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VPD – voltametria de pulso diferencial 

Z’ – impedância real 

Z’’ – impedância imaginária 

W – impedância de Warburg 
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Materiais 

 

2-aminofenol (C6H7NO) 99% - Acros Organics. Massa molar: 109,13 g.mol-1 

3-aminofenol (C6H7NO) 98% - Aldrich. Massa molar: 109,13 g.mol-1 

4-aminofenol (C6H7NO) 97,5 % - Acros. Massa molar: 109,13 g.mol-1 

Ácido nítrico (HNO3) P.A (65%) – Cinética. Massa molar: 63,01 g.mol-1 

Ácido perclórico (HClO4) P.A (70%) – A.C.S. Massa molar: 100,46 g.mol-1,  

1dm3 = 1,675g 

Álcool etílico absoluto (C2H5OH) P.A (99,5%).-A.C.S. Massa molar: 46,07 g.mol-1.  

Brometo de etídio (C21H20BRN3) – Merck. Massa molar: 394,29 g.mol-1. 

Cloreto de sódio (NaCl) P.A. – Vetec. Massa molar: 58,44 g.mol-1. 

Cloreto de potássio (KCl) P.A. – Vetec. Massa molar: 74,56 g.mol-1 

DNA de Calf Thymus – CalBiochem 

EDTA (C10H14N2O8Na2.2H2O) P.A. – Vetec. Massa molar: 372,24 g.mol-1. 

Ferrocianeto de potássio [K4Fe(CN)6.3H2O] P.A. – Vetec. Massa molar: 422,39 g.mol-1 

Ferricianeto de potássio [K3Fe(CN)6] P.A – Reagen. Massa molar: 329,25 g.mol-1 

Hidrogenofosfato dissódico (Na2HPO4) P.A. – Vetec. Massa molar: 141,96 g.mol-1 

Dihidrogenofosfato de sódio anidro (NaH2PO4) P.A. – Vetec. Massa Molar: 119,98 

g.mol-1 

Hidróxido de sódio (NaOH) P.A. – Vetec. Massa molar: 40,00 g.mol-1 

2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol [(HOCH2)3CNH2-HCl] – Gibco BRL. Massa 

molar: 157,64 g.mol-1. 
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Resumo: A construção de sensores biológicos tem se tornado uma atividade ampla no 

ramo da ciência visando principalmente questões de saúde e de meio ambiente. O 

desenvolvimento desses biossensores em laboratório tem sido trabalhado por vários 

grupos de pesquisa, buscando dispositivos, específicos, de baixo custo e de fácil 

manuseio e preparação. As técnicas eletroquímicas são as que concentram o maior 

número de trabalhos realizados devido à facilidade no processo e na instrumentação, 

permitindo obter resultados rápidos e confiáveis. Eletrodos modificados com polímeros 

condutores estão sendo utilizados, pois melhoram a resposta analítica além de auxiliar 

na imobilização das biomoléculas em questão. Este trabalho visou a utilização de 

eletrodos de grafite e eletrodos de grafite modificados com o polímero poli(3-

aminofenol) para construção de biossensores baseados em DNA para detecção do vírus 

da hepatite C e câncer de próstata. O polímero apresenta condições adequadas 

(facilidade na formação, estabilidade térmica e eletroquímica, além da possibilidade de 

funcionalizações na estrutura) para a construção dos sensores. Os produtos de PCR 

desnaturados foram imobilizados com sucesso na matriz polimérica. A detecção indireta 

de hibridização foi realizada utilizando sinal de oxidação de brometo de etídio (BE).  O 

sistema de detecção para o câncer de próstata e hepatite C foi otimizado com 15 

minutos de interação do alvo com a sonda, concentração de BE a 0,54 mmol.dm-3, 

limite de detecção de 16 e 19 ng e quantificação de 54 e 64 ng para o câncer de próstata 

e hepatite C, respectivamente, e estabilidade para os sensores de 60 dias.  Espectros de 

impedância eletroquímica foram obtidos comprovando a eficiência na imobilização da 

sondas e alvos devido às diferenças eletrostáticas entre a solução aniônica e os materiais 

imobilizados. Aumento nos valores de resistência e capacitância dos sistemas contendo 

a sonda para os sistemas contendo os alvos mostraram qualitativamente uma diferença 

nas respostas. Um modelo matemático baseado em planejamentos fatoriais entre BE e 

DNA de Calf Thymus foi feito através de medidas de espectroscopia de fluorescência, 

UV-visível e voltametria de pulso diferencial. Uma proporção de 6:1 de DNA/BE foi 

determinada como melhor e, na faixa trabalhada neste estudo, a influência de cloreto de 

sódio foi investigada, com melhores resultados a uma concentração de 20 mmol.dm-3. 
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Abstract: The development of biologic sensors has become a wide activity in science 

seeking mainly health and environmental issues. The biosensor development in 

laboratory has been investigated by many researchers seeking sensitivity, specific, low 

cost and portable devices. The electrochemical techniques are used in the largest 

number of works due to the easiness in the process and in the instrumentation, allowing 

for the rapid and reliable results. Modified electrodes with conducting polymers have 

been used because they improve the analytical response in addition to aid in the 

biomolecule immobilization. This work aimed the use of graphite electrodes and 

graphite electrodes modified with poly(3-aminophenol) for the construction of DNA-

based biosensors for the detection of hepatitis C virus and prostate cancer. The polymer 

presents adequate conditions (ease in formation, thermal and electrochemical stability 

besides the presence of functionalizations in its structure) for the sensor construction. 

The denatured PCR products were successfully immobilized over the polymeric matrix. 

The hybridization indirect detections were performed using ethidium bromide (EB) 

oxidation signal. The detection system for prostate cancer and hepatitis C was optimized 

with 15 minutes of interaction between target and probe, concentration of EB at 0.54 

mmol.dm-3, detection limit of 16 and 19 ng and quantification limit of 54 and 64 ng for 

prostate cancer and hepatitis C, respectively and lifetime for the sensors of 60 days. 

Electrochemical impedance spectra were obtained proving the probe and target 

immobilization efficiency due to electrostatic differences between the anionic solution 

and the immobilized material. Increase in resistance and capacitance values of the 

systems containing the probe for the systems containing the targets shown a response 

difference, qualitatively. A mathematic model based on factorial design planning 

between EB and Calf Thymus DNA was performed through fluorescence spectroscopy, 

UV-visible spectroscopy and differential pulse voltammetry. A proportion of 6:1 for 

DNA/EB was found the best condition and, in the working range of this study, the 

influence of sodium chloride was investigated, with the better results for a concentration 

of 20 mmol.dm-3.   
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1. Introdução 

 

1.1. Hepatite C 

 

A hepatite é uma inflamação do fígado associada a um amplo espectro de 

manifestações clínicas, que vão desde a infecção assintomática, passando pela hepatite 

ictérica até a necrose hepática. Foram identificados 5 tipos de vírus da hepatite, 

denominados, vírus da hepatite A, da hepatite B, C, D e E [1].  

O vírus da hepatite C (VHC) é um vírus de ácido ribonucléico (RNA) 

pertencente à família Flaviridae, mesma da dengue e da febre amarela [2]. É uma 

doença transmissível pelo sangue, ocorrendo com maior freqüência através de 

transfusões sangüíneas ou de hemoderivados, bem como por via parenteral não-

transfusional e percutânea em toxicômanos, pacientes expostos a métodos diagnósticos 

invasivos, tatuagens, hemodiálise, transplantes, e em profissionais da área de saúde. 

Práticas tradicionais, como acupuntura com agulhas não esterilizadas, e acidentes 

ocasionais, como lesões incisas com facas não esterilizadas, foram identificadas como 

modos prováveis de transmissão. Existe também associação com relações sexuais e 

promiscuidade. Profissionais de saúde apresentam uma prevalência de infecção por 

VHC três a quatro vezes maiores do que a população em geral [3].   

Uma compreensão da estrutura viral e do mecanismo de ação no organismo 

auxilia a compreensão da gravidade da doença. O vírus da hepatite C foi primeiramente 

identificado por clonagem molecular do genoma do vírus em 1989 [4]. Possui genoma 

de cadeia simples de RNA medindo 9,6 quilobases (qb). Possui uma fase de leitura 

aberta grande de 9030 à 9099 para codificar uma grande poliproteína contendo de 3010 

a 3033 aminoácidos. Esta poliproteína é processada por uma combinação de proteinases 

virais e proteinases do hospedeiro e produz no mínimo 10 proteínas pós-translacionais. 

As proteínas que estão mais próximas dos grupos terminais amino da poliproteína são 

chamadas de proteínas estruturais, contendo a proteína central (nucleocapsídeo) seguida 

por duas proteínas glicosiladas E1 e E2, que concentram a parte mais variada do 

genoma. As proteínas mais próximas dos grupos carboxila terminais da poliproteína são 

chamadas de não-estruturais (NS), NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B [5]. Além 

desses, mais dois domínios são encontrados, chamados de regiões não-translacionais (do 
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inglês, untranslated region, UTR), uma na posição 5’ e a outra na posição 3’ do 

genoma, como podem ser vistos na Figura 1: 

 

Figura 1: Estrutura modelo para o vírus da hepatite C e proteínas codificadas 

pelo genoma do vírus [6]. 

 

A inserção viral no citoplasma da célula hospedeira se dá via glicoproteínas dos 

envelopes, mediada por receptores que interagem entre si para formar um heterodímero 

não-covalente E1E2 [7]. Embora ainda não completamente elucidados, vários estudos 

apontam que certas moléculas expressas nas superfícies das células do fígado são as 

responsáveis pela entrada do vírus; a CD81, SR-BI e CLDN-1. Tais células são 

encontradas em todo o organismo, porém a infecção pelo VHC foi estudada e o fígado 

foi comprovado ser o órgão de replicação do vírus através da detecção das proteínas 

não-estruturais em pacientes contaminados [8]. A explicação se deve ao estudo de 

Perugini et al. [9] mostra que um produto de clivagem, denominado EWI-2 que 

apresenta um efeito inibitório para a entrada do VHC nas células, produto que não está 

presente nas células do fígado. O EWI-2 pode estar reduzindo a acessibilidade das 

glicoproteínas às moléculas expressas no fígado por impedimentos estéricos como 
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também por modificações conformacionais nas mesmas, bloqueando a ligação dos 

heterodímeros. Além das proteínas do envelope estar diretamente associadas às 

interações com as moléculas do fígado, lipoproteínas como LDL e VLDL interagem 

com os heterodímeros do vírus em circulação com o sangue e facilitam a entrada nas 

células mediadas principalmente pela SR-BI [10].  Como o fígado é o principal local de 

formação de lipoproteínas, as interações e mediações com o VHC ocorrem com maior 

facilidade. Apesar de pouco conhecido, o mecanismo molecular da replicação do VHC, 

acredita-se que ele se assemelhe às replicações de outros vírus baseados em RNA de 

sonda positiva, o que pode ser visualizado no esquema apresentado na Figura 2: 

 

Figura 2: Ciclo de vida do vírus da hepatite C [11]. 

 

Após a entrada do VHC na célula, os nucleocapsídeos são liberados na célula 

onde o RNA viral age como RNA mensageiro para translação. Na replicação do RNA, 

RNA - dependente converte a sonda positiva VHC RNA (+) em sonda negativa VHC 

RNA (-), a qual serve como base para futuras sínteses de RNA (+). Replicação 

citoplasmática ocorre via complexos de replicação associados à membrana em uma rede 

membranosa perinuclear. RNA genômico contém plasmídeos iniciadores dentro das 

vesículas citoplásmicas através de membranas celulares, as quais se fundem com a 

membrana plasmática [11]. O processo de replicação é geralmente não-citolítico (a 

célula alvo é infectada, mas não morre). Na maioria dos casos, a infecção crônica 
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continua por muitos anos sem a evidência de dano ao hepatócito, ou seja, uma doença 

silenciosa, pois seria assintomática nos primeiros estágios de desenvolvimento. 

Devido à variabilidade genética do VHC, um sistema consensual de 

nomenclatura foi proposto [12], onde os grupos principais do vírus são designados 

como genótipos e discriminados com numerais arábicos e os subtipos dentro de um 

mesmo genótipo são indicados por letras minúsculas, por ordem de descoberta. Existem 

pelo menos 6 genótipos e mais de 50 subtipos descritos. Embora todos os genótipos 

possam ser encontrados ao redor do mundo, existe clara distribuição geográfica. Os 

genótipos 1a, 1b, 2a, 2b, 2c, e 3a somam mais de 90% das infecções por VHC na 

América do Norte e do Sul, Europa, Rússia, China, Japão, Austrália e Nova Zelândia. 

Os genótipos 1a e 1b são responsáveis por 80% (40% cada) dos casos de infecção pelo 

VHC nos Estados Unidos [13]. O genótipo 1b soma aproximadamente dois terços 

isolados de VHC no sul da Europa, China, Rússia e Japão. O genótipo 4a é o mais 

predominante no Egito e o genótipo 5a é isolado em 50% de pessoas infectadas pelo 

VHC na África do Sul. O genótipo 6 é encontrado no Sudeste Asiático [14]. Na maior 

parte das regiões brasileiras, o genótipo 1 é o agente etiológico em 60-75% das 

infecções pelo VHC. O genótipo 3 é o segundo predominante e o genótipo 2 constitui 

menos de 5% dos casos [15]. 

A infecção pelo vírus da hepatite C é um problema de saúde pública em todo o 

mundo, inclusive no Brasil. Dados da Organização Mundial de Saúde (OMS) estimam 

que aproximadamente 3% da população mundial estariam infectadas por este vírus [16], 

com uma alta diversidade na distribuição da doença por região, especialmente no 

Pacífico Oeste, como pode ser visto na tabela, abaixo: 

 

Tabela 1: População infectada pela hepatite C por região [17] 

Região População infectada (milhões) 

Europa 8,9 

Américas 13,1 

Sudeste asiático 32,3 

Pacífico Oeste 62,2 

Mediterrâneo Leste 21,3 

África 31,9 
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1.2. Câncer de próstata 

 

A próstata é um pequeno órgão glandular situado logo abaixo da bexiga, como 

pode ser visto na Figura 3, em forma de uma castanha portuguesa, atravessada pela 

uretra. É um órgão predominante entre os homens e o seu desenvolvimento é estimulado 

pelo hormônio sexual masculino, a testosterona, produzida pelos testículos. Produz uma 

substância que, juntamente com a secreção da vesícula seminal e os espermatozóides 

produzidos nos testículos, vai formar o esperma. Sem o líquido produzido pela próstata, 

os espermatozóides não viveriam até atingir o óvulo no momento da fecundação.  

 

Figura 3: Esquema do aparelho reprodutor masculino. 

  

As doenças não cancerosas relacionadas a esse órgão podem ser classificadas 

como:  

a) prostatite aguda, inflamação de origem bacteriana da próstata que ocorre em 

qualquer idade. Febre, calafrios, dor perineal, dificuldade e ardência para urinar são os 

principais sintomas. O tratamento é feito com antibióticos específicos e a cura é quase 

sempre obtida;  

b) prostatite crônica, inflamação de origem bacteriana recorrente. Os sintomas são 

semelhantes aos da prostatite aguda, porém, sem febre, em menor escala e de duração 

bem mais prolongada. O tratamento é feito com antibióticos e/ou outros medicamentos 

de suporte. A condição é de difícil tratamento e pode haver necessidade de massagem 

prostática;  

c) hipertrofia benigna da próstata (HBP), também conhecida como adenoma de 

próstata, consiste em um crescimento das glândulas prostáticas e, consequentemente, de 

toda a próstata. Suas causas ainda são indeterminadas. O crescimento da próstata 
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comprime a uretra determinando uma série de sintomas urinários como, por exemplo, 

levantar várias vezes para urinar, ardência para urinar e diminuição da força e calibre do 

jato urinário.  

Câncer não é apenas uma doença, mas um termo genérico utilizado para 

englobar um grupo de mais de duzentas doenças compartilhando características comuns. 

Os carcinomas são os tipos de câncer caracterizados por seu crescimento irregular e 

espalhamento das células a outras partes do corpo [18]. 

O câncer da próstata possui a sua etiologia indeterminada. Hering [19] salienta 

que o progredir da idade e a presença de testosterona no sangue são os fatores de risco 

mais importantes para o seu desenvolvimento. Além disso, a dieta rica em gordura 

animal e a hereditariedade estão envolvidas com a doença. O risco de câncer de próstata 

aumenta 1,5 vezes quando um parente de 1º grau (pai ou irmão) tem o tumor e 5 vezes 

quando são acometidos dois parentes de primeiro grau. Nos casos hereditários, o câncer 

manifesta-se mais precocemente, muitas vezes antes dos 50 anos. Vê-se, então, que os 

antecedentes familiares têm particular importância por elevarem o risco de ocorrência 

do carcinoma prostático. 

Um estudo de Srougi e Simon [20] apresentou dois pontos sobre o câncer de 

próstata. O primeiro é o fato de que sua incidência aumenta com a idade, atingindo 

quase 50 % dos indivíduos com 80 anos. Deste modo, um indivíduo que estiver por 

volta de 100 anos, provavelmente, não será poupado por esse tumor. O segundo é que, 

para a maioria de indivíduos o câncer de próstata não lhes causa nenhum mal 

perceptível, não apresentando nenhum sintoma na sua fase inicial. Numa fase adiantada 

começará a obstruir a urina.  

Segundo Rose [21], os “proto-oncogenes” dão a ordem para uma célula normal 

se transformar em outra maligna. Isto só não ocorre indiscriminadamente porque a 

função dos proto-oncogenes é antagonizada por outro grupo de genes protetores, 

chamados de “supressores”, dos quais os mais conhecidos são o p53 e a retinoblastoma 

(rb). 

A ativação dos genes supressores de crescimento celular excessivo, p53 e rb 

ocorrem quando alguns tipos de complexos formados por proteínas citoplasmpaticas 

que controlam o ciclo das células não são completados corretamente. Dentre as 

principais proteínas estão as ciclinas e quinases dependentes de ciclinas (CDK), 

responsáveis na formação do complexo ciclina-CDK, promovendo uma ativação de um 

fator de transcrição pela remoção do inibidor do fator de transcrição. Este fator ativa a 
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transcrição dos genes requerida para os próximos estágios do ciclo celular, incluindo os 

genes ciclina e CDK. Durante o ciclo celular, níveis de ciclina dentro das células elevam 

e diminuem, mas os níveis de CDK permanecem praticamente constantes. Ativação das 

CDKs é um evento central na regulação do ciclo celular e suas ativações são, portanto, 

reguladas de diferentes maneiras, como pode ser visto no esquema apresentado na 

Figura 4: 

 

Figura 4: Ações da p53 e rb no ciclo celular [18]. 

