoformas de ApoE diferem entre si apenas 

por substituições entre resíduos de cisteína e arginina nas posições 112 e 158 da cadeia 

polipeptídica [249], pode-se sugerir que, neste caso, a ocorrência de dois resíduos de arginina 

nas posições mencionadas na estrutura da ApoE4 parece ser essencial para uma ligação mais 

efetiva desta isoforma ao oligonucleotídeo CLEAR. Particularmente, Parcon e colaboradores 

demonstraram que o resíduo de arginina-112 de fato exerce uma considerável influência no que 

diz respeito à interação com a sequência CLEAR [286]. Uma vez que a ApoE3 apresenta 

resíduos de cisteína e arginina nas posições 112 e 158, respectivamente, e que apenas interações 

não significativas foram observadas entre esta proteína e a sequência CLEAR tanto por VPD 

quanto por EIE (p > 0.05), os resultados aqui apresentados também sugerem que o resíduo de 

arginina-112 de fato aparenta possuir um papel fundamental na interação ApoE4-CLEAR. 

Neste sentido, é possível sugerir, por exemplo, que a presença de arginina nesta posição pode 

ser importante para a manutenção de uma conformação proteica adequada que permite a ligação 

da ApoE4 de forma mais efetiva ao oligonucleotídeo CLEAR, e, por consequência, a formação 

de um complexo mais estável do que aqueles formados com as isoformas ApoE3 e ApoE2.  

O estabelecimento de interações mais fortes entre a ApoE4 e a sequência CLEAR 

comparadas ao caso da ApoE3 e da ApoE2 pode, portanto, ser relacionado à influência que a 

ApoE4 exerce em processos de autofagia celular. Deste modo, a ApoE4 poderia agir como um 

repressor de transcrição, inibindo a ligação do fator de transcrição EB (TFEB) ao 

oligonucleotídeo CLEAR [286], e então a expressão de proteínas essenciais para a ocorrência 

do processo mencionado, como p62, LC3B e LAMP2 [288,323]. Como resultado, o processo 

pode ser reprimido, e isto pode ser diretamente associado à degradação ineficiente de elementos 

proteicos tóxicos relacionados à DAlz, como formas hiperfosforiladas da pTau [287] e 

peptídeos βA [323,324]. Portanto, a formação de complexos ApoE4-CLEAR pode ajudar a 
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explicar o depósito de  placas senis do peptídeo βA e de  emaranhados neurofibrilares da pTau 

no cérebro de pacientes carreadores do genótipo APOE ε4/ε4 [206,246,286].  

A especificidade exibida pela sequência CLEAR em relação à ApoE4 e a maior 

afinidade do oligonucleotídeo SIRT1 em relação à mesma também são um indicativo de que as 

diferenças significativas em sua estrutura terciária comparado às outras duas isoformas 

[234,249] pode ser um fator determinante para a formação de complexos ApoE-DNA mais 

estáveis. Neste sentido, tais variações estruturais podem ter criado cavidades na estrutura da 

ApoE4 que favoreceram sua ligação às sequências de DNA estudadas. Valendo-se desta 

especificidade de ligação, pode-se dizer que os dispositivos desenvolvidos apresentam o 

potencial de serem aplicados como biossensores para a detecção da presença da ApoE4 em 

plasma, fornecendo assim evidências da predisposição de desenvolvimento da DAlz em 

pacientes.  

Os maiores valores de ∆Ipa e ∆Rct observados após a interação da ApoE4 com a 

sequência SIRT1 em comparação à CLEAR podem ser atribuídos ao tamanho dos 

oligonucleotídeos imobilizados. Dado que as sequências SIRT1 e CLEAR são constituídas por 

um total de 30 e 18 pares de base, respectivamente, é possível sugerir que um maior número de 

ligações de hidrogênio e interações eletrostáticas entre o oligonucleotídeo SIRT1 e a ApoE4 foi 

formado em relação à CLEAR. Isto possivelmente levou à ligação de uma maior quantidade de 

biomoléculas à SIRT1, o que dificultou a aproximação dos íons [Ru(NH3)6]
3+ e sua chegada à 

superfície do AuE para a realização do processo de transferência eletrônica. Como 

consequência, menores valores de Ipc e Rct foram obtidos, o que conduziu às maiores variações 

de sinal registradas. 