 

A rb é ativada quando a ciclina D forma um complexo com CDK4/6 o que 

fosforila o gene, permitindo a liberação de fatores de transcrição, necessário para 

replicação do DNA e para a progressão do ciclo celular. A p53 funciona por detectar 

dano ao DNA e impedindo o ciclo celular. Isso é essencial devido ao impedimento da 

replicação de DNA danificado, que poderia ser manifestado na forma de mutação. A 

p53 é ativada e inicia a transcrição do gene para p21, a qual é inibidora da CDK.    

O câncer, conhecido pelo crescimento anormal das células, ocorre quando os 

genes p53 não funcionam corretamente. Mais da metade dos tumores humanos 

apresentam mutações na p53 e, portanto, sua inativação. Dessa maneira, não há inibição 
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dos proto-oncogenes na mitose. Os proto-oncogenes, importantes promotores no 

crescimento celular e divisão, podem ser mutados em oncogenes e promover um efeito 

negativo. Um simples oncogene não seria capaz de originar o câncer, mas pode causar a 

perda do controle inibitório do ciclo celular aumentando a taxa de mitose. Quando isso 

ocorre, pode ser o começo do caminho que leva ao desenvolvimento do câncer [18]. 

Com o passar dos anos (eis o motivo do câncer se desenvolver em indivíduos em idades 

avançadas) acumulam-se perdas dos genes supressores, ocasionando liberação da 

atividade dos proto-oncogenes e permitindo a degeneração das células prostáticas.  

 O câncer de próstata, quando avança, pode se disseminar pelo corpo, vindo a 

atingir outros órgãos e, principalmente, os ossos. Uma dor na coluna vertebral num 

indivíduo na idade de risco pode ser uma disseminação do tumor. Pode também atingir 

as costelas, bacia, fêmures, etc. Muitas vezes o indivíduo tem uma fratura espontânea do 

fêmur, sem qualquer trauma, o que poderá ser uma fratura patológica, provocada pela 

disseminação do tumor. 

A evolução dos pacientes com câncer de próstata depende de algumas variáveis, 

destacando-se o grau histológico do tumor e o estágio da doença no momento do 

diagnóstico e o volume tumoral. Sob o ponto de vista histológico, as neoplasias da 

próstata costumam ser classificadas em função do grau da distorção glandular. Um 

sistema utilizado para esse fim é o estadiamento TNM. 

Desenvolvido pelo The American Joint Committee on Cancer [22], o TNM é um 

sistema internacional que descreve os estágios da doença prostática e os métodos 

comuns de tratamento. T se refere ao tamanho do tumor primário, N descreve a 

extensão do envolvimento do nódulo linfático e M se refere à presença ou ausência de 

metástases. A escala de Gleason serve para classificar a evolução do tumor baseado em 

tecido da possível região afetada por biópsia. A escala é numérica, variando de 1 a 10, 

onde a partir de sete (7) delimita-se a presença de tumores mais agressivos. A escala é 

assim chamada em homenagem ao Dr. Donald Gleason, um patologista de Mineápolis 

que a desenvolveu juntamente com outros colegas do Hospital dos Veteranos de 

Mineápolis na década de 60 [23]. 

O Instituto Nacional de Câncer (INCA) é o órgão do Ministério da Saúde, 

vinculado à Secretaria de Atenção à Saúde, responsável por desenvolver e coordenar 

ações integradas para a prevenção e controle do câncer no Brasil.  

A implementação das ações nacionais voltadas para a prevenção e controle do 

câncer depende diretamente das atividades relacionadas à vigilância que são realizadas 
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com base nas informações obtidas dos Registros de Câncer de Base Populacional 

(RCBP), supervisionados pelo INCA/MS, e do Sistema de Informação sobre 

Mortalidade (SIM), do Ministério da Saúde, centralizado nacionalmente pela Secretaria 

de Vigilância à Saúde - SVS/MS. A partir destas informações, desde 1995, o INCA 

estima e publica anualmente a incidência de câncer, o que tem sido um recurso 

indispensável para o planejamento destas ações. A última estimativa realizada mostrou 

que o número de novos casos de câncer de próstata estimados para o Brasil no ano de 

2010 é de 52350, 54 casos para cada 100 mil homens, perdendo apenas para o câncer de 

pele não melanoma (53410 casos) [24], como pode ser visto na Figura 5: 

 

 

Figura 5: Tipos de câncer mais incidentes estimados para 2010 na população 

brasileira [24]. 

  

No mundo, o número de casos novos diagnosticados de câncer de próstata 

representa 15,3% de todos os casos incidentes de câncer em países desenvolvidos e 

4,3% dos casos em países em desenvolvimento. O câncer de próstata é o mais 

prevalente em homens. 
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1.3. Diagnóstico 

 

Ambas as doenças descritas nos tópicos anteriores possuem em comum o fato de 

serem assintomáticas nos estágios iniciais e que, sem um diagnóstico precoce, podem 

evoluir e causar danos sérios e irreparáveis aos indivíduos. 

 

1.3.1. Hepatite C 

 

O diagnóstico da hepatite C pode ser dividido em dois grupos: sorológicos e 

moleculares. Os testes comercializados para detecção do anti-VHC são os ELISA 

(ensaio de enzimas imuno-adsorvidas), que apresentam vantagens como rapidez no 

processamento, facilidade de automação, alta confiabilidade e custo relativamente 

baixo. As três gerações de ELISA desenvolvidas até o momento utilizam proteínas 

recombinantes ou peptídeos sintéticos para a captação do anti-VHC. O teste ELISA I, 

de primeira geração (não mais utilizado na prática clínica), tinha como alvo somente um 

antígeno, o polipeptídeo c100-3. A segunda geração do teste ELISA (ELISA II) surgiu 

em 1992 nos Estados Unidos, tendo incorporado duas proteínas recombinantes do VHC: 

c22- 3 (derivada da região estrutural, ou core) e c33-c (derivada da região não-estrutural 

NS3). O teste ELISA de terceira geração (ELISA III) incluiu antígenos recombinantes 

ou peptídeos sintéticos para captura de anticorpos e adicionou um antígeno da região 

NS5. Com a última geração, reduziu-se o tempo médio de soroconversão de detecção 

para 7 a 8 semanas. Além disso, aumentou-se a sensibilidade para detecção da infecção, 

atribuída à nova configuração dos antígenos já presentes no ELISA II e não à presença 

do antígeno NS5 [25]. 

A baixa especificidade dos ELISA determinou o desenvolvimento de testes 

suplementares para confirmação diagnóstica da infecção pelo VHC em indivíduos com 

resultados positivos. Nos testes suplementares, a especificidade indica a proporção de 

indivíduos com resultado negativo quando a infecção está ausente. Contudo, um 

resultado positivo mesmo em um teste suplementar nem sempre é indicativo de 

infecção, visto que os pacientes que se recuperam da infecção podem permanecer anti-

VHC positivos durante anos. Um dos testes por imunoblot mais utilizados é 

comercializado com o nome de RIBA (ensaio de imunoblot recombinante) e produzido 

pela Chiron Corporation. As modificações de configuração do RIBA foram surgindo 
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concomitantemente com as dos testes ELISA, havendo até o momento três gerações, 

sendo que o RIBA I não é mais comercializado. No RIBA, incuba-se o soro do paciente 

com tiras de nitrocelulose. Nessas tiras estão imobilizados, em bandas individuais, os 

diferentes antígenos recombinantes do VHC, a superóxido dismutase — já que, pela 

tecnologia utilizada, todos os antígenos são misturados com a superóxido dismutase — 

e duas bandas controle de imunoglobulina G. Como a taxa de falso-positivos dos testes 

ELISA II ou III nesse grupo é elevada, justifica-se o uso de um teste suplementar para 

estabelecer o diagnóstico da infecção [25]. 

Os testes moleculares qualitativos informam a presença ou não do RNA viral. O 

teste da reação em cadeia da polimerase (PCR) detecta diretamente a presença de RNA 

a um período mais curto que o ELISA e o RIBA, de 1 a 3 semanas após a infecção [26]. 

Mesmo o teste sendo de alta sensibilidade, deverá ser usado apenas quando há 

resultados inconclusivos nos testes sorológicos. Isso se deve porque virtualmente todos 

os pacientes que apresentam testes positivos anti-HCV, históricos de risco e valores de 

alanina aminotransferase no soro serão virêmicos (apresentarão resultados positivos por 

PCR, não havendo necessidade do teste a não ser que o paciente vá iniciar terapia 

antiviral). Pacientes que devem ser testados por PCR incluem os imunocomprometidos 

(HIV ou em processo de hemodiálise) que não podem gerar anticorpos para a infecção, 

pacientes que estejam em um período de infecção aguda, onde os anticorpos ainda não 

foram produzidos e pacientes com testes positivos para o HCV, mas com níveis normais 

de alanina aminotransferase [26,27]. 

A PCR juntamente com a enzima transcriptase reversa (RT-PCR), que catalisa a 

síntese do DNA complementar a partir da região 5’RNC do RNA viral, é utilizada para 

amplificar o DNA, produzindo quantidades suficientes para serem detectadas em gel de 

agarose [28]. O limite teórico de detecção, por PCR, em condições ótimas, é de 

aproximadamente 1000 cópias do genoma/ml [29], mas existem variações da técnica e 

uma das mais sensíveis é capaz de detectar até 100 cópias do genoma/ ml de soro [30]. 

A RT-PCR é uma técnica laboriosa que requer cuidados extremos para evitar resultados 

falso-positivos ou falso-negativos [31]. Como os protocolos não são padronizados, os 

resultados variam entre os laboratórios. Um estudo comparando os resultados da 

determinação do RNA do VHC por RT PCR em 31 laboratórios (principalmente 

europeus) constatou que apenas cinco (16%) identificaram corretamente todas as 

amostras do painel de controle [32].  
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Com o objetivo de tornar a administração de sangue e derivados mais segura, 

tem sido preconizado pesquisar o RNA do VHC através de técnicas de amplificação de 

ácidos nucléicos (NAT) [33]. Recentemente, a OMS estabeleceu o primeiro padrão de 

referência para esses testes [34]. Apesar de a técnica indicar aumento de segurança no 

uso de derivados de sangue, há registro de transmissão do VHC através da transfusão de 

concentrado de plaquetas feito a partir de sangue com teste de amplificação negativo 

[35]. O tempo atual para detecção com a técnica NAT é de aproximadamente 2 dias, 

porém o custo do exame ainda é bem alto para os padrões brasileiros, 25 dólares por 

bolsa de sangue [36]. 

 

1.3.2. Câncer de próstata 

 

O diagnóstico clínico mais comum para pacientes com suspeita de tumor na 

próstata ocorre através de exames de rotina pelo exame de toque retal (DRE) [37], o 

qual depende da sensibilidade manual do operador em encontrar anormalidades no 

órgão.  

  Um segundo diagnóstico é feito pelo antígeno prostático específico (PSA), uma 

protease sérica produzida pelo epitélio  prostático para manter o fluido seminal [38]. É 

composta de uma cadeia única de glicoproteína que exibe atividade proteolítica similar 

à quimiotripsina [39]. O primeiro arranjo imunológico criado para medir o PSA foi de 

tipo sandwich, ELISA [40], suficientemente sensível para detectar PSA no soro de um 

homem normal e de pacientes com HBP e câncer de próstata. Os níveis de PSA [41] 

encontrados no sangue são muito baixos, na ordem de 0,4 à 4,0 ng.mL-1. Os níveis de 

PSA estando entre 4,0 e 10,0 ng.mL-1 são considerados suspeitos e devem ser seguidos 

de uma ultrassonografia retal, embora estudos [42] indiquem que a biópsia ainda pode 

ser evitada nesse nível. 

Trabalhos [43,44] estão sendo realizados utilizando o PSA como marcador para 

que se consiga diminuir a sensibilidade de detecção e auxiliar no tratamento do câncer. 

A maioria dos estudos tem contribuído também para o esclarecimento das causas e a 

função de alguns genes importantes no desenvolvimento desse tipo de câncer, com 

diagnóstico precoce e tratamento dos pacientes com uma precisão relativamente alta, 

cerca de 97% [45,46]. Ainda, entretanto, 50% dos pacientes com câncer no estágio T1 e 

40% em T2 não são detectados por marcadores moleculares em sangue periférico [47]. 
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Somente pacientes em estágio avançado (T3 e T4) é que são detectados com 

micrometástases circulantes em sangue periférico. O monitoramento da terapêutica 

adotada é ainda ineficaz, bem como poucos são os recursos para o tratamento deste 

câncer, culminando geralmente em cirurgia. 

Atualmente, os diagnósticos para a hepatite C e para o câncer de próstata que 

conseguem detectar as doenças em estágios não avançados baseiam-se em métodos que 

ainda apresentam controvérsias na literatura, como é o caso dos níveis de PSA, os 

resultados falsos do ELISA, RIBA e PCR, além do pouco sucesso de detecção nos 

estágios iniciais das doenças. Embora estudos estejam sendo realizados [44,48], ainda 

não há uma plataforma diagnóstica confiável para a detecção precoce, o que reduziria o 

potencial para infecção e disseminação das doenças. Diante do contexto atual do 

diagnóstico das diversas doenças, propõe-se desenvolver plataformas diagnósticas que 

possam gerar resultados com rapidez, especificidade, sensibilidade, baixo custo e de 

fácil manuseio, características encontradas nos sensores biológicos.  

 

1.4. Biossensores 

  

Biossensores são dispositivos analíticos que contêm um material biológico, 

também chamado de camada de reconhecimento, sensível, imobilizada a um transdutor, 

responsável por transduzir, ou seja, identificar e converter um sinal baseado nas 

alterações biológicas em um sinal quantitativo, proporcional à concentração do analito 

em questão e mensurável através de um sistema de detecção específico [49].  

Uma definição mais elaborada, proposta pela IUPAC [50], um biossensor é um 

dispositivo integrado que é capaz de fornecer quantidade específica de informação 

analítica usando um elemento de reconhecimento biológico (receptor bioquímico) em 

contato espacial direto com o transdutor. Um biossensor deve ser claramente 

distinguível de um processo bioanalítico, o qual requer etapas de processamento 

adicional tal como adição de reagente. Um esquema de um biossensor pode ser visto na 

Figura 6: 
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Figura 6: Esquema de um biossensor. 

  

Desde a construção do primeiro biossensor para detecção de glicose por Clark e 

Lyons em 1962 [51], vários pesquisadores de todo o mundo têm trabalhado nessa nova 

área da ciência. O próprio biossensor de glicose até hoje é motivo de estudos, como 

mostram algumas revisões [52,53], com mais de 40 tipos de dispositivos no mercado. 

Isso mostra a evolução dos sistemas e da constante busca por melhoria nas detecções, 

não só nas áreas médicas, como o controle de diabete por monitoramento de glicose e 

outras doenças, mas também no monitoramento e controle de fármacos, alimentos e do 

meio ambiente. Dentre os diversos tipos de biossensores, o transdutor, a camada de 

reconhecimento e o modo de interação entre ambos são a chave para a construção dos 

dispositivos. O conhecimento e compreensão dessas peças-chave são fundamentais para 

o pesquisador 

 

1.4.1. Transdutores 

 

A. Transdutores piezoelétricos 

 

O transdutor pode variar em forma e função para se adequar à medida de 

interesse. Dentre os principais utilizados estão os piezoelétricos [54]. Esse tipo de 

sensor avalia variações de freqüência de um cristal de quartzo oscilante originadas por 

um aumento ou diminuição de massa na superfície. Assim, um sensor construído com 

uma biomolécula imobilizada sobre um cristal de quartzo trabalha com o princípio da 
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molécula alvo em solução interagir especificamente com a camada de reconhecimento, 

provocando uma alteração na freqüência de oscilação e, consequentemente, um aumento 

de massa do sistema, como pode ser visto na Figura 7A. Baseado no mesmo princípio 

de alteração de massa, biossensores também são construídos sobre cantilevers 

conhecido nos microscópios de força atômica (MFA) [55]. Devido à flexibilidade 

intrínseca dos cantilevers, as detecções podem ser medidas através da incorporação de 

sistemas piezoelétricos ou através de desvios do laser em medidas microscópicas [56]. 

 

 

Figura 7: Esquemas de um transdutor piezoelétrico utilizando cristal de quartzo 

(a) e um transdutor piezoelétrico utilizando cantilever (b) [56]. 

 

B. Transdutores ópticos 

 

Outro tipo de transdutor muito utilizado é o óptico [57]. Sistemas colorimétricos 

são amplamente utilizados em análises bioquímicas de rotina, como o ELISA, nos quais 

utilizam enzimas que promovem reações substrato-produto com variações na cor das 

soluções. Uma delas é a peroxidase que utiliza substratos produzidos por várias 

empresas, LumiGloR HRP Substrate e LumiGlo ReserveTM, ambos da KPL [58], 

3,3´,5,5´-tetrametilbenzidina e sal de ácido 2,2'-azenobis [3-etilbenzotiazolina-6-

sulfônico]-diamônio da Thermo Scientific Pierce [59]. Outra enzima importante é a 

fosfatase alcalina que utiliza kits contendo substratos colorimétricos como 4-nitrofenil 

fosfato pela Biovision [60], Bioassay [61] e pela Anaspec [62] e kits fluorimétricos de 

4-metilumbeliferil fosfato dissódico da Biovision [60]. Compostos fluorescentes ou 

quimioluminescentes são utilizados como marcadores ópticos baseados nas medidas 
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fluorescentes de excitação e emissão dos compostos ou de seus derivados, normalmente 

acoplados às amostras biológicas presentes no analito-alvo, como a fluoresceína [63] e o 

luminol [64]. Outras medidas, que não sejam por absorbância, fluorescência, 

fosforescência, luminescência, que necessitam de marcadores que apresentem tais 

propriedades, são baseadas em fenômenos ópticos, promovendo detecções através de 

diferenças nos índices de refração e espalhamento de luz.  

Os transdutores que são comumente combinados a essas técnicas são fibras 

ópticas, as quais transmitem luz baseados no fenômeno de refletância interna total (RIT) 

e são feitas de sílica ou plástico [65]. Quando esse fenômeno ocorre, os raios de luz são 

guiados através do núcleo da fibra com reduzida perda para a vizinhança. A fibra óptica 

é formada por um núcleo com índice de refração n1 e um revestimento com índice de 

refração n2 bem menor que n1. Quando um raio de luz atinge os limites da interface 

entre esses meios transparentes de diferentes índices de refração e o ângulo de 

incidência é maior do que o ângulo crítico, será totalmente refletido internamente e 

propagado através da fibra. Uma pequena porção de luz penetra o meio de reflexão por 

uma fração de comprimento de onda, o suficiente para o reconhecimento de diferentes 

índices de refração. Esse campo eletromagnético é conhecido como onda evanescente. 

Possui intensidade que decai exponencialmente com a distância, começando na 

interface e estendendo-se ao meio de menor índice de refração, onde estariam as 

biomoléculas, que interagiriam com a onda dentro da distância de penetração, 

produzindo uma rede de fluxo de energia através da superfície de reflexão na 

vizinhança, para manter o campo [66].  

Ressonância plasmônica de superfície (SPR) utiliza o espalhamento de luz, em 

princípio semelhante ao mencionado acima, em que não é necessária a modificação dos 

sistemas biológicos com marcadores. É um fenômeno óptico causado pela oscilação de 

densidade de carga na interface de dois meios com constantes dielétricas opostas como 

um metal e um dieletro e constantes [67]. Quando a luz em certo comprimento de onda 

interage com a interface metal-dieletro a um ângulo definido, há uma combinação da 

ressonância entre a energia do fóton de luz e o elétron superficial do metal. Dessa 

forma, a energia do fóton é transferida para a superfície do metal como pacotes de 

elétrons chamados plásmons e a reflexão de luz do filme metálico será atenuada. Esta 

ressonância é observada como um mínimo de resposta de refletância de luz quando o 

ângulo de incidência é variado, pela presença de modificações na superfície do metal, 
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uma biomolécula e seu complementar [68]. Esquemas de fibras ópticas e de SPR podem 

ser vistos na Figura 8: 

 

Figura 8: Esquema de funcionamento de uma fibra óptica (A) e da SPR (B) 

[66]. 

 

C. Transdutores térmicos 

 

Os transdutores térmicos são utilizados quando nas reações biológicas de 

interesse ocorre absorção ou liberação de calor. Isto é refletido nas mudanças de 

temperatura no meio reacional. Dispositivos termométricos mensuram as mudanças em 

temperatura de um fluido circulante seguindo uma reação sobre o transdutor contendo 

as biomoléculas imobilizadas. Baseado nos princípios de funcionamento de 

termômetros convencionais, os transdutores termométricos medem calor a partir de 

termistores. A liberação de calor total ou absorção é proporcional à entalpia molar e ao 

número de moléculas de produto criadas na reação bioquímica. Os termistores são 

resistores com um coeficiente de temperatura de resistência muito baixo. São 

semicondutores cerâmicos fabricados pela mistura de óxidos de manganês, níquel, 

cobalto, ferro e urânio. Uma mudança na temperatura é refletida como uma mudança na 

resistência, melhor descrita pela equação de Steinhart-Hart [69]: 

1/T=A+B(ln R)+C(ln R)            (1) 

RT=RT0e(1/T−1/T0)                      (2) 

Na equação (1), T é a temperatura, ln R é o logaritmo natural da resistência e A, 

B e C são coeficientes derivados. Para faixas de temperatura mais estreitas, a equação 

(2) pode ser empregada, onde RT e RT0 são a resistência de poder zero à temperatura 

absoluta T e T0, respectivamente. Β é a constante de material e varia entre 4000 e 5000 
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K. O coeficiente de temperatura de resistência entre -3 e -5.7 % por ºC é obtido [70]. 

Um esquema de um sensor que envolve a transdução térmica pode ser visto na Figura 9:  

 

Figura 9: Esquema de um sensor baseado em transdução térmica [70]. 

 

Vários tipos de termistores estão disponíveis comercialmente na forma de chips, 

tendo sido utilizadas para a construção de biossensores. Um exemplo é um dispositivo 

microfluídico capaz de detectar mudanças de entalpia em tempo real de reações 

bioquímicas e propriedades térmicas de fluidos biológicos. O dispositivo consiste de 

uma microtermopilha autônoma integrada com uma câmara de reação de vidro 

microfluidica [71]. Biossensores foram desenvolvidos para detecção de pesticidas 

utilizando calorímetro acoplado a sistemas de análise por injeção em fluxo e a enzima 

esterase de fígado de galinha como componente da camada de reconhecimento [72]. 

Na área alimentícia e farmacêutica, foram construídos biossensores baseados na 

calorimetria diferencial de microplacas em que a geração de calor, associada a reação 

exotérmica entre o ácido ascórbico e a enzima ascorbato oxidase é diferencialmente 

monitorada entre os poços vizinhos de um circuito integrado construído sobre pastilhas 

[73]. A detecção de trealose, um aditivo em alimentos, foi realizada através de um 

microcalorímetro, onde a concentração do analito por meios do receptor colocados no 

interior do reator calorimétrico é determinada simplesmente via a reação enzimática que 

ocorre no núcleo do calorímetro com o efeito do calor, revelado diretamente [74]. Foi 

utilizado também chips de silicone para detecção de aptâmeros e biotina em um 

calorímetro de fluxo, sendo considerado um dos métodos mais promissores para a 

detecção de biomoléculas livres de marcadores [75].  
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D. Transdutores eletroquímicos  

 

 Os transdutores eletroquímicos são os mais encontrados na literatura [76]. A 

diversidade de técnicas e materiais dos transdutores, aliadas à facilidade de construção e 

de mensuração explicam o alto interesse de utilização da eletroquímica como sistema 

para a construção de biossensores. Eletrodos de diversos materiais tais como: platina, 

ouro, carbono grafite, carbono vítreo e pasta de carbono são usados para a construção 

dos dispositivos. Além disso, os sistemas podem ser miniaturizados em eletrodos 

impressos (screen-printed), para serem comercializados, de baixo custo, fácil manuseio, 

além da mínima quantidade de amostra utilizável, porém mantendo a alta sensibilidade 

necessária. 

As detecções podem ser realizadas com base nas propriedades eletroquímicas 

das biomoléculas. A presença de grupamentos oxidáveis nas estruturas biológicas pode 

ser detectada por medidas de corrente e carga. Estas podem ser oxidadas ou reduzidas 

utilizando voltametrias de pulso, na qual uma faixa de potencial é aplicada e a corrente é 

medida proporcionalmente à concentração do analito em questão [77]. A partir daí, 

conhecendo-se o sistema, pode-se realizar uma amperometria, na qual há a aplicação de 

um potencial fixo, geralmente descoberto por voltametria e a medida de corrente é 

realizada diretamente em função do tempo. Esse tipo de biossensor é conhecido como 

amperométrico e é um dos mais encontrados utilizando transdutores eletroquímicos 

[78]. Biossensores coulométricos baseiam-se no mesmo princípio dos amperométricos, 

utilizando os valores de carga ao invés de corrente [79]. A presença de pares redox, ou 

seja, substâncias que apresentam simultaneamente potenciais de oxidação e redução 

podem ser trabalhadas por voltametria cíclica, na qual, assim como nas voltametrias de 

pulso, uma faixa de potencial é aplicada, só que como um ciclo, tanto anódico quanto 

catódico. Isso permite a avaliação das regiões redox das biomoléculas. Assim, após tal 

estudo, reconhecendo o potencial redox da biomolécula, pode-se realizar uma 

voltametria de onda quadrada. Nesta, o sinal de redução é invertido e somado ao de 

oxidação, ampliando o sinal e possibilitando uma detecção mais sensível. Biossensores 

voltamétricos também são comuns na literatura [80]. Dentre os métodos voltamétricos 

em eletroquímica, destacam-se a voltametria cíclica e voltametria de pulso diferencial. 

A primeira, dentre outras funções, normalmente é utilizada para modificação dos 

eletrodos de trabalho com polímeros e sua caracterização. A segunda costuma ser usada 
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na construção de sensores. A compreensão do funcionamento de ambas auxilia a 

entender a importância delas nos estudos mencionados.  

a. Voltametria 

 

Quando as técnicas eletroquímicas foram desenvolvidas, eram baseadas em 

eletrodos de trabalho de mercúrio. Como o mercúrio é um metal líquido, os sistemas 

utilizavam medidas em gotas e o eletrodo era conhecido como eletrodo gotejante de 

mercúrio. Surgia a polarografia, por utilizar mercúrio como eletrodo de trabalho. Com o 

passar do tempo novos eletrodos surgiram pela necessidade de trabalho em regiões de 

potencial diferentes da qual o mercúrio atuava. Eletrodos sólidos de platina, ouro e 

carbono (vítreo, grafite) são os mais importantes.  

O comportamento eletroquímico completo de um sistema pode ser obtido 

através de uma série de etapas a diferentes potenciais com a obtenção de curvas 

corrente-tempo para fornecer uma superfície tridimensional corrente-tempo-potencial. 

Entretanto, o acúmulo e análise desses dados podem ser tediosos especialmente quando 

um eletrodo estacionário é usado. Também, não é fácil reconhecer a presença de 

espécies diferentes de curvas corrente-tempo somente e etapas de potenciais muito 

pouco espaçadas são necessárias para a derivação de curvas bem resolvidas. Dessa 

forma, mais informação pode ser adquirida fazendo uma varredura de potencial com o 

tempo e amostrando a corrente em curvas corrente-potencial diretamente. A mais 

simples dessas técnicas chama-se voltametria de varredura linear. A voltametria é a 

técnica onde as informações quantitativas e qualitativas de uma espécie química são 

obtidas a partir do registro de curvas de potencial-corrente, feitas durante uma eletrólise 

da espécie química em questão contida em uma célula eletroquímica, com a presença 

de, no mínimo, dois eletrodos, um de trabalho e um de referência. Uma modificação 

nessa técnica, tornando-a mais completa é a voltametria cíclica. Nela, a varredura de 

potencial-tempo possui uma forma triangular e não linear, pois o potencial é varrido de 

um valor inicial a um valor específico e, em um tempo t, o potencial é varrido no 

sentido inverso até o valor inicial. Dessa forma, ambas as contribuições catódicas e 

anódicas de processos eletroquímicos podem ser avaliadas. Devido a essa técnica 

apresentar tais características, as informações obtidas são muito úteis para descrever os 

sistemas com as análises de corrente e potencial de oxidação e redução, concentração 

das espécies, coeficientes de difusão, área dos eletrodos, cinética das reações, dentre 
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outros. Nesse sentido, a voltametria cíclica é bastante usada no estudo de formação e 

caracterização de filmes poliméricos. 

Embora bastante úteis para descrever os processos eletroquímicos, a polarografia 

clássica, voltametria linear ou cíclica não permitem obter resultados de corrente quando 

a concentração das espécies é menor do que 10-4 – 10-5 mol.dm-3. Isso ocorre devido à 

presença da corrente capacitiva, corrente presente em todos os sistemas, originada em 

fenômenos relacionados à dupla camada elétrica. Essa camada funciona como um 

capacitor (por isso o nome capacitiva) entre a superfície do eletrodo e a solução logo em 

contato com essa superfície, devido à diferença de cargas presente nos sistemas. A cada 

medida de potencial em voltametria, há um carregamento e descarregamento da dupla 

camada, o que desenvolve essa corrente. As variações da corrente capacitiva (devido à 

dupla camada elétrica) e corrente faradaica (devido a processos redox), responsáveis 

pelas reações nos sistemas podem ser vistas na Figura 10: 

 

Figura 10: Variação de corrente em função do tempo em voltametria, if para 

corrente faradaica e ic para corrente capacitiva. 

 

Durante uma eletrólise, as contribuições de ambas as correntes são muito 

semelhantes no início, porém com uma queda mais acentuada no decorrer da medida na 

capacitiva. A partir desse conhecimento, foram estudadas maneiras de diminuir a 

contribuição da corrente capacitiva, objetivo este que se alcançado, promoveria um 

aumento na sensibilidade da técnica, obtendo-se, assim, valores de corrente em 

concentrações mais baixas de amostras. 

A primeira técnica trabalhada com esse fim foi a polarografia de corrente 

amostrada, na qual a medida da corrente era realizada perto do final do tempo de vida 

da gota de mercúrio, onde a contribuição da corrente capacitiva apresenta-se bem menor 

do que a faradaica, fazendo-se a medida nos últimos mili-segundos da duração da gota. 
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O potenciostato está ativo em todos os tempos de medida e o potencial é variado 

linearmente com o tempo ou em etapas pequenas. A importância dessa técnica é a alta 

razão de corrente faradaica-capacitiva, eliminando o aspecto ruidoso do polarograma, 

ruídos que interferem com as medidas quantitativas das correntes faradaicas 

provenientes dos solutos a baixas concentrações.  

A sensitividade é melhorada devido ao esgotamento na região próxima do 

eletrodo da substância sendo medida e necessariamente reduz seu fluxo para a superfície 

no tempo de medida real. Embora a técnica de corrente amostrada obtenha valores de 

corrente apenas durante um pequeno período antes do fim da vida da gota de mercúrio, 

toda corrente faradaica antes da amostragem é descartada pela técnica. Uma outra 

técnica, a voltametria de pulso normal foi desenvolvida para eliminar esse efeito por 

bloquear a eletrólise antes do período de medida. O eletrodo é mantido a um potencial 

base no qual uma eletrólise desprezível ocorre. Após um período fixo de espera, o 

potencial é abruptamente alterado por um período de cerca de 50 ms. O pulso de 

potencial termina pelo retorno ao potencial de base. A corrente é amostrada a um tempo 

perto do fim do pulso e o processo ocorre novamente com a etapa de potencial 

aumentando poucos milivolts com cada ciclo adicional. A razão entre as correntes 

obtidas pela técnica de pulso normal e corrente de amostragem é cerca de 6 devido às 

diferenças nos tempos de amostragem de corrente. Assim, o aumento esperado da 

componente faradaica é substancial, preservando inteiramente os melhoramentos na 

sensitividade adquiridos na voltametria de amostragem de corrente pela discriminação 

contra a corrente capacitiva com limites de detecção na ordem de 10-6 – 10-7 mol.dm-3.  

Sensitividades ainda melhores do que as obtidas por voltametria de pulso normal 

podem ser obtidas com a voltametria de pulso diferencial. Esta técnica apresenta 

diferenças com a de pulso normal, tais como o potencial de base aplicado não ser 

constante. Ao invés disso, muda em pequenos incrementos, a altura do pulso é de 

apenas 10 a 100 mV. Um nível constante em respeito ao potencial de base é mantido e 

duas correntes são amostradas. Uma imediatamente antes do pulso e outra antes do fim 

do pulso e o experimento é obtido como uma diferença entre as duas contra o potencial. 

O nome da técnica é devido ao processo de diferenças entre as duas correntes. O 

melhoramento da técnica vem, novamente, da maior redução da contribuição da 

corrente capacitiva. Os melhoramentos na técnica fornecem sensitividades em 

magnitude melhores do que a voltametria de pulso normal. Limites de detecção menores 

do que 10-8 mol.dm-3 podem ser alcançados [81]. 
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Esses baixos valores são de interesse, dentre outras aplicações, para detecções de 

biomoléculas em sensores biológicos, cuja finalidade é a análise de amostras em 

concentrações baixas para identificação de pequenas quantidades de contaminantes em 

solo, água e alimentos ou diagnóstico em estágios iniciais de doenças. 

A presença de biomoléculas também pode alterar o potencial de medida e, a 

diferença de potencial dada pela equação de Nernst será proporcional ao logaritmo da 

concentração do analito em questão [82]. Pelo mesmo princípio, biossensores podem 

utilizar medidas potenciométricas por meios de eletrodos íons-seletivos, como a 

liberação de íons H+, detectáveis por pHmetros comerciais [83]. A presença de 

biomoléculas sobre a superfície de um eletrodo condutor proporciona uma alteração de 

valores físicos entre eletrodo e solução de medida, como resistência, capacitância e 

indutância, que serão proporcionais à concentração do analito. Dependendo do tipo de 

material estudado sobre a superfície, pode-se escolher a solução de interesse que seja 

adequada para se obter essas medidas. Isso normalmente é realizado através de 

Espectroscopia de Impedância Eletroquímica (EIE) [84].  

 

b. Espectroscopia de Impedância Eletroquímica 

 

O princípio da técnica consiste em aplicar uma perturbação senoidal de tensão ao 

sistema, de pequena amplitude e de freqüência ω, gerando assim uma corrente AC 

provocada por um potencial descrito como Esen (ωt), que, de acordo com a Lei de Ohm, 

origina a impedância, Z = [∆Esen(ωt)]/i. É possível perturbar o sistema usando 

diferentes valores de freqüência, pois a onda de potencial é senoidal. Uma vez que a 

perturbação no sistema sob investigação é de pequena amplitude, é possível empregar a 

técnica para a análise de etapas de um mecanismo reacional [85]. A obtenção de 

informações a partir dos dados de impedância eletroquímica pode ser conduzida 

mediante a utilização de diferentes modelos de medida, como circuitos equivalentes ou 

modelos matemáticos. Assim, temos um dos modos mais utilizados para apresentar as 

medidas de impedância, através do gráfico de Nyquist, no qual se pode observar os 

valores da parte imaginária da impedância (Z”) em função dos valores da parte real (Z’). 

Um diagrama de Nyquist ideal apresenta um semicírculo na região de altas freqüências 

e uma variação linear em médias e baixas freqüências. Na região de altas freqüências, o 

efeito da relaxação de transferência de carga é mostrado através de um semicírculo, do 
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qual se pode obter os valores de Re (resistência do eletrólito e eletrodo), Rtc (resistência 

à transferência de carga) e Cd (capacitância da dupla camada elétrica). Uma outra forma 

de tratar os dados experimentais de impedância é atribuir aos resultados um circuito 

equivalente, que possa simular a resposta AC do sistema eletroquímico. Os 

componentes do circuito podem ser: resistores que simulam o comportamento resistivo 

do eletrodo, eletrólito e polímero; capacitores que simulam o comportamento capacitivo 

das interfaces eletrodo/polímero e polímero/eletrólito; linhas de transmissão que 

simulam a impedância de difusão iônica, também conhecida como impedância de 

Warburg (W); elementos de fase constante (EFC) e elementos de difusão (T) [86].  

Após este breve detalhamento sobre transdutores eletroquímicos sejam eles por 

medidas de carga, corrente ou potencial, a Figura 11 apresenta um esquema como um 

resumo das possíveis alternativas em transdução: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Esquemas de possíveis transduções eletroquímicas. 