 

3.5 CONCLUSÕES PARCIAIS 

 

Neste capítulo, relatou-se o desenvolvimento de um ensaio eletroquímico para a 

investigação da ocorrência de interações do tipo proteína-DNA entre três isoformas de ApoE 

(ApoE4, ApoE3 e ApoE2) e as sequências SIRT1 e CLEAR (associadas à transcrição de genes 

envolvidos na expressão da proteína neuroprotetora Sirt1 e de proteínas envolvidas em 

processos de autofagia celular, respectivamente), as quais podem estar envolvidas no 

desenvolvimento da DAlz em pacientes idosos.  

O ensaio foi baseado na imobilização dos oligonucleotídeos mencionados 

(funcionalizados na extremidade 5’ com uma cadeia saturada de seis carbonos ligada a um 

grupo tiol) em AuEs na forma de SAMs mistas com MCH, a partir da formação de ligações 
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covalentes estáveis do tipo Au-S. As superfícies modificadas foram caracterizadas por meio das 

técnicas de VPD, EIE, VC e cronocoulometria na presença do marcador eletroquímico 

[Ru(NH3)6]
3+, sendo que os resultados obtidos sugeriram que os eletrodos foram eficazmente 

modificados com os oligonucleotídeos SIRT1 e CLEAR, viabilizando, portanto, a sua aplicação 

para o estudo da interação das mesmas com as isoformas de ApoE.  

Monitorando-se as variações de Ipc e Rct referentes à redução dos cátions [Ru(NH3)6]
3+ 

por meio de medidas de VPD e EIE, verificou-se que as duplas-hélices dos oligonucleotídeos 

SIRT1 interagiram com todas as isoformas de ApoE estudadas, mostrando uma tendência de 

afinidade segundo a ordem: ApoE4 > ApoE3 > ApoE2. Interessantemente, observou-se que a 

dupla-fita da sequência CLEAR interagiu especificamente apenas com a isoforma ApoE4, e 

que não apresentou interações significativas com a ApoE3 e a ApoE2. Os resultados obtidos 

concordaram com os apresentados em outros estudos previamente reportados, e demonstraram 

que a ApoE4 apresenta afinidade em relação a ambas as sequências de DNA estudadas, 

podendo interagir com as mesmas e então afetar a síntese de proteínas envolvidas em 

mecanismos celulares neuroprotetores e de autofagia, o que pode levar ao aumento de 

agregados proteicos tóxicos em células neuronais e consequentemente ao desenvolvimento da 

Dalz.  

Por fim, conclui-se que o emprego de superfícies condutoras modificadas com 

oligonucleotídeos aliado a técnicas eletroquímicas tais como a VPD e a EIE consiste em uma 

ferramenta promissora para o estudo de interações do tipo proteína-DNA envolvidas na Dalz, 

sendo capaz de proporcionar evidências de como a presença da ApoE4 pode influenciar na 

maior probabilidade de desenvolvimento da doença, além de ajudar a elucidar possíveis fatores 

que favorecem a sua ocorrência em pacientes idosos.  
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CAPÍTULO 4 – CONCLUSÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 

 

4.1 CONCLUSÕES FINAIS 

 

Neste trabalho, relatou-se a construção, caracterização e aplicação de biossensores 

eletroquímicos à base de materiais carbonáceos e inorgânicos como transdutores ou 

modificadores. Valendo-se de características como simplicidade de operação, sensibilidade, 

especificidade, e o fato de consistirem em sistemas do tipo label-free, os dispositivos 

desenvolvidos mostraram-se promissores para a detecção de biomarcadores e eventos de 

interação entre biomoléculas de relevância biológica e clínica.  