 

1.4.2. Camada de reconhecimento 

 

A camada de reconhecimento biológica pode ser constituída principalmente de 

enzima, antígenos, anticorpos e fragmentos de DNA. Tecidos e micro-organismos 

também são utilizados, mas em menor proporção com os acima citados, que serão 

descritos nos tópicos seguintes: 

 

 

Transdutor 

Camada de 
reconhecimento 

Analito-alvo 
Diferenças de impedâncias 
Diferenças de potencial 

Grupos oxidáveis: 
Corrente, carga 

Geração de subprodutos: 
Corrente, carga,  
íon-seletivos 
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A. Enzimas 

 

Enzimas são proteínas, com exceção de um pequeno grupo de moléculas 

catalíticas de RNA, chamadas riboenzimas. Proteínas são polímeros de aminoácidos, em 

que cada resíduo de aminoácido une-se ao seu vizinho por um tipo de ligação covalente 

específica. O termo resíduo reflete a perda de elementos de água quando um aminoácido 

se une a outro. Há 20 aminoácidos diferentes comumente encontrados nas proteínas, 

assim sendo, nas enzimas como um todo. Estas possuem peso molecular variando entre 

12.000 a mais de um milhão de unidades de massa atômica. Algumas não necessitam de 

grupos químicos para sua atividade a não ser seus próprios resíduos de aminoácidos. 

Outras necessitam de componentes químicos adicionais chamados co-fatores, tanto com 

um ou mais íons inorgânicos ou complexos orgânicos ou moléculas metaloorgânicas 

chamadas coenzimas. E outras necessitam de ambos, co-fatores e coenzimas. Uma lista 

completa contendo nomes e descrição de centenas de enzimas conhecidas pode ser 

encontrada no Comitê de Nomeclatura da União Internacional de Bioquímica e Biologia 

Molecular [87]. A catálise enzimática ocorre através dos seus chamados sítios ativos, 

onde moléculas conhecidas como substratos sofrem ação das enzimas. A superfície dos 

sítios ativos é alinhada com os resíduos de aminoácidos com substituintes que se ligam 

ao substrato e catalisam a transformação química. A reação enzimática simplificada 

pode ser vista como: 

E + S           ES          EP         E + P, 

onde E é a enzima, S é o substrato, P é o produto, ES é a formação do complexo 

enzima-substrato e EP o complexo enzima-produto. 

 Para que a reação de formação dos produtos ocorra, deve-se atingir um nível de 

energia que ultrapassa uma energia de transição, definida pela energia de ativação do 

sistema. Quando isso ocorre, a formação dos produtos é favorecida. A enzima não é 

consumida no processo, apenas catalisa a reação de formação dos produtos, assim, elas 

são conhecidas como biocatalisadores [88]. 

O primeiro biossensor desenvolvido utilizou a enzima glicose oxidase para 

detecção de glicose no sangue, cerca de 36 anos após o isolamento e recristalização da 

primeira enzima, a urease, em 1926 por James Sumner [89]. A partir desse estudo, 

vários biossensores utilizando outras enzimas foram estudados, denominados 

biossensores enzimáticos. O exemplo mais simples de funcionamento desse dispositivo 

pode ser visto na Figura 12: 
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Figura 12: Esquema de um biossensor enzimático [90]. 

 

Nesse exemplo, uma amostra de sangue contendo glicose e oxigênio é 

imobilizada sobre uma superfície de um eletrodo contendo três camadas. Na primeira, 

feita de policarbonato ocorre a filtragem do sangue, passando apenas moléculas 

pequenas como a glicose e o oxigênio. Esses alcançam a segunda camada, feita da 

enzima glicose oxidase, onde a reação enzimática a seguir ocorre: 

Glicose + O2(gasoso) → Ácido glucônico + H2O2(aq)     (1) 

O peróxido de hidrogênio formado pela reação passa através de uma terceira 

membrana, feita de acetato de celulose, deixando outras moléculas maiores para trás e 

entra em contato com o eletrodo de platina, em questão, que através de medidas de 

oxidação eletroquímica é quantificado, através de seguinte reação: 

H2O2(aq)   →   O2(g) + 2H+
(aq) + 2e-                             (2) 

Grande parte dos estudos envolvendo enzimas ainda são realizados desta 

maneira. O próprio biossensor para detecção de glicose é estudado até hoje, como em 

trabalho recente onde eletrodos de carbono grafite foram modificados com o 

dendrímero poli(amidoamina) contendo nanopartículas de platina encapsuladas que, 

com cargas positivas foram sintetizados e hibridizados com nanoplacas de argila 

carregadas negativamente. Dessa maneira esperou-se um aumento na estabilidade e na 

processabilidade, criando um microambiente para a enzima glicose oxidase realizar 

transferências eletrônicas diretas [91]. A utilização dos biossensores enzimáticos vai 

além da área médica, sendo construídos para detecção e monitoramento de fármacos, 

como a utilização da enzima peroxidase imobilizada sobre eletrodos de carbono 

impressos para a determinação amperométrica de levetiracetam, um anti-convulsivo 

utilizado para o tratamento de epilepsia [92]; no controle alimentício, como a utilização 

da enzima xantina oxidase para detecção dos índices de hipoxantina em carne de porco 
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a diferentes valores de tempo após a morte do animal, avaliando o quão fresco está o 

produto. A hipoxantina é um produto de degradação pós-morte que se acumula durante 

o processo de maturação [93]; na análise de pesticidas em solos, como a utilização das 

enzimas cloroperoxidase e acetilcolinesterase para a detecção de pesticidas 

fosforotionados construídos sobre eletrodos de grafite impressos [94]. Não apenas 

detecções baseadas em transdução eletroquímica como também óptica são muito 

utilizadas [95]. Devido à grande quantidade de enzimas e de substratos existentes, 

vários exemplos de diferentes estratégias estão sendo estudados. Inclusive a construção 

de biossensores onde a enzima é o alvo e não a camada de reconhecimento. O estudo 

realizado recentemente teve como finalidade a detecção da amilase salivar humana 

através da interação específica com um anticorpo policlonal anti-amilase. As medidas 

foram realizadas por espectroscopia de impedância eletroquímica sobre eletrodo de 

carbono grafite modificado com matriz polimérica derivada de poli(4-hidróxi-

fenilacético). Medidas de interferente com a enzima lisosima atestaram a boa 

especificidade do sensor, visto que a resposta se assemelha com o controle [96]. 

 

B. Antígenos e anticorpos 

 

Anticorpos são glicoproteínas de formato globular secretadas por linfócitos B 

que conferem a característica de especificidade da resposta imune humoral adquirida. 

São formados por duas cadeias polipeptídicas: duas cadeias idênticas entre si 

denominadas cadeias pesadas e duas cadeias idênticas entre si chamadas cadeias leves. 

As cadeias leves se ligam às cadeias pesadas por ligações dissulfeto, S-S. Distribuídos 

pelas cadeias, encontram-se estruturas denominadas domínios, sequências repetitivas de 

aminoácidos que assumem conformação particular, podendo ser constantes ou variáveis. 

Os anticorpos são classificados de acordo com o tipo de cadeia pesada que apresentem 

[isotipos gama (γ), mu (µ), epsilon (ε), delta (δ) e alfa (α)]: γ – IgG (subclasses IgG1, 

IgG2, IgG3 e IgG4), δ – IgD, ε – IgE, µ - IgM e α – IgA (subclasses IgA1 e IgA2). As 

cadeias pesadas de uma molécula de IgG interagem até o fim e, então, se ramificam 

separadamente com as duas cadeias leves formando uma molécula na forma de um Y. 

Nas dobradiças de separação, as imunoglobulinas podem ser clivadas por proteases. 

Clivagem com a papaína libera o fragmento basal chamado Fc devido à sua 

cristalização imediata e as duas ramificações, chamadas Fab, fragmentos de ligação dos 
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antígenos. Cada uma das ramificações apresenta um sítio de ligação com antígenos [88]. 

A estrutura de um anticorpo IgG pode ser visto na Figura 13: 

 

Figura 13: Estrutura da imunoglobulina IgG [88]. 

 

Um antígeno é qualquer molécula ou patógeno capaz de provocar uma resposta 

imunológica. Pode ser um vírus, uma parede celular bacteriana, uma proteína individual 

ou outra macromolécula. Um antígeno complexo pode ser ligado a um diferente número 

de anticorpos. Um anticorpo individual ou receptor de célula T se liga apenas à estrutura 

molecular particular dentro do antígeno, chamado determinante antigênico ou epítopo. 

Moléculas menores do que 5.000 unidades de massa atômica não são consideradas 

antigênicas. Entretanto, pequenas moléculas podem se ligar covalentemente a proteínas 

grandes e induzir uma resposta imunológica. Essas pequenas moléculas são chamadas 

de haptenos. Anticorpos produzidos em resposta aos haptenos ligados a proteínas se 

ligarão às mesmas moléculas pequenas quando elas estiverem livres. Esse tipo de 

situação é realizada para produzir anticorpos para o desenvolvimento de novos testes 

analíticos. A ligação entre o anticorpo e o antígeno é resultado de ligações químicas 

entre ambas as moléculas, podendo ocorrer diferentes tipos de interações e diferentes 

números de ligações. São forças químicas não covalentes reversíveis que regem essa 
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interação juntamente com as conformações do antígeno e do Fab do anticorpo. A 

ligação entre anticorpo e antígeno pode ser vista na Figura 14: 

 

Figura 14: Ligação do anticorpo IgG ao antígeno [88]. 

 

Construção de biossensores baseados nas interações antígeno e anticorpos se 

tornaram importantes, principalmente na área médica, onde está fundamentado o estudo 

do sistema imunológico. Devido à dificuldade de ambos, antígenos e anticorpos 

apresentarem respostas eletroquímicas, isto é, variações em corrente e carga, os 

primeiros imunossensores utilizaram-se de técnicas ópticas e condutimétricas, como 

pode ser visto em um esquema na Figura 15: 

 

Figura 15: Esquema de funcionamento de um imunossensor: (a) detecção direta 

por técnicas como SPR e EIE e (b) detecção por marcadores específicos, os quais 

podem ser ópticos ou eletroquímicos. 

 

Um exemplo desses sistemas é o imunossensor construído para analisar 

substâncias em amostras de leite utilizando a ressonância plasmônica de superfície. Os 



 

   30 
 

eletrodos de ouro foram modificados com proteínas haptenizadas e anticorpos 

policlonais para três famílias de antibióticos: fluoroquinolonas, sulfonamidas e fenicóis 

em seis canais de SPR [97]. Outro caso é do imunossensor para determinação de um 

herbicida, a atrazina através da imobilização do anticorpo anti-atrazina sobre eletrodos 

de ouro modificados com polipirrol [98]. Estudos também foram realizados utilizando 

cantilevers para detecção de íons cobre em complexos com EDTA através de anticorpo 

monoclonal específico e sensível [99] e por microbalança de cristal de quartzo para a 

detecção de benzo[a]pireno, contaminante de água, ar e solo [100]. A presença de 

marcadores para detecção de imunossensores é bastante comum como o já comentado 

teste ELISA, que utiliza interação de anticorpos primários com antígenos e anticorpos 

secundários marcados com fluoróforos ou enzimas específicas. A nanotecnologia 

possibilitou o primeiro nanoimunossensor eletroquímico em 2000 [101] baseado em um 

sistema tipo ELISA. Nele, o anticorpo secundário foi modificado com nanopartículas 

coloidais de ouro. Na presença de solução de ácido clorídrico, o ouro coloidal foi 

oxidado e detectado eletroquimicamente através de eletrodo condutor. 

 

C. D1A  

 

 O DNA ou ácido desoxirribonucléico é um composto orgânico, um polímero 

formado por unidades de nucleotídeos, cujo cerne é formado por moléculas de desoxi-

ribose e fosfato unidas por ligações fosfodiéster. A sequência de aminoácidos de cada 

proteína numa célula e a sequência de nucleotídeo de cada RNA, ou ácido ribonucléico, 

é especificada por uma sequência de nucleotídeos no DNA da célula. Um segmento de 

DNA contém informação necessária para a síntese de um produto biológico funcional, 

visto que para RNA ou proteína, é referido como gene. Uma célula tipicamente contém 

centenas de genes, e moléculas de DNA tendem a serem grandes. O armazenamento e 

transmissão da informação biológica é a função conhecida do DNA.  

Os nucleotídeos apresentam três componentes característicos. Primeiramente, 

bases nitrogenadas, divididas em duas classes: purínicas, que compreendem guanina (G) 

e adenina (A) e pirimidínicas, que compreendem timina (T) e citosina (C). A diferença 

primária entre DNA e RNA se dá pela presença da base nitrogenada uracila (U) ao invés 

da timina no RNA. Apenas em raras exceções pode haver timina em RNA e uracila em 

DNA.    
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Outro componente é a pentose. Tanto as bases nitrogenadas e pentoses são 

compostos heterocíclicos e, normalmente, os átomos de carbono são numerados para 

distinguí-los uns dos outros. Ácidos nucléicos possuem dois tipos de pentoses. As 

unidades de desoxirribonucleotídeos do DNA contêm 2’-desoxi-D-ribose e do RNA 

contém D-ribose. Em nucleotídeos, ambos os tipos de pentoses estão na forma de β-

furanose (anéis de cinco membros fechados). 

O terceiro componente é o grupo fosfato, presente diretamente nos anéis de 

ribose. A partir das ligações fosfato, os nucleotídeos interagem covalentemente uns com 

os outros como “pontes”, na qual o grupo fosfato 5’ de uma unidade de nucleotídeo se 

une ao grupo hidroxila 3’ do próximo nucleotídeo, criando a ligação fosfodiéster. 

Assim, a estrutura covalente dos ácidos nucléicos consiste de resíduos de pentose e 

fosfatos alternados e as bases nitrogenadas podem ser consideradas como grupos 

laterais unidos à estrutura a intervalos regulares. As estruturas das bases nitrogenadas, 

pentoses e fosfato juntamente com os respectivos nomes podem ser vistas na Figura 16: 

 

Figura 16: Estruturas de desoxirribonucleotídeos e ribonucleotídeos [88]. 

 

 Ligações de hidrogênio envolvendo os grupos amino e carbonila permitem uma 

associação de duas (às vezes três ou quatro) fitas de ácidos nucléicos. Os padrões de 

ligação mais importantes de ligação de hidrogênio foram definidos por Erwin Chargaff 
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em 1950 [102], na qual a base nitrogenada adenina se liga especificamente com timina, 

ou uracila e guanina à citosina. Esse tipo de pareamento de bases predomina no DNA de 

dupla fita. James Watson e Francis Crick em 1953 [103] postularam um modelo 

tridimensional que consistia de duas cadeias em forma de hélice de DNA em torno do 

próprio eixo para formar uma dupla hélice. A estrutura hidrofílica de desoxirribose 

alternada e grupos fosfato está na parte externa da hélice, em frente à água circundante. 

As bases purinas e pirimidinas de ambas as fitas estão voltadas para dentro da hélice, 

com sua estrutura hidrofóbica e quase planar próximas e perpendiculares ao longo eixo. 

O pareamento das duas fitas cria sulcos denominados sulcos menores e sulcos maiores 

na superfície da hélice. Cada base de nucleotídeo de uma fita está pareada no mesmo 

plano com a base da outra fita. Uma ilustração das ligações entre os pares de base e a 

forma da dupla hélice é mostrada na Figura 17: 

 

Figura 17: (a) padrão de ligação de hidrogênio nos pares de base e (b) modelo 

tridimensional para a estrutura do DNA definido por Watson e Crick [88].  

 

Biossensores que utilizam fragmentos de DNA imobilizados em um transdutor 

são conhecidos como biossensores baseados em DNA ou genossensores. Um 

genossensor básico é desenvolvido pela imobilização de um oligonucleotídeo [104] de 

simples fita, produtos de PCR (Polymerase Chain Reaction) [105] sobre a superfície de 

um transdutor para reconhecer a sequência de DNA complementar através de 

hibridização. Métodos diretos e indiretos são usados para detecção da imobilização de 

sonda e alvo sobre a matriz. Um esquema de um possível genossensor pode ser visto na 

Figura 18: 
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Figura 18: Esquema de um genossensor [106]. 

 

A detecção direta baseada na relação de oxidação das bases nitrogenadas do 

DNA é um ensaio simples [107], mas dependem do comprimento, número de bases 

oxidáveis e reduzíveis [108], temperatura, conformação [109] e tempo de contato, que 

pode causar a desnaturação do DNA devido às forças de repulsão entre a superfície do 

transdutor e os grupos fosfato carregados negativamente [110]. Também, há uma 

corrente capacitiva significante em potenciais relativamente altos requeridos para a 

oxidação do DNA [111].  

Assim, foram desenvolvidos métodos indiretos, a fim de se obter uma detecção 

da hibridização de DNA [106,112] que promovem a modificação das fitas de DNA com 

marcadores tais como agentes fluorescentes [113] e eletroquímicos [114] no fim de cada 

fita. Embora eficientes, demandam um custo na síntese e várias etapas de preparação 

[115], requerendo tempo e possibilidade de perda da reprodutibilidade. 

Um método indireto é a detecção usando agentes intercaladores [116,117,118]. 

A intercalação é considerada o resultado de uma interação hidrofóbica na qual uma 

molécula aromática é levada ao ambiente hidrofóbico dos pares de base do DNA a partir 

do meio hidrofílico (normalmente água) [119]. Brometo de etídio (BE), [brometo de 

(3,8-diamino-5-etil-6-fenil) fenatridina] é um dos mais conhecidos agentes 

intercaladores, primeiramente sintetizado por Watkins e Woolfe em 1952 [120] como 

uma alternativa ao tratamento de Trypanosoma congolense em gado africano. A 

estrutura do brometo de etídio pode ser vista na Figura 19: 
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Figura 19: Estrutura do brometo de etídio [121]. 

 

Brometo de etídio é extremamente importante, pois age como inibidor da DNA 

polimerase apresentando efeitos antitumorais [122], propriedades antivirais [123] e 

inibe a síntese de DNA e a transcrição e translação dos genes [124]. É usado hoje em 

dia em laboratórios de bioquímica e biologia molecular para visualizar DNA e RNA 

através de eletroforese de gel de agarose devido à formação de um complexo 

fluorescente [125,126]. Não há necessidade de mudanças na estrutura do DNA, é um 

produto barato e o sistema pode ser facilmente construído à medida que a intercalação é 

imediata [127].  

O desenvolvimento de biossensores usando BE sobre DNA tem sido realizado 

através de meios ópticos e eletroquímicos. Isto é devido às duas propriedades principais 

envolvendo BE: apresenta aumento na intensidade de fluorescência quando intercalado 

[128] e é eletroquimicamente oxidável [116]. 

Mesmo com as grandes promessas do uso de biossensores ópticos, muitos 

autores têm usado métodos eletroquímicos para estudar as interações de moléculas 

pequenas com DNA [129,130], incluindo BE [131] devido à praticidade e facilidade do 

método. BE apresenta eletroatividade, sendo oxidado em torno de +0.70 V (versus 

eletrodo de calomelano saturado). Esta propriedade, juntamente com a interação das 

duplas fitas do DNA, torna o sistema potencial para construção de genossensores, 

baseados na detecção indireta da hibridização através da oxidação de BE. Fang et al. 

[116] estudaram a detecção de hibridização de BE através de voltametria cíclica sobre 

eletrodos de grafite funcionalizados com grupos amino. Oligonucleotídeos curtos (24 

pares de base) foram covalentemente inseridos através de ligações fosforodiamidas 

entre o fim 5’ do oligonucleotídeo e o grupo amino do eletrodo de grafite. Zhang et al. 

[131] usaram nanotubos de carbono funcionalizados com ácidos carboxílicos e uma 

pasta foi preparada usando óleo mineral. Também, oligonucleotídeos foram usados (32 

pares de base) e eles foram imobilizados sobre a pasta de carbono através de oclusão 
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usando eletropolimerização de polipirrol. A detecção foi realizada por voltametria de 

pulso diferencial. Nos dois casos, a hibridização foi seguida pela imersão em solução 

contendo BE e sua oxidação foi medida eletroquimicamente. Outra análise usando o 

mesmo princípio, foi estudada usando espectroscopia de impedância eletroquímica 

[132], voltametria AC sobre eletrodos de mercúrio de gota pendente [133] e por 

voltametria de redissolução adsortiva no modo de pulso sobre eletrodos de pasta de 

carbono [134].    

 

1.4.3. Imobilização da camada de reconhecimento sobre o transdutor 

 

A etapa crucial para o desenvolvimento de um biossensor é, sem dúvida, a 

imobilização da camada de reconhecimento ao transdutor. Existe uma grande variedade 

de procedimentos nos quais as imobilizações podem ocorrer. Contudo, das várias 

vertentes em imobilização, os sistemas podem ser resumidos em quatro grandes 

técnicas, na qual todos os experimentos são baseados, como podem ser vistos na tabela 

2, abaixo: 

 

Tabela 2: Métodos de imobilização convencionais 

Técnica Vantagens Desvantagens Referência 

Adsorção física Nenhuma modificação do 

biocatalisador. A matriz 

pode ser regenerada. 

Baixo custo. 

Forças de ligação são 

suscetíveis a mudanças no 

pH, temperatura e força 

iônica. 

Ramanathan 

[135] 

Oclusão Confinamento físico do 

biocatalisador próximo 

ao transdutor. Baixo 

custo. 

Alta barreira de difusão. Gambhir [136] 

Cross-linking Perda do biocatalisador é 

mínima. Custo 

moderado. 

Tratamento extensivo do 

biocatalisador por produtos 

químicos interferentes. 

Chaubey [137] 

Ligação 

covalente 

Baixa resistência 

difusional. Estável sobre 

condições adversas 

Tratamento por produtos 

químicos tóxicos. A matriz 

não é regenerada. 

Ramanatham 

[138] 
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 As técnicas são estudadas de diferentes maneiras na área de desenvolvimento 

dos biossensores. Quão melhor ou mais fáceis forem as imobilizações, maior a 

probabilidade de sucesso no funcionamento dos dispositivos. Uma alternativa para o 

melhoramento é a modificação da superfície do transdutor com polímeros condutores 

que apresentem em suas estruturas grupos funcionais que possam interagir com 

grupamentos específicos das biomoléculas. 

 

1.5. Polímeros condutores aplicados em biossensores 

 

Os polímeros são macromoléculas formadas a partir de ligações covalentes de 

unidades, chamadas monômeros, que se repetem ao longo da cadeia em formação e são 

caracterizados por seu tamanho, sua estrutura química e interações intra e 

intermoleculares [139]. Eles podem ser naturais, como a seda, a celulose, as fibras de 

algodão, etc., ou sintéticos, como o polipropileno, o poli(tereftalato de etileno), o 

polietileno, o poli(cloreto de vinila), etc. Os polímeros são classificados como 

termoplásticos (plásticos), termofixos, borrachas e fibras [140]. A formação de um 

polímero sintético se dá através de várias etapas e de diferentes maneiras. Podem ser 

polímeros de adição e condensação. Os polímeros de adição são formados por 

monômeros iguais que apresentam pelo menos uma dupla ligação, a qual é rompida para 

que ocorra a reação de adição. A iniciação da formação do polímero pode ocorrer em 

meio ácido, básico ou através de radicais, onde há a formação de cargas ou radicais na 

estrutura monomérica responsável pelo ataque a outra estrutura monomérica neutra. Por 

isso, há a necessidade da baixa concentração dos iniciadores, para que a próxima etapa, 

a de propagação, ocorra. Assim, a probabilidade de ataque de uma estrutura a outra em 

uma reação em cadeia é possível. Em um determinado ponto da propagação, ocorrerá a 

terminação, onde duas estruturas monoméricas modificadas podem se unir formando 

um dímero neutro, ou atacar a ponta de um polímero em formação, cessando seu 

crescimento. Os polímeros de condensação são formados geralmente pela reação entre 

dois monômeros iguais ou diferentes, com eliminação de moléculas pequenas, por 

exemplo, água. Para que um polímero linear ocorra, os monômeros devem ser 

bifuncionais para que a reação se estenda, como por exemplo, o nylon, polímero de 

condensação formado pela condensação de uma diamina e um diácido carboxílico ou de 

um único monômero contendo um grupo amino e um ácido em cada extremidade [141]. 
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A formação de polímeros pode ser iniciada eletroquimicamente. Até a década de 

70, os polímeros eram conhecidos por suas características passivantes. Porém, em 1977, 

pesquisadores trabalhando com poliacetileno, descobriram que através de dopagem com 

vapores de cloro, bromo ou iodo a condutividade do polímero aumentava cerca de 109 

vezes do que era inicialmente sem a dopagem, com um valor de 105 Siemens por metro, 

valor semelhante ao dos metais, conhecidos condutores [142]. Por esse estudo, os 

pesquisadores receberam o prêmio Nobel de Química em 2000 [143] e uma nova área 

na ciência foi criada, a dos polímeros condutores. Dentre os principais polímeros 

condutores estudados até hoje estão a polianilina, o poliacetileno, o polipirrol e o 

politiofeno, como pode ser visto na Figura 20: 

 

Figura 20: Estrutura de polímeros condutores [144]. 

 

A condutividade dos polímeros ocorre devido à presença de duplas ligações 

conjugadas ao longo da estrutura polimérica. Em conjugação, as ligações entre os 

átomos de carbono são alternadas em duplas e simples. Toda ligação contém uma 

ligação sigma localizada, a qual constitui uma forte ligação química. Além da 

conjugação, a presença de dopantes é necessária e essencial para a condutividade 

(senão, o poliacetileno seria condutor apenas com sua formação). O funcionamento da 

dopagem é baseado no princípio de semicondução. A capacidade do semicondutor de 

transportar corrente elétrica pode ser ampliada: pela adição de elétrons na banda de 

condução, um semicondutor tipo n, n de negativo, pois há um excesso de elétrons; e 

pela remoção de elétrons da banda de valência, um semicondutor tipo p, p de positivo, 

devido à presença de “buracos”, com carga positiva [145]. Eletrodos de diamante 

dopados com boro são exemplos de semicondutores tipo p, pois o boro, pertencente ao 
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grupo 13 da tabela periódica, remove um elétron do carbono, do grupo 14, acima, 

deixando os “buracos” no semicondutor [146]. 

Os monômeros utilizados para eletrossíntese de polímeros condutores são 

geralmente compostos aromáticos, como ilustrados na Figura 20. Isto é devido à 

facilidade com que esses compostos podem ser oxidados a cátions-radicais 

relativamente estáveis. O acoplamento de dois cátions-radicais ou um radical com o 

monômero, e sucessiva remoção de dois prótons resulta na formação de um dímero 

[147]. Um exemplo para essa reação é a polimerização da anilina, mostrada no esquema 

da Figura 21: 

 

Figura 21: Polimerização eletroquímica da anilina: (a) oxidação da anilina e 

formação de cátion-radical com perda de um elétron, (b) rearranjo e acoplamento de 

dois cátions-radicais para a formação do dímero p-aminodifenilamina e (c) possíveis 

caminhos de reação para a oxidação da anilina para formar o polímero, onde 1 e 2  são 

adições nucleofílicas do monômero, 3 é adição radicalar e 4 e 5 adições eletrofílicas de 

duas formas oxidadas do monômero [148]. 
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 Esta reação envolve a oxidação do monômero e a formação de cátions-radicais 

inicialmente no átomo de nitrogênio com a perda de um elétron. Ocorre ressonância no 

anel devido à presença do cátion-radical e acredita-se que a posição preferencial para 

ataque seja em posição para, através de uma EQE, reações eletroquímicas-químicas-

eletroquímicas rápidas [149], formando um dímero intermediário, p-aminodifenilamina, 

(PADPA). A posterior oxidação do dímero e acoplamento produz oligômeros, os quais 

são solúveis em eletrólitos e eletroativos para polimerização. O aumento das cadeias dos 

oligômeros através dos mesmos processos resulta no polímero final. À medida que as 

cadeias de oligômeros crescem o suficiente para formar a estrutura polimérica, se 

tornam insolúveis e são depositadas na superfície dos eletrodos de trabalho. No caso da 

polianilina, o processo que ocorre após a oxidação do PADPA pode seguir diferentes 

caminhos de reação, como ilustrados na Figura 20c. Esses mecanismos de ataque 

simplificados mostram claramente a importância da reatividade da anilina e pode ser 

vista pelas diferentes sequências de reação, passando da forma completamente reduzida 

leucoesmeraldina, para a forma mais estável que contém o mesmo número de grupos 

oxidáveis e reduzíveis, esmeraldina e a forma completamente oxidada, pernigranilina. 

Como foi discutido anteriormente, a presença de duplas ligações conjugadas não são o 

suficiente para apresentar condutividade. Há a necessidade de dopagem. Isso pode ser 

visto nas duas formas intermediárias, sais de esmeraldina e pernigranilina na Figura 20c. 

 Durante a protonação do polímero presente na forma de esmeraldina, os cátions 

se envolvem em reações de desproporcionamento formando cátions-radicais de 

semiquinonas, os quais são responsáveis pelo subseqüente aumento na condutividade 

[148]. 

 Matrizes poliméricas condutoras [150] e não-condutoras [151] eletrodepositadas 

sobre a superfície do material de reconhecimento podem aumentar a transdução do sinal 

de hibridização de um genossensor devido às suas características favoráveis, tais como: 

resistência mecânica dos filmes poliméricos formados, facilidade no controle de 

formação (quantidade, espessura do filme), estabilidade ao ambiente e em soluções 

aquosas, condutividade elétrica, proteção do eletrodo de adsorção de analitos não 

específicos e a presença de grupos funcionalizados em sua estrutura podendo facilitar a 

interação com o alvo desejado. 

 A eletroquímica apresenta propriedades interessantes sobre os outros sistemas de 

medidas devido à detecção dos analitos de interesse utilizando biossensores 
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eletroquímicos ser rápida, simples e de baixo custo, além de servir para medir os 

eventos de hibridização usando-se um intercalador eletroativo [152]. 

 Filmes poliméricos derivados de monômeros aromáticos funcionalizados, 

eletrodepositados em eletrodos condutores têm sido uma das principais atividades do 

Laboratório de Filmes Poliméricos e Nanotecnologia (LAFIP/Nanotec), juntamente com 

sua utilização no estudo de imobilizações de oligonucleotídeos e produtos de PCR. 

Dentre eles estão o estudo de eletropolimerização de 4-aminofenol [153], 3-aminofenol 

[154] e tiramina [155]; estudos de imobilização de bases nitrogenadas de DNA sobre 

aminofenóis [156,157,158] e 4-metóxi-fenetilamina [118]; estudo da 

eletropolimerização e imobilização de estruturas de DNA utilizando ácido 4-hidroxi-

fenilacético [159,160] e ácido 3-hidróxi-fenilacético [161].  Todos apresentam 

estabilidade e interações com os materiais biológicos trabalhados. Um dos polímeros 

com grande possibilidade de ser utilizado como matriz pra a construção de biossensores 

é o derivado do monômero 3-aminofenol.  

 

1.5.1. 3-aminofenol 

 

 Um dos primeiros estudos envolvendo a polimerização de 3-aminofenol foi 

descrita por Prater [162] em 1973, dentre diversos derivados de anilina, em solução de 

acetonitrila. Informações em trabalhos mais específicos sobre esse polímero foram 

obtidas sobre eletrodo de trabalho de platina em soluções de acetonitrila e metanol na 

presença de perclorato de sódio [163], com uma sequência de estudos publicada 

referente às características dos solventes e solução em cinética e mecanismo de 

polimerização [164]. O polímero foi formado em ambas as soluções e apresentou-se 

insolúvel na maioria dos solventes, porém foi solubilizado em ácido nítrico e dimetil 

sulfóxido. Devido às propriedades passivantes do polímero, ele foi dissolvido e disperso 

em folhas de cobre para estudos de corrosão. O estudo realizado em seqüência por 

Sankarapapavinasam [165] focou nas características do polímero, onde foi constatada a 

baixa eficácia em corrosão em aplicações em longo prazo devido à sua possível 

estrutura. Isso foi comprovado por estudos em aço inoxidável em solução de cloreto de 

sódio por espectroscopia de impedância eletroquímica [166] na tentativa de utilizar o 

polímero para inibição de corrosão, além do polímero formado em meio de cloreto de 

potássio a pH neutro, estável em solução de ácido sulfúrico, porém rapidamente 
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degradado em meio de hidróxido de sódio [167]. O mesmo autor escolheu o poli(3-

aminofenol) após um estudo dentre outros polímeros meta substituídos através de 

voltametria, cálculos teóricos e espectroscopia de raios-X [168]. Espectroscopia de 

infravermelho foi realizada com os polímeros solubilizados e esses estudos sugerem que 

a polimerização ocorre no grupo –OH, embora publicações, através de estudos 

espectroeletroquímicos sobre eletrodo de platina contrastam com essa informação [169], 

onde o início do mecanismo proposto ocorre pelo grupo –NH2.  

 Apesar de não apresentar alta condutividade, poli(3-aminofenol) foi utilizado na 

construção de biossensores. Nakabayashi et al. [170] utilizou este polímero para 

construção de um biossensor de glicose amperométrico. Dentre vários polímeros 

analisados, o poli(3-aminofenol) foi o que apresentou melhores respostas. O sensor foi 

construído sobre pasta de carbono modificada com ferroceno. A enzima glicose oxidase 

foi diluída em tampão contendo 3-aminofenol e foi imobilizada na superfície do 

eletrodo por oclusão durante a eletropolimerização do monômero. Porém o eletrodo 

construído não apresentou muitas melhoras na seletividade, visto que a resposta dos 

interferentes ácido úrico e ácido ascórbico foi relativamente alta. Para contornar esse 

problema, dois anos após essa publicação, os autores publicaram um trabalho sobre a 

construção de um biossensor amperométrico para detecção de peróxido de hidrogênio 

baseado na imobilização da enzima horseradish peroxidase [171]. O sensor foi 

construído de três maneiras diferentes sobre pasta de carbono e a melhor foi aquela que 

imobilizou ferroceno e a enzima juntamente com a pasta de carbono. Esse sensor foi 

utilizado para detecção de glicose com base no fato da reação enzimática produzir 

peróxido de hidrogênio, detectável pelo sensor construído. Assim, glicose foi 

adicionada no biossensor logo após a imersão de glicose oxidase sobre o mesmo. A 

produção de peróxido de hidrogênio por essa reação foi detectada diretamente pelo 

biossensor amperométrico baseado na enzima horseradish peroxidase. O resultado mais 

importante foi a ausência da interferência de ácido úrico e ácido ascórbico na resposta 

do biossensor. Fung et al. também em 2000 [172] construíram um imunossensor 

piezoelétrico para detecção da bactéria Salmonella enteritidis. O polímero foi formado 

sobre a superfície de um cristal de quartzo recoberto com ouro. O grupo funcional –OH 

supostamente presente na superfície do eletrodo foi ativado com divinilssulfona para 

facilitar na imobilização do anticorpo específico para a detecção. Após as etapas de 

lavagem, a bactéria foi imobilizada sobre a superfície, esperando a interação com o 
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anticorpo. Diferenças nos valores de freqüência foram analisadas. A diminuição de 

freqüência (aumento de massa) indicou a funcionalidade do sensor.  

 

1.6. Estudo da interação de D3A de Calf Thymus e Brometo de Etídio 

 

As interações entre DNA e BE vão além da detecção de hibridização sobre um 

transdutor. Estudos utilizando um padrão, DNA de Calf Thymus (timo de bezerro) 

juntamente com as propriedades do BE, tornam possível avaliar o efeito de outras 

drogas intercalativas em potencial. Ressonância Plasmônica de Superfície foi utilizada 

para avaliar e comparar as constantes de ligação entre BE junto com outras drogas e 

DNA de Calf Thymus [173]. Biossensores de DNA em arranjos baseados em derivados 

sol-gel podem efetivamente detectar naftaleno e fenantreno em águas e amostras 

biológicas [174], além de estudos de competição entre DNA e BE com dibenzofurano 

[175] e sanguinarina [176]. 

Apesar de menos difundida em comparação com métodos eletroquímicos, as 

propriedades ópticas do BE têm sido usadas na construção de biossensores. Krull et al. 

[177] desenvolveram fibras ópticas feitas de sílica fundida modificada para promover a 

imobilização covalente de simples fitas de DNA e a hibridização foi detectada através 

da intercalação de BE usando fluorescência de reflexão interna total (FRIT), o mesmo 

sinal obtido usando análise por injeção em fluxo acoplado com um biossensor de onda 

evanescente [178]. Também, fibras ópticas de quartzo funcionalizadas foram usadas 

para imobilização de oligonucleotídeos e a intensidade de fluorescência foi obtida a 

partir da intercalação de BE sobre a dupla fita de DNA [179]. Recentemente, 

transferência de energia ressonante por fluorescência (TERF) foi usada para detectar 

hibridização através de oligonucleotídeos marcados com pontos quânticos e fluoróforos. 