Eletrodos de carbono vítreo oxidados e modificados com AuNPs-ARG mostraram ser 

uma plataforma atrativa para a imobilização covalente de anticorpos para a detecção do 

hormônio esteroide DHEAS, conhecido biomarcador de CCA. O imunossensor desenvolvido 

mostrou-se estável e com boa sensibilidade ao analito mencionado, além de níveis satisfatórios 

de exatidão, precisão e especificidade. Tais características permitiram sua aplicação na 

quantificação de DHEAS em amostras de plasma de pacientes portadores da mutação TP53 

R337H, sugerindo o seu potencial como uma ferramenta alternativa para o diagnóstico precoce 

de CCA, principalmente em crianças.  

O emprego da técnica de SAM permitiu a imobilização de oligonucleotídeos 

relacionados à expressão de proteínas envolvidas em mecanismos celulares neuroprotetores 

(SIRT1) e em processos autofágicos (CLEAR) em AuEs, juntamente com MCH como agente 

espaçador. Os biossensores construídos permitiram a realização de estudos por VPD e EIE 

visando a detecção da interação entre o duplex de tais fragmentos de DNA e as isoformas 

ApoE4, ApoE3 e ApoE2, as quais são reconhecidas por sua relação com o desenvolvimento da 

DAlz em pacientes idosos. Ambas as sequências mostraram interagir mais significativamente 

com a ApoE4, concordando com estudos reportados previamente.  

É importante destacar a versatilidade apresentada pelo ouro, seja na forma de AuNPs 

ou como material eletródico, na construção dos biossensores desenvolvidos. No caso do 

imunossensor para CCA, as AuNPs-ARG conferiram à plataforma características atrativas 

como uma maior condutividade elétrica, maior área superficial, o que acarretou uma 

imobilização efetiva dos anticorpos e maior sensibilidade para o dispositivo. Para os 

biossensores à base de DNA, a utilização dos AuE possibilitou a imobilização dos 

oligonucleotídeos de forma organizada e estável por meio do estabelecimento de ligações 
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covalentes Au-S, o que levou à eficiência de hibridização e reconhecimento adequado de seus 

alvos proteicos. 

De maneira geral, os resultados obtidos no presente trabalho evidenciaram que a 

construção de dispositivos eletroquímicos consiste em uma estratégia promissora e com atrativo 

potencial de aplicação em sistemas possibilitando tanto a determinação direta de biomarcadores 

visando o diagnóstico clínico precoce de enfermidades, quanto a detecção de eventos de 

interação do tipo proteína-DNA envolvidos em processos patológicos.  

 

4.2 PERSPECTIVAS  

 

Os resultados promissores obtidos com os biossensores apresentados abriram novas 

perspectivas de estudo que podem ser exploradas em trabalhos futuros, tanto em relação à 

síntese de novos tipos de nanomateriais, quanto ao desenvolvimento e aplicação de novas 

plataformas em sistemas bioanalíticos de detecção. Entre tais perspectivas, pode-se citar:  

• Emprego de aminoácidos como lisina, cisteína ou metionina na síntese de AuNPs, e de 

ARG na produção de nanopartículas de outros metais (como platina, prata ou cobre); 

• Avaliação das possíveis propriedades biomédicas das AuNPs-ARG e atividades biológicas 

das mesmas (antitumoral e antibacteriana); 

• Emprego de técnicas voltamétricas (voltametria de onda quadrada e de pulso diferencial) 

para a determinação de DHEAS com o imunossensor ox-ECV/AuNPs-ARG/IgM;   

• Emprego da plataforma ox-ECV/AuNPs-ARG para imobilização de outros anticorpos, 

como estratégia de construção de novos imunossensores para analitos clinicamente 

relevantes;  

• Incorporação de compostos eletroativos (como complexos metálicos) às plataformas 

desenvolvidas para atuação como centros redox; 

• Utilização da técnica de eletrodeposição de AuNPs sobre eletrodos de carbono como 

plataforma para imobilização de oligonucleotídeos funcionalizados;  

• Realização de estudos por meio de técnicas como SPR e ITC para a determinação das 

constantes de afinidade entre as sequências SIRT1 e CLEAR e as diferentes isoformas de 

ApoE investigadas.  
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