BE foi usado para aliviar adsorções não específicas, mostrando um aumento de 10 vezes 

de um sinal complementar em relação a um não-complementar [180]. 

Vardevanyan et al. [181] estudaram a interação de DNA de Calf Thymus com 

BE, eletroquimicamente, através de voltametria de pulso diferencial para se encontrar as 

constantes de ligação e o número de sítios para interações fracas e fortes entre eles.  

Embora os autores negligenciem os efeitos de exclusão da vizinhança, no qual a ligação 

de uma molécula da droga em um sítio influencia a ligação da molécula subseqüente, 

tanto por bloqueio físico quanto alteração estérica no DNA [182], eles conseguiram 
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realizar uma titulação de BE com DNA para obter respostas eletroquímicas com a 

adição de DNA. Desse modo, observaram um decréscimo no sinal de oxidação devido 

ao decréscimo do BE livre para se oxidar na superfície do eletrodo. 

Os experimentos realizados através de fluorescência e de voltametria são úteis 

para construção de biossensores. Porém, mesmo com essas duas poderosas técnicas, não 

há um estudo comparativo ou o melhor uso da intercalação à medida que as proporções 

entre DNA e BE podem ser maximizadas para melhorar a sensibilidade. Conhecendo as 

melhores condições para uma intercalação máxima de BE e DNA de Calf Thymus, é 

possível se detectar qualquer mudança na resposta óptica e eletroquímica realizada por 

um agente no qual se deseja conhecer capacidades intercalantes. 

Novos intercalantes são uma necessidade na medicina, pois possuem ação 

quimioterápica antineoplásica, sendo usados como fármacos no tratamento de câncer 

por quimioterapia. A intercalação geralmente altera a estrutura do B-DNA, com o 

aumento no espaçamento dos pares de base CG [183]. Como os agentes quimioterápicos 

não são específicos, atuam tanto em células malignas quanto normais, o que causa os 

efeitos colaterais do tratamento. Os benefícios devem ser maiores do que a toxicidade 

do tratamento, pois o corpo se recupera dos efeitos colaterais, mas o nível de fármacos 

não deve ser terapeuticamente desfavorável [184].  

Estudos envolvendo o desenvolvimento de drogas intercalantes descrevem uma 

série de experimentos que incluem a absorção, fluorescência, dicroísmo circular e 

dicroísmo linear, envolvendo etapas de aquecimento do DNA em junção com o agente 

intercalante em questão, titulações, além de outros procedimentos dispendiosos [185]. 

Sabendo das propriedades ópticas e elétricas do BE em relação ao DNA, ao se construir 

um modelo através de métodos de otimização, especificamente, ao se construir um 

planejamento fatorial, pode-se obter uma condição máxima favorável, onde qualquer 

alteração na resposta analítica seria atribuída à interação do agente intercalante a ser 

analisado, em competição com o BE. 

Para se realizar esses estudos foi utilizada voltametria de pulso diferencial como 

técnica eletroquímica e medidas ópticas, devido às suas propriedades intrínsecas com a 

luz. Espectroscopia de absorção e espectroscopia de fluorescência foram utilizadas. Para 

isso, uma breve introdução sobre as duas deve ser realizada.  
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1.6.1. Espectroscopia de absorção e de fluorescência 

 

Luminescência é a emissão de luz de uma substância e ocorre a partir de estados 

excitados eletronicamente. Luminescência é dividida em duas categorias, fluorescência 

e fosforescência, dependendo da natureza do estado excitado. Em estados singletes, o 

elétron no orbital excitado está pareado (com os spins opostos) com o segundo elétron 

em um orbital no estado fundamental. Consequentemente, o retorno ao estado 

fundamental é permitido e ocorre rapidamente por emissão de um fóton (fluorescência). 

A taxa de emissão de fluorescência é tipicamente 108 s-1, e o tempo de vida na 

fluorescência é cerca de 10 nanosegundos. O tempo de vida de um fluoróforo é o tempo 

médio entre seu estado excitado e o seu retorno ao estado fundamental. Devido a curta 

escala de tempo de fluorescência, medidas de emissão em tempo resolvidas requerem 

equipamentos ópticos e eletrônicos sofisticados. Apesar das dificuldades experimentais, 

fluorescência em tempo resolvido é amplamente praticada devido à grande quantidade 

de informação disponível nos dados, quando comparado com medidas estacionárias ou 

em estado fundamental.  

Fluorescência tipicamente ocorre em moléculas aromáticas. Alguns dos 

fluoróforos típicos incluem a fluoresceína, quinina e acridina. Dados dos espectros de 

fluorescência são geralmente apresentados como espectros de emissão. Um espectro de 

emissão é um gráfico de intensidade de fluorescência contra comprimento de onda, 

medido a um único comprimento de onda de excitação. Já o espectro de excitação é a 

dependência da intensidade de emissão medida a um único comprimento de onda de 

emissão sobre o comprimento de onda de excitação. Os espectros variam amplamente e 

são dependentes da estrutura química do fluoróforo e do solvente no qual está 

dissolvido [186]. 

O processo que ocorre entre a absorção e emissão de luz normalmente é 

ilustrado por um diagrama de Jablonski, como pode ser visto na Figura 22: 
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Figura 22: Diagrama de Jablownsky [186]. 

 

 Em qualquer situação de análise, o composto deve absorver uma quantidade de 

luz para promover as transferências de energia. A espectroscopia de absorção é uma das 

mais utilizadas, medindo a quantidade de luz absorvida em função do comprimento de 

onda. É baseada na lei de absorção, também conhecida como lei de Lambert-Beer, que 

permite dizer quantitativamente como a grandeza de atenuação depende da 

concentração das moléculas absorventes e da extensão do caminho sobre o qual ocorre a 

absorção. À medida que a luz atravessa um meio contendo o analito que absorve, um 

decréscimo na intensidade ocorre na proporção que o analito é excitado. Para uma 

solução do analito de determinada concentração, quanto mais longo é o comprimento do 

caminho do meio através do qual a luz passa, caminho óptico, mais centros absorventes 

estarão no caminho e maior será a atenuação. Para um dado caminho, quanto maior a 

concentração de absorventes, mais forte será a atenuação. As medidas são feitas através 

de transmitância, a fração da radiação incidente transmitida pela solução, sendo 

normalmente expressa em valores de porcentagem. A absorbância está relacionada com 

a forma logarítmica da transmitância. De acordo com a lei de Beer, a absorbância é 

diretamente proporcional à concentração de uma espécie absorvente c e ao caminho 

óptico b do meio absorvente, segundo a equação abaixo: 

 A = abc,  

 onde A é a absorbância, b o caminho óptico (cm), c a concentração (mol.cm-3). 

A constante a é chamada de coeficiente de absortividade molar (ε), característica de 

cada espécie [187].  

 Durante os últimos anos, avanços nos estudos sobre DNA envolveram 

diretamente medidas ópticas incluindo absorção e fluorescência. Tais métodos são 

utilizados hoje para seqüenciamento de DNA, detecção de hibridização e quantização de 
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produtos de PCR, além de estudos para melhor compreensão dos eventos envolvendo 

DNA e seus derivados [186].  Os estudos da interação de DNA com BE produzem uma 

grande quantidade de resultados cuja análise individual pode ser tediosa, além da 

confusão na interpretação de dados, podendo ocorrer erros nas análises. Métodos de 

otimização podem ser aplicados a esses sistemas, onde um modelo com uma quantidade 

menor de experimentos pode ser construído e os resultados apresentados de forma 

confiável e prática.  

 

1.7. Métodos de otimização em Química 

 

Os métodos de otimização surgiram com a necessidade de descrever em termos 

matemáticos ou regras a complexidade dos sistemas que ocorrem na prática. Muitos 

sistemas são representados por modelos que mudam com o tempo ou por parâmetros 

que variam ao acaso. Portanto, por diversas razões os conceitos teóricos podem ser 

imperfeitos, ainda que possam ser utilizados para predizer as condições ótimas de 

operação para um sistema. No entanto, a teoria pode somente predizer se um sistema 

está próximo de ótimo desejado, mas nem sempre este ótimo é alcançado.  

Otimização pode ser definida como sendo um “processo coletivo em busca de 

uma série de condições de tal forma que o melhor resultado de uma dada situação seja 

alcançado”. A otimização pode ser dividida em estágios que se caracterizam por: 

decisão da função objetivo (resposta); determinação dos fatores (variáveis) que 

representam influências significativas sobre a resposta que se deseja otimizar; 

otimização propriamente dita, isto é, procurar a combinação dos valores dos fatores 

selecionados que resultem na melhor resposta. Dentre as atividades habituais que os 

químicos se defrontam, estão o desenvolvimento de métodos analíticos e melhoramento 

ou adaptação dos métodos já estabelecidos, acerto de vários parâmetros instrumentais 

até que a resposta ótima seja escolhida pelo ajuste perfeito dos instrumentos analíticos e 

ajuste dos dados experimentais onde as variáveis são ajustadas até que os valores 

calculados, segundo o modelo, estejam o mais próximo possível dos experimentais.  

 Atualmente, a química dispõe de estratégias para a otimização que podem ser 

empregadas separadamente, na sua forma básica ou modificada, ou em conjunto, onde 

uma complementa a outra, entre as quais podemos citar: método univariado, método 
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simplex, método planejamento fatorial, análise de superfície de resposta e estudo de 

misturas. 

 O método planejamento fatorial é classificado como do tipo simultâneo e é 

utilizado para selecionar as variáveis que realmente apresentam influências 

significativas na resposta. Também nos permite saber se uma variável apresenta um 

efeito positivo ou negativo na resposta quando o valor da variável passa de um nível 

para o outro, e se as variáveis são independentes ou apresentam interações. Além disso, 

o planejamento fatorial pode ser utilizado não só para localizar o ótimo como também 

pode obter a superfície de respostas para um sistema estudado [188]. 
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2. Objetivos 

 

A detecção de doenças tais como câncer de próstata e hepatite C, nos estágios 

iniciais, é de extrema importância, visto que as plataformas diagnósticas existentes não 

apresentam especificidade e sensitividade elevadas, podendo haver reações cruzadas 

com outros tipos de doenças e respostas positivas em indivíduos curados [189], além de 

serem realizadas em laboratório, com a necessidade de profissionais especializados e 

instrumentação de alto custo. Dentro deste contexto, há a necessidade de um método 

rápido, seletivo, específico, sensível e de fácil manuseio, características encontradas nos 

biossensores. 

 A possibilidade de se utilizar as propriedades do brometo de etídio com DNA 

torna um processo de otimização para ambos uma ferramenta extremamente útil na 

descoberta de novos fármacos com caráter intercalante, pois a utilização de um 

procedimento padrão facilitaria as condições experimentais dos estudos clínicos. 

 O objetivo deste projeto é o desenvolvimento de genossensores e 

imunossensores eletroquímicos para a detecção do câncer de próstata e do VHC 

construídos sobre matrizes suporte, formadas por eletrodos condutores modificados com 

filmes eletropolimerizados derivados de aminofenóis, bem como a construção de 

planejamentos fatoriais utilizando respostas espectroscópicas e eletroquímicas entre 

brometo de etídio e DNA de Calf Thymus para estudo das melhores proporções de 

interação entre ambos. 
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3. Materiais e métodos 

 

3.1. Reagentes 

 

 Todos os reagentes utilizados foram de grau analítico e foram usados como 

recebidos. A sequência usada com 277 pares de bases do produto de PCR de câncer de 

próstata segue abaixo: 

CCGAGGGAGACCAGGAAGATCTGCATGGTGGGAAGGACCTGATGATACAG

AGGTGAGAAATAAGAAAGGCTGCTGACTTTACCATCTGAGGCCACACATCT

GCTGAAATGGAGATAATTAACATCACTAGAAACAGCAAGATGACAATATAA

TGTCTAAGTAGTGACATGTTTTTGCACATTTCCAGCCCCTTTAAATATCCAC

ACACACAGGAAGCACAAAAGGAAGCACAGAGATCCCTGGGAGAAATGCCC

GGCCGCCATCTTGGGTCATCGAT 

 A sequência usada com 257 pares de bases de produto de PCR do vírus da 

hepatite C segue abaixo: 

AGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGACGACCGGGTC

CTTTCTTGGATCAACCCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCCGCGA

GACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAAGGCCTTGTGGTACTGCCTG

ATAGGGTGCTTGCGAGTGCCCCGGGAGGTCTCGTAGACCGTGCATCATGAG

CACATCATCCAAACCCCAAAGACAAACCAAAAGAAACACCAACCGCCGCCC

A 

 Os produtos de PCR foram obtidos em colaboração com o professor Luiz 

Ricardo Goulart Filho do Instituto de Genética e Bioquímica da Universidade Federal 

de Uberlândia. A análise das sequências nucleotídicas foi realizada utilizando programa 

Blast [190].  

 

3.2. Aparato 

  

 Os experimentos eletroquímicos foram conduzidos em uma célula 

eletroquímica convencional de três compartimentos. Uma placa de platina de 2 cm2 de 

área geométrica foi utilizada como eletrodo auxiliar. Um fio de prata/cloreto de prata 

em solução de cloreto de potássio, Ag/AgCl, KCl (3,0 mol.dm-3), foi utilizado como 



 

   50 
 

eletrodo de referência. Eletrodos de carbono grafite em forma de disco com 6,18 mm de 

diâmetro, da Alfa Aesar, foram utilizados como eletrodos de trabalho. O sistema foi 

conectado a um potenciostato da CH Instruments, modelo 420A. Espectroscopia de 

Impedância Eletroquímica foi realizada em potenciostato Autolab PGSTAT302N, com 

módulo FRA2 da Eco Chemie BV. Os experimentos espectroscópicos foram realizados 

em uma cubeta de quartzo de caminho óptico de 1,0 cm. Espectroscopia de absorção foi 

realizada em um espectrofotômetro UV-visível da Shimadzu modelo 1650PC.  

Espectroscopia de Fluorescência foi realizada em um espectrofotômetro HITACHI 

modelo F-4500. Os gráficos foram construídos utilizando o software Origin versão 7.5. 

O planejamento fatorial para otimização foi construído utilizando o software 

STATISTICA versão 7.   

 

3.3. Procedimento 

  

3.3.1. Estudo da formação e das propriedades do Poli(3-aminofenol) 

 

 Os eletrodos de grafite foram montados sobre base metálica em um invólucro 

de politetrafluoretileno (TeflonR) com cola de prata condutora. As margens foram 

isoladas com cola epóxi (AralditeR). Após esse tempo, os eletrodos foram lixados com 

lixas d’água e ultra-sonicados. O condicionamento foi realizado manualmente em feltro 

umedecido com uma suspensão de óxido de alumínio (alumina), 0,3µm e, novamente, 

ultra-sonicado. Análise eletroquímica das condições de reprodutibilidade dos eletrodos, 

ausência de contaminantes nas células e em soluções foram realizadas através de 

voltametria cíclica, em solução contendo ferrocianeto de potássio K4Fe(CN)6 (5,0 

mmol.dm-3), ferricianeto de potássio K3Fe[CN]6 (5,0 mmol.dm-3) e cloreto de potássio 

KCl (0,1 mol.dm-3), faixa de potencial de -0,1 a +0,5 V, 100 mV.s-1 e em solução 

contendo ácido perclórico HClO4 0,5 mol.dm-3, faixa de potencial de -0,2 a +1,1 V, 50 

mV.s-1.  

 A polimerização foi realizada em solução de HClO4 (0,5 mol.dm-3) contendo 

3-aminofenol (2,5 mmol.dm-3), mesma faixa de potencial e velocidade do sistema 

anterior, de acordo com artigo publicado pelo grupo durante o desenvolvimento do 

presente trabalho [154]. Foram realizadas 100 varreduras sucessivas de potencial. O 
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eletrodo modificado foi lavado com água deionizada, seco com nitrogênio ultra puro e 

utilizado para os experimentos seguintes. 

  O estudo de estabilidade do polímero poli(3-aminofenol) (P3AF) foi realizado 

através de VC em solução de HClO4 nas mesmas condições especificadas 

anteriormente. Foi avaliada a estabilidade térmica do eletrodo modificado a temperatura 

de 100 ºC de 5 em 5 minutos e a estabilidade do polímero com o tempo de 

armazenagem. Para construção dos genossensores, foi realizada uma voltametria de 

pulso diferencial (VPD) em tampão fosfato (0,1 mol.dm-3), pH 7,4, varrendo o potencial 

de +0,3 a +0,9 V, para se obter uma linha de base para detecção, usando brometo de 

etídio (BE) como indicador de hibridação. 

 

3.3.2. Desenvolvimento dos genossensores para câncer de próstata e hepatite C 

 

 As dosagens dos produtos de PCR foram realizadas utilizando 

espectrofotometria UV-visível a comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm. A relação 

entre as respostas de absorbâncias nesses dois comprimentos de onda igual a 1,88 

(A260/A280 = 1,88) indica DNA livre de contaminação de proteínas. A concentração 

de DNA foi também estimada em gel de agarose 0,8% de acordo com Sambrook et al. 

[191].  

 Para a construção dos genossensores, há a necessidade de etapas de 

aquecimento (desnaturação dos produtos de PCR e pré-aquecimento dos eletrodos), 

gotejamentos (para as imobilizações das sondas, alvos e intercalador), lavagens (para 

remoção de moléculas não imobilizadas em excesso), secagens e detecção. Nesses 

experimentos, uma célula eletroquímica de um compartimento foi utilizada. Nela, cerca 

de 500 µL de solução tampão para as detecções foram o suficiente para a imersão dos 

eletrodos e para realização das análises eletroquímicas. Para melhor compreensão de 

tais etapas foi construído um esquema apresentado na Figura 23:  
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Figura 23: (A) desnaturação térmica do produto de PCR; (B) construção do 

genossensor e detecção indireta através de oxidação do BE apenas no sistema contendo 

sonda; (C) detecção indireta feita através de oxidação do BE no sistema contendo alvo 

complementar. 

 

 Os produtos de PCR foram desnaturados termicamente em banho-maria, por 5 

minutos. Isso permite obter a partir de uma fita dupla de DNA (produto de PCR), duas 
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fitas simples (ssDNA), pela quebra das ligações entre as bases (Figura 23A). Essas, 

assim chamadas fitas simples do DNA (ssDNA) serão as sondas a serem imobilizadas.  

 A Figura 23B mostra a etapa de construção do sensor e detecção feita apenas 

com a sonda imobilizada. Os eletrodos de grafite modificados com P3AF foram pré-

aquecidos por 3 minutos a 98 ºC. Após a desnaturação, 18 µL (5,55 ng.µL-1, 100 ng) 

dos produtos de PCR foram adicionados por gotejamento aos eletrodos pré-aquecidos e 

deixado interagir por 3 minutos. Uma lavagem em tampão fosfato foi realizada para 

remoção de analitos que não interagiram com os eletrodos. Após essa etapa foram 

imobilizados 15 µL de BE (0,54 mmol.dm-3) sobre as superfícies. Após 5 minutos de 

interação, os sistemas foram lavados com tampão fosfato. A detecção foi realizada 

utilizando VPD do mesmo modo que feito a linha de base. Através do software do 

equipamento, foi realizado um pré-processamento dos dados por transformação da 

detecção com a linha de base. 

 O mesmo procedimento descrito acima foi realizado, com a imobilização da 

sonda (ssDNA) sobre a superfície do eletrodo. Uma segunda imobilização, agora do 

alvo complementar foi realizada, esperando que a fita dupla, o produto de PCR original 

seja regenerada (dupla fita do DNA, dsDNA), o que fornecerá o resultado positivo para 

a análise (Figura 23C). O sistema contendo a sonda foi levado a uma incubadora à 42 ºC 

e a imobilização do alvo teve duração de 15 minutos. Isso para permitir que a fita dupla 

do DNA fosse regenerada com sucesso. A lavagem foi realizada com tampão fosfato 

seguida da imobilização de BE por 5 minutos e detecção. 

 O genossensor construído para câncer de próstata utilizou como sonda 

negativa o produto de PCR para o vírus da hepatite C devido a ambos possuir números 

de pares de bases semelhantes. O contrário também foi feito. O produto de PCR de 

câncer de próstata foi utilizado como sonda negativa para a construção do genossensor 

para hepatite C. As detecções de hibridização foram realizadas com os genossensores 

descritos acima utilizando uma solução contendo 18 µL do alvo complementar (5,55 

ng.µL-1, 100 ng). Assim sendo, os processos de desnaturação térmica, gotejamento, 

lavagem, imobilização de BE e detecção foram os mesmos que mencionados 

anteriormente. 

 Foram realizados experimentos variando o tempo de interação dos alvos com 

as sondas, concentração de BE, alvos não-complementares, limite de detecção e 

estabilidade dos genossensores. 
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3.3.3. Espectroscopia de Impedância Eletroquímica 

 

 Os espectros de impedância eletroquímica foram obtidos em experimentos 

realizados em célula de três compartimentos utilizando solução de ferrocianeto de 

potássio K4Fe(CN)6 5,0 mmol.dm-3, ferricianeto de potássio K3Fe[CN]6 5,0 mmol.dm-3 

contendo cloreto de potássio KCl 0,1 mol.dm-3. Eletrodos foram preparados de acordo 

com as seções acima, com exceção da etapa de imobilização de BE. Região de 

freqüência foi de 100 kHz a 10 mHz, amplitude de 10 mV e potencial aplicado de +0,24 

V. A solução foi deaerada por 45 minutos e as análises foram feitas à medida que não 

houve mais variação de potencial. 

 

3.3.4. D1A de Calf Thymus e brometo de etídio 

 

 A quantificação de DNA de Calf Thymus foi a mesma realizada para os 

produtos de PCR. O coeficiente de extinção molar para DNA de Calf Thymus é de ε260 = 

6600 L.mol-1.cm-1 [192] e para o brometo de etídio é de ε480 = 5700 L.mol-1cm-1 [193]. 

Os espectros de fluorescência de excitação foram obtidos sobre uma faixa de 

comprimento de onda de 400 a 485 nm para uma emissão de 595 nm. Os espectros de 

absorção foram realizados variando os comprimentos de onda de 800 a 190 nm. 

Eletrodos de carbono grafite limpos foram usados nos experimentos eletroquímicos, 

através de medidas de VPD de +0,3 à +0,7 V. Tampão TE [2-amino-2-(hidroximetil)-

1,3-propanodiol ou comumente chamado de Tris-HCl 10 mmol.dm-3, EDTA 1,0 

mmol.dm-3, pH 8,0] foi utilizado [176], pH de atividade ótima para DNA [128]. EDTA 

é um agente quelante com grande afinidade por íons magnésio, impedindo a atividade 

deste que serve como um co-fator para a DNAse, responsável pela degradação do DNA 

[194]. Soluções de NaCl foram preparadas no mesmo tampão.  

 Ao contrário dos experimentos realizados na construção dos genossensores, o 

estudo da interação entre DNA de Calf Thymus e BE foram realizados em solução e não 

imobilizados sobre eletrodos. Além disso, foi utilizados eletrodo de grafite e não 

eletrodos de grafite modificados com poli(3-aminofenol). 
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4. Resultados e discussão 

 

4.1. Estudo da formação e das propriedades do poli(3-aminofenol) 

 

 As condições experimentais necessárias para se obter os resultados confiáveis 

dependem da reprodutibilidade dos sistemas. Para isso, os eletrodos de carbono grafite 

devem apresentar respostas semelhantes para serem utilizados nos experimentos. Dentre 

essas respostas estão as do eletrodo sem modificação, após a modificação com o 

polímero e antes da construção dos biossensores. Para isso, foram realizados 

voltamogramas cíclicos em grafite em soluções específicas, como pode ser visto na 

Figura 24: 
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Figura 24: Voltamogramas cíclicos em eletrodos de grafite: (A) K3Fe(CN)6 / 

K4Fe(CN)6 (5,0 mmol.dm-3) em KCl (0,1 mol.dm-3), 100 mV.s-1 e (B) HClO4 (0,5 

mol.dm-3), 50 mV.s-1. 

 

 As medidas feitas em solução contendo o par redox ferro/ferricianeto foram 

utilizadas como um indicativo da qualidade de resposta eletroquímica do eletrodo. As 

áreas eletroquimicamente ativas dos eletrodos de grafite são os parâmetros analisados já 

que a concentração das espécies em solução, seus coeficientes de difusão e a velocidade 

de varredura não se alteram ao se medir um eletrodo contra o outro. A diferença de 

potencial entre os picos anódico e catódico menor do que 100 mV e razão das correntes 
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de pico anódica e catódica próxima do valor unitário, permitem dizer que os eletrodos 

apresentam reprodutibilidade da superfície para realização dos experimentos 

eletroquímicos. 

 A medida realizada em HClO4 permite observar a presença ou ausência de 

interferentes na solução e na superfície do eletrodo, na faixa de estudo utilizada para a 

polimerização. Os interferentes passíveis de serem eletroquimicamente oxidáveis ou 

reduzíveis surgiriam no voltamograma com respostas faradaicas respectivas. Na 

ausência dos mesmos, como evidenciado na Figura 24B, tanto eletrodo, quanto soluções 

estão livres de interferentes eletroativos na faixa de potencial de trabalho. A resposta 

anódica que começou a surgir acima do potencial +0,8 V é uma descarga normal do 

solvente. Em todos os experimentos, borbulhamento de gás nitrogênio (N2) foi realizado 

nas células eletroquímicas para remoção de oxigênio. Assim, é evidenciada a formação 

de um material eletroativo (Figura 25). 
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Figura 25: Voltamogramas cíclicos em eletrodo de grafite em solução de 3-

aminofenol (2,5 mmol.dm-3) contendo HClO4 (0,5 mol.dm-3), 100 ciclos, 50 mV.s-1. 

 

 O processo se inicia com a oxidação do monômero como uma onda irreversível 

em aproximadamente +0,9 V, correspondente à formação do cátion-radical na estrutura. 

Durante as sucessivas varreduras de potencial, um decréscimo gradual nos valores de 

corrente ocorre. A partir do segundo ciclo, um par de picos redox surge entre +0,1 e 
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+0,6 V. Essa corrente aumenta com o número de ciclos refletindo a cobertura da 

superfície do eletrodo pelo filme polimérico. 

 Após a formação do polímero, as respostas eletroquímicas devem ser 

comparadas para se atestar a presença de material com resposta semelhante entre os 

eletrodos. Nesse caso, apenas medidas em solução de HClO4 foram realizadas, e não 

com o par redox ferro/ferricianeto. Isso se deve ao fato de que o polímero incorpora, em 

alguma extensão, esses compostos e, mesmo com lavagem extensiva, há a presença de 

sinal de corrente atribuída aos mesmos. Para fins de estudo do polímero, experimentos 

utilizando esse par redox foram fundamentais, porém, para aplicação nos estudos de 

genossensores, essa etapa foi excluída. Porém, a medida em HClO4 após a formação do 

material é necessária para a oxidação de monômero residual presente na malha 

polimérica, além de analisar a presença de uma resposta redox relativa ao polímero, 

como pode ser visto na Figura 26: 
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Figura 26: Voltamograma cíclico em eletrodo de grafite modificado com poli(3-

aminofenol): (A) antes ( ̶ ) e após ( ̶ ) polimerização em solução de HClO4 (0,5 mol.dm-

3) e (B) voltamograma de pulso diferencial de eletrodo modificado com poli(3-

aminofenol) em solução tampão fosfato (0,1 mol.dm-3), pH 7,4, 20 mV.s-1. 

 

 As medidas feitas após a eletropolimerização em meio de HClO4 permitem 

observar a presença de um comportamento redox do material formado. A 

reprodutibilidade dos eletrodos deve ser averiguada nas linhas de base em tampão 

fosfato, como visto na Figura 25B.  A ausência de resposta na região de oxidação do 
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brometo de etídio (em torno de +0,64 V versus Ag/AgCl) permite dizer que, nessa faixa 

de potencial, não há interferentes eletroativos na solução e nem resposta do material 

depositado no eletrodo que poderia interferir na resposta do sensor. 

Assim sendo, os experimentos mencionados acima foram definidos como 

padrões para os sistemas e a semelhança entre as respostas foi avaliada antes da 

construção dos genossensores. 

A estabilidade térmica do polímero sobre o eletrodo foi estudada. Os eletrodos 

modificados foram levados a uma estufa a 98 °C e mantidos por 3 minutos. Essa 

temperatura foi escolhida devido a ser a mesma usada na desnaturação de DNA, a qual 

permite a imobilização da fita simples (ssDNA). Assim, visando construir o 

genossensor, o material deve suportar esta temperatura pelo máximo de tempo sem 

perder sua atividade. O tempo de contato com a sonda é de 3 minutos, antes que a 

superfície seque por isso essa escolha. Após esse tempo, o sistema foi levado a uma 

célula eletroquímica contendo HClO4 e um voltamograma cíclico foi registrado na 

região redox do polímero. O processo foi repetido 40 vezes. Um controle negativo foi 

utilizado, deixando um eletrodo modificado à temperatura ambiente. Estudo da 

estabilidade eletroquímica frente à mesma solução foi realizado para se avaliar as 

mudanças perante ciclos consecutivos de potencial. Os valores de carga calculados pela 

integral da região anódica são muito semelhantes à da catódica e, por isso, somente a 

primeira será visualizada. A porcentagem de carga contra o tempo de medida e contra o 

número de ciclos pode ser vista na Figura 27:  
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Figura 27: Porcentagem de carga contra tempo de medida para eletrodo 

modificado com poli(3-aminofenol); (A) (—■—) controle negativo realizado à 

temperatura ambiente (25 °C) e (—▲—) após tratamento térmico e (B) porcentagem de 

carga obtida a partir de 100 voltamogramas cíclicos consecutivos realizados em HClO4 

(0,5 mol.dm-3), faixa de potencial entre 0,0 e +0,7 V, 50 mV.s-1. 

 

 O polímero retém 79 % e 75 % de sua atividade inicial à temperatura ambiente e 

após tratamento térmico, respectivamente, após duas horas de experimento. Estes 

resultados mostram que o polímero não sofre grandes alterações na sua atividade 

eletroquímica, com a temperatura analisada, principalmente nos minutos iniciais, onde 

não há evidência de perda significativa desta atividade, podendo ser utilizado para 

imobilização de DNA. A queda dos valores à temperatura ambiente pode ser devido aos 

efeitos de lavagem, secagem e transferências contínuas para a célula contendo ácido, o 

que pode provocar uma perda na estabilidade do material. A estabilidade eletroquímica 

feita com 100 ciclos de potencial (Figura 27B) mostra que há uma queda nos valores de 

carga nos primeiros ciclos e a tendência a se estabilizar com ciclos subseqüentes até 

alcançar um valor de 69 %. Estes resultados indicam propriedades interessantes do 

polímero. Sua condutividade se dá através de duplas ligações conjugadas em sua 

estrutura. Porém, apenas isso não é o suficiente para promover condução eletrônica. Há 

a necessidade da dopagem do polímero para que isso ocorra. Polímeros formados por 

eletropolimerização são auto-dopados com os contra-íons presentes na solução. No caso 

do P3AF os íons incorporados são H+ e ClO4,
- provenientes do HClO4. Durante os 
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processos redox do polímero, ocorre troca de íons, inserção e expulsão dos mesmos do 

polímero. Como o processo é repetido consecutivamente (um ciclo após o outro), as 

taxas de expulsão de íons mostram-se maiores do que as de inserção, o que provoca o 

abaixamento dos valores de porcentagem de carga. Durante a oxidação do material 

formado nessa solução, há a formação de cargas positivas no polímero, o que pode ser 

acompanhado da expulsão dos cátions (H+) para a solução. Na redução, há o retorno dos 

mesmos para o polímero, porém, não na mesma quantidade que foi expulsa, além da 

expulsão de ânions (ClO4
-). Por isso ocorre a queda em porcentagem de carga do 

primeiro para o segundo ciclo. No primeiro ciclo, o polímero formado está 

completamente dopado. Há uma grande expulsão de íons durante a primeira oxi-

redução, que não consegue ser reposta completamente nos próximos ciclos. Assim, há 

uma queda na resposta. Com os ciclos subseqüentes, a taxa de expulsão continua maior 

do que a taxa de inserção e a resposta de carga decresce até tender a uma estabilização 

ao final de 100 ciclos. Mesmo assim, cerca de apenas quatro ciclos são necessários para 

obtenção de resposta estável, principalmente na região de oxidação mais anódica, 

indicando a eliminação de monômero residual na superfície, ou seja, com mais de 78 % 

da sua atividade inicial.  

 Foi realizado um estudo avaliando a estabilidade do polímero com tempo de 

armazenagem. Os eletrodos modificados foram armazenados à temperatura de -12 °C 

por um período de 3 meses. O perfil de carga por tempo foi avaliado (Figura 28): 
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Figura 28: Porcentagem de carga versus tempo de armazenagem para eletrodo 

modificado com poli(3-aminofenol), obtida a partir dos voltamogramas cíclicos 

realizados em HClO4 (0,5 mol.dm-3), faixa de potencial entre 0,0 e +0,7 V, 50 mV.s-1. 
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 O perfil não é bem definido devido às diferentes variáveis em cada experimento. 

Como foram realizados em espaços de 5 em 5 dias, soluções de HClO4 podem ter 

apresentado pequenas diferenças quanto à concentração entre os períodos, qualidade da 

água deionizada, eletrodos de referência e auxiliares. Essas variáveis, mesmo com 

pequenas contribuições podem ter sido responsáveis pelas diferenças observadas. Além 

disso, cada experimento constitui em etapas de equilíbrio com a temperatura ambiente, 

imersão em meio ácido, varreduras de potenciais, lavagem e secagem com N2, 

armazenamento à temperatura baixa novamente, o que pode levar a uma perda 

significante da atividade do material. Mesmo assim, com todas as variáveis 

apresentadas, as diferenças entre uma medida e outra são na ordem de 5,0 µA, o que não 

interfere nos resultados como um todo. A tendência mostra a queda na resposta de carga 

com o passar do tempo, porém, não decrescendo de 88 % ao final de 3 meses de 

experimento, o que mostra um material com propriedades similares às iniciais. Dessa 

maneira, ao realizarmos experimentos de estabilidade dos sensores construídos sobre 

essa matriz polimérica, as possíveis perdas de resposta não seriam relacionadas com 

perda de atividade polimérica. 

 

4.2. Desenvolvimento dos genossensores para câncer de próstata e hepatite C 

 

 A opção de escolha para o polímero derivado de 3-aminofenol dependeu de 

outro fator além da formação de um polímero com funcionalizações na sua estrutura 

com possibilidade de interação com biomoléculas. O 3-aminofenol foi escolhido dentre 

os outros dois isômeros, pois apresentou as melhores respostas de detecção. Na Figura 

29, observa-se os gráficos de detecção e controle para eletrodos de grafite e eletrodos de 

grafite modificados com polímeros derivados de 2-aminofenol e 4-aminofenol: 
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Figura 29: Voltamogramas de pulso diferencial usando brometo de etídio como 

intercalador em tampão fosfato (0,1 mol.dm-3), pH 7,4 em eletrodos de grafite (A), 

eletrodos de grafite modificados com poli(2-aminofenol) (B) e eletrodos de grafite 

modificados com poli(4-aminofenol) (C) ( ̶ ), contendo apenas as sondas ( ̶ ) e contendo 

as sondas e os alvos complementares ( ̶ )  hibridizado à 42 °C por 15 minutos, 

concentração das sondas e alvos = 100 ng, concentração de brometo de etídio = 0,54 

mmol.dm-3, ν = 20 mV.s-1, amplitude = 25 mV, duração do pulso = 60 ms. 

  

Há apenas uma pequena diferença entre as respostas da sonda e alvo 

complementar em todos os sistemas. Além disso, pode-se observar que a resposta dos 

eletrodos simplesmente com BE imobilizado, na ausência de DNA, apresenta resposta 

significante. Isso pode indicar que pouco DNA está sendo imobilizado, visto que uma 
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diferença de ~2 µA entre BE, sonda e alvo não é suficiente para se atestar modificações 

importantes. 

Já os eletrodos modificados com P3AF, modificados com as sondas e alvos 

complementares apresentaram respostas diferentes entre si, como pode ser visto na 

Figura 30: 
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Figura 30: Voltamogramas de pulso diferencial usando brometo de etídio como 

intercalador em tampão fosfato (0,1 mol.dm-3), pH 7,4 em eletrodos modificados com 

poli(3-aminofenol) ( ̶ ), contendo apenas as sondas ( ̶ ) e contendo as sondas e os alvos 

complementares hibridizados à 42 °C por 15 minutos ( ̶ ) para (A) produto de PCR de 

câncer de próstata e (B) produto de PCR do vírus da hepatite C, concentração das 

sondas e alvos = 100 ng , concentração de brometo de etídio = 0,54 mmol.dm-3, ν = 20 

mV.s-1, amplitude = 25 mV, tempo do pulso = 60 ms. 

 

 É possível detectar significativamente os eventos de hibridização através da 

detecção indireta de BE. Primeiramente, o sinal obtido quando se imobiliza diretamente 

BE sobre o polímero é muito mais baixo do que na presença das sondas. Isso indica a 

presença dos materiais biológicos adsorvidos na superfície. As diferenças entre os sinais 

de corrente são devido às diferentes formas com que as biomoléculas interagem com 

BE. Na presença apenas da sonda, ssDNA, o sinal é mais baixo do que com o alvo, 

dsDNA. Isso se deve ao efeito intercalante do BE sobre DNA nativo, ou seja, 
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hibridizado, onde ele pode se acomodar mais facilmente entre os pares de bases da 

estrutura. Desse modo, a detecção é possível. 

A diferença entre esse sistema e do eletrodo de grafite é o fato de que o grafite 

não possui sítios de ligação para as sondas e essas são eliminadas nas etapas de 

lavagem. Já entre os polímeros utilizados como matrizes, os diferentes tipos de 

materiais explicam esses resultados. O polímero derivado do 4-aminofenol é, dentre os 

três, o que modifica menos o eletrodo de grafite [158], com resposta em 

ferro/ferricianeto e HClO4 muito semelhante à do grafite limpo. Por isso, era de se 

esperar que, nas detecções, suas respostas se assemelhassem às de grafite (Figura 29A e 

29C). O polímero derivado do 2-aminofenol já foi estudado e sua estrutura caracterizada 

por muitos autores [195,196] como sendo um derivado da 3-aminofenoxazina, como 

pode ser visto na Figura 31: 

                      

Figura 31: Estrutura da 3-aminofenoxazina (esquerda) e poli(2-aminofenol) 

(direita) [197]. 

 

O polímero derivado de 2-aminofenol apresenta alta condutividade perante os 

demais devido à linearidade de sua estrutura, com os anéis coplanares permitindo a 

transferência eletrônica por toda a malha. Porém, para a construção dos biossensores, 

um passo fundamental é a imobilização da sonda sobre a matriz, que deverá possuir 

grupos funcionalizados em sua estrutura. No caso desse polímero, os grupos presentes 

são éteres e aminas aromáticas com pouca possibilidade de interação com 

funcionalidades dos compostos biológicos. As sondas podem, por esses motivos, não 

estar sendo imobilizadas nessa matriz e sendo eliminadas nas etapas de lavagem.  

Já o polímero derivado de 3-aminofenol apresenta um mecanismo diferente. 

Apesar de não se ter uma proposta bem definida de sua estrutura, Salavagione et al. 

[169], através da utilização de cálculos de densidade eletrônica obtidos usando métodos 

de campo semi-empíricos (AM1), identificaram que após a formação do dímero, várias 

posições apresentaram densidades similares, favorecendo múltiplas adições de cátions-
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radicais ao dímero. Essa análise é favorável a uma proposta feita onde o polímero pode 

apresentar a seguinte estrutura: 

 

 

 

Figura 32: (A) Possível estrutura do poli(3-aminofenol) [165] e (B) cálculos 

teóricos realizados para o dodecâmero de 3-aminofenol (comunicação pessoal de Prof. 

Odonírio Abrahão Junior)  

 

Na Figura 32A, “a” é identificado como um pinhole (literalmente, buraco de 

agulha) onde o polímero pode apresentar uma conformação semelhante a um éter  

coroa, contendo os grupos funcionais amino dispersos pela estrutura e as ligações entre 

os anéis sendo realizadas pelos átomos de oxigênio. Estudos teóricos recentes ainda não 

publicados (Prof. Odonírio Abrahão Junior e colaboradores) revelam estruturas com 

A 

a 
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conformação semelhante à apresentada na Figura 32A (Figura 32B), o que reforça a 

análise desta ser a possível estrutura do polímero formado, além de explicar as 

tendências observadas na construção dos genossensores. Os grupos funcionais dispersos 

na estrutura facilitam as interações com os grupos fosfato presentes nos produtos de 

PCR, aumentando a interação entre a matriz e o DNA, fazendo com que a imobilização 

ocorra mais eficientemente. Além disso, a presença dos pinholes auxilia na aproximação 

do DNA fazendo com que este fique mais “preso” na malha devido ao espaço para se 

acomodar e as interações com os hidrogênios internamente. 

A diferença, na Figura 30, entre os sinais sonda/alvo não é tão evidente, mas 

significante, devido ao tamanho dos produtos de PCR escolhidos (mais de 200 pares de 

bases). Como são muito grandes, as sondas imobilizadas podem, em determinados 

pontos sobre a superfície sofrer processos de hairpin loop [198] ou stem-loop, que 

ocorrem quando há a possibilidade de se formarem ligações com bases nitrogenadas 

provenientes delas mesmas, criando uma estrutura em forma de um “pirulito”. Esses 

possíveis pareamentos podem fazer com que mais BE fique em contato com a sonda do 

que se elas estivessem totalmente desimpedidas. Além disso, uma concentração muito 

baixa, 100 ng, para ambos os produtos de PCR foram utilizados, tanto para sonda 

quanto para alvo, que mesmo assim, foi possível realizar a detecção dos alvos. As 

diferenças entre a porcentagem de bases nitrogenadas entre a sonda do câncer de 

próstata e da sonda da hepatite C devem proporcionar as pequenas diferenças nos 

valores de corrente entre uma medida e outra (29,18 % guanina, 23,34 % adenina, 29,18 

% citosina e 18,28 % timina para o vírus da hepatite C) e (24,27 % guanina, 34,06 % 

adenina, 21,74 % citosina e 20,21 % timina para câncer de próstata). Além disso, 

acredita-se que há sítios mais favoráveis para intercalação do brometo de etídio no DNA 

como AT/TA, seguido de CG/TA [119]. A presença de mais sítios de interação em um 

produto de PCR pode sobressair sobre o outro, promovendo maior intercalação. 

 Com base na detecção realizada sobre a matriz de poli(3-aminofenol), estudos de 

otimização foram realizados para se obter os melhores resultados, em relação aos 

valores de corrente. A concentração de BE utilizado foi um deles, como pode ser visto 

na Figura 33: 
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Figura 33: Voltamogramas de pulso diferencial usando brometo de etídio como 

intercalador em tampão fosfato (0,1 mol.dm-3), pH 7,4 em eletrodos modificados com 

poli(3-aminofenol) contendo sondas e alvos complementares hibridizados à 42 °C por 

15 minutos para (A) produto de PCR de câncer de próstata e (B) produto de PCR de 

hepatite C, concentração das sondas e alvos = 100 ng, concentração de brometo de 

etídio = 0,54 µmol.dm-3, 5,4 µmol.dm-3, 54µmol.dm-3, 0,54 mmol.dm-3 e 5,4 mmol.dm-3, 

ν = 20 mV.s-1, amplitude = 25 mV, duração do pulso = 60 ms. 

 

Os melhores resultados deveriam ser, pelos gráficos na Figura 33, utilizando a 

maior concentração de BE. Porém, este amplo sinal não se refere apenas ao BE 

intercalado no DNA. A grande quantidade de intercalador usada é também absorvida 

pelo polímero, com parte sendo lavada em tampão, parte lixiviada durante a detecção. 

Os dois casos são visíveis a olho nu à medida que o recipiente de lavagem e a célula 

eletroquímica de detecção passam a apresentar uma coloração alaranjada, característica 

intrínseca do BE. No outro extremo, a menor concentração utilizada não apresenta sinal 

de oxidação e o perfil se assemelha com a linha de base. Nessas condições, não é 

possível de se detectar BE. Aumentando 10 e 100 vezes essa concentração, a resolução 

não é boa e os sinais de corrente são difíceis de analisar e de se verificar diferenças 

entre sonda e alvo. Os melhores resultados provêm da concentração de 0,54 mmol.dm-3 

de BE. O sinal eletroquímico é observável, não há a presença de processos de lixiviação 
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e é possível de se obter diferenças nas respostas de sonda/alvo. Assim, essa 

concentração foi utilizada na realização dos próximos experimentos. 

Outro aspecto importante é o tempo de contato para hibridização do alvo com a 

sonda. Tempos muito curtos não permitem a completa condição de hibridização e 

tempos muito extensos podem promover adsorções indesejadas na superfície juntamente 

com a hibridização. Em ambos os casos é esperado aumento no sinal de corrente. Um 

estudo de tempo de hibridização foi realizado, como poder ser visto na Figura 34: 
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Figura 34: Perfil de corrente versus tempo para detecções utilizando brometo de 

etídio como intercalador em tampão fosfato (0,1 mol.dm-3), pH 7,4 sobre eletrodos 

modificados com poli(3-aminofenol) contendo sondas e alvos complementares 

hibridizado em 5, 10, 15, 20 e 25 minutos a 42 °C para (A) produto de PCR de câncer 

de próstata e (B) produto de PCR de hepatite C, concentração da sonda e alvo = 100 ng, 

concentração de brometo de etídio = 0,54 mmol.dm-3 , ν = 20 mV.s-1, amplitude = 25 

mV, duração do pulso = 60 ms.  

 

Pode ser observado um acréscimo nos valores de corrente de 5 a 25 minutos de 

detecção. Como mencionado acima, em um determinado ponto pode haver adsorção do 

alvo na superfície do polímero e o aumento se daria pela interação do BE com excesso 

de DNA imobilizado. A partir de 15 minutos de hibridização, a superfície do eletrodo 

tende a secar e as respostas de corrente de 20 e 25 minutos aumentam em pouca escala, 

tendendo a uma estabilização. Assim, 15 minutos parece ser o limiar da hibridização 
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com a adsorção e esse tempo foi escolhido para as hibridizações nos experimentos 

seguintes. 

Para se avaliar a especificidade dos genossensores construídos, medidas 

utilizando produtos de PCR não-complementares foram feitas. Como as duas sondas 

possuem tamanhos semelhantes, a sonda do câncer de próstata foi utilizada como alvo 

não-complementar para o genossensor para o vírus da hepatite C e vice-versa. Esses 

estudos podem ser observados na Figura 35: 
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Figura 35: Voltamogramas de pulso diferencial usando brometo de etídio como 

intercalador em tampão fosfato (0,1 mol.dm-3), pH 7,4 em eletrodo modificado com 

poli(3-aminofenol) contendo apenas as sondas ( ̶ ), contendo as sondas e os alvos 

complementares hibridizados a 42 °C por 15 minutos ( ̶ ) e contendo as sondas e alvos 

não-complementares hibridizados a 42 °C por 15 minutos ( ̶ ) para (A) produto de PCR 

de câncer de próstata e (B) produto de PCR para o vírus da hepatite C, concentração das 

sondas e alvos = 100 ng, concentração de brometo de etídio = 0,54 mmol.dm-3, ν = 20 

mV.s-1, amplitude = 25 mV, duração do pulso = 60 ms. 

 

Utilizando alvos não-complementares de produtos de PCR semelhantes, é 

possível dizer que os sensores construídos apresentam especificidade com seus alvos 

complementares. As sondas não-complementares são excluídas nas etapas de lavagem e 
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os sensores se comportam como inicialmente. Uma próxima etapa é avaliar os limites de 

detecção dos respectivos genossensores, como pode ser visto na Figura 36: 
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Figura 36: Curva de calibração para alvos complementares a diferentes 

concentrações para (A) câncer de próstata e (B) hepatite C. 

 

 O limite de detecção foi de 16 ng e 19 ng e o limite de quantificação foi 

de 54 ng e 64 ng, para câncer de próstata e hepatite C, respectivamente. A estabilidade 

dos genossensores foi avaliada em medidas periódicas (15 em 15 dias), como pode ser 

visto na Figura 37: 
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Figura 37: Tempo de vida do genossensor. Medida realizada usando brometo de 

etídio como intercalador em tampão fosfato 0,1 mol.dm-3, pH 7,4 em eletrodo 

modificado com poli(3-aminofenol) contendo sondas e os alvos complementares 

hibridizados a 42 °C por 15 minutos para (A) produto de PCR de câncer de próstata e 

(B) produto de PCR para vírus da hepatite C, concentração das sondas e alvos = 100 ng, 
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concentração de brometo de etídio = 0,54 mmol.dm-3, ν = 20 mV.s-1, amplitude = 25 

mV, duração do pulso = 60 ms. 

 

 Os dois genossensores possuem resposta eletroquímica para os alvos 

complementares com até 60 dias de armazenamento. 

 

4.3. Espectroscopia de Impedância Eletroquímica 

 

Através da intercalação do brometo de etídio nas sondas imobilizadas foi 

possível realizar a detecção eletroquímica de hibridização, indicando que ambas, sondas 

e alvos, foram imobilizados com sucesso. Para comprovar essas imobilizações, foi 

utilizada a técnica de Espectroscopia de Impedância Eletroquímica (EIE), que fornece 

informações importantes sobre as características de um sistema eletroquímico, como 

resistências e capacitâncias através de variações de freqüência [199]. A EIE tem sido 

amplamente usada para medir a impedância de processos superficiais, incluindo 

detecção de hibridização de DNA [200,201] sendo bastante eficiente ao se avaliar a taxa 

de transferência eletrônica nos eletrodos, na presença de espécies redox em solução. 

Uma das possíveis representações dos dados é feita através do diagrama de Nyquist, em 

que a presença de semicírculos indica componentes resistivos nos sistemas. Esses 

componentes do sistema podem ser visualizados através da atribuição de um circuito 

equivalente, para simular as respostas obtidas pela técnica, e os dados obtidos são 

mostrados em uma tabela. 

Os sistemas foram construídos sem a adição de BE, buscando simplificar os 

sistemas de análise, já que a técnica permite analisar diferenças entre as imobilizações 

diretamente, sem a necessidade de se adicionar um agente de identificação indireto. Os 

diagramas de Nyquist, oriundos desta detecção, o circuito equivalente e a tabela dos 

dados obtidos podem ser vistos na Figura 38 e Figura 39, respectivamente:    
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Figura 38: Diagramas de Nyquist realizados em (A) eletrodos de grafite 

modificados com poli(3-aminofenol) (—�—), sonda de câncer de próstata (—�—) e 

sonda/alvo de câncer de próstata (—�—) e (B) eletrodos de grafite modificados com 

poli(3-aminofenol) (—�—), sonda de hepatite C (—�—) e sonda/alvo de hepatite C 

(—�—) em K3Fe[CN]6/K4Fe[CN]6 (5,0 mmol.dm-3) contendo KCl (0,1 mol.dm-3). 

Potencial aplicado de +0,24 V, amplitude 10 mV, concentração das sondas = 100 ng. As 

linhas são referentes aos ajustes realizados às curvas experimentais. 

 

 

 

 

 

 

Figura 39: Circuito equivalente proposto para os ajustes realizados sobre os 

dados experimentais de impedância, onde Rs (resistência à solução), Rtc1 (resistência à 

transferência de carga entre eletrodo e polímero), Qdl1 (capacitância entre eletrodo e 

polímero), Rtc2 (resistência à transferência de carga entre o material biológico e o 

polímero) e Qdl2 (capacitância entre o material biológico e o polímero) 
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Tabela 3: Dados obtidos do ajuste: P3AF(poli-3-aminofenol), ss(sonda), 

ds(alvo), HepC (vírus da hepatite C) e CP (câncer de próstata). 

 Rs (Ω) Qdl1 

(Ω-1sn) 

n Rtc1 (Ω) Qdl2 

(Ω-1sn) 

n Rtc2 (kΩ) χ² 

P3AF 5,65 0,15 1,00 659,0 0,17 0,76 25,91 4,43x10-2 

ssHepC 5,94 0,13 0,84 299,4 0,55 0,78 5,51 2,12x10-2 

dsHepC 13,36 0,13 1,00 233,6 0,39 0,68 8,17 4,20x10-2 

ssCP 15,40 0,19 0,75 675,0 0,66 0,84 5,79 8,57x10-2 

dsCP 9,69 0,17 0,84 398,0 0,55 0,76 8,51 3,87x10-2 

 

A Figura 38 apresenta os diagramas de Nyquist juntamente com o ajuste 

realizado pelo circuito equivalente apresentado na Figura 39. Há a presença de dois 

semicírculos nos sistemas. Um a altas freqüências e outro, bem mais evidente, em 

baixas frequências. Não há a presença no circuito da componente W (Warburg), que 

indicaria um sistema controlado por difusão, pois uma reta com inclinação de 45º 

deveria estar presente nas regiões de baixa freqüência [202]. Visto que a intenção foi 

observar as diferenças entre as medidas, os valores de chi-quadrado (χ2) atestam 

qualidade razoável do ajuste experimental. 

 É possível de se observar que, para ambos os sistemas (câncer de próstata e 

hepatite C), o mesmo perfil com valores de resistência similares são apresentados, como 

esperado. O poli(3-aminofenol) apresenta os maiores valores de resistência, como já 

observado em outro trabalho [158], ou seja, maior dificuldade para a ação das espécies 

redox ferri/ferrocianeto sobre a superfície do eletrodo. Esperava-se que, com a adição de 

uma nova camada molecular (nesse caso, as biomoléculas), ocorresse o aumento dos 

valores de resistência pelo aumento da distância das espécies redox ao eletrodo. Porém, 

o contrário é observado (Rtc2). Isso pode ser explicado através do esquema apresentado 

na Figura 40: 
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Figura 40: Esquema proposto para a hibridização da sonda com alvo através dos 

resultados obtidos por EIE: eletrodo de grafite (preto) modificado com poli(3-

aminofenol) (vermelho) e possíveis funcionalizações (linhas retas), ferro/ferricianeto de 

potássio (sinais negativos), sondas e sondas com alvos para (A) apenas polímero em 

solução, (B) polímero mais sonda com grupos fosfato livres para a solução, (C) 

polímeros interagindo com grupos fosfato da sonda e (D) polímero mais sonda e alvo 

complementar em solução. 

 

 A resistência à transferência de carga significativa para os sistemas (Rtc2), 

ilustrada nos diagramas de Nyquist como o semicírculo visível a baixas freqüências, 

diminui do polímero para as sondas e aumenta novamente para as sondas/alvos. O 

polímero (Figura 40A) apresenta dificuldade para a aproximação das espécies redox à 

superfície do eletrodo devido à sua estrutura (ver discussão sobre a Figura 32). A 

presença da sonda poderia ocorrer de duas formas. Poderia estar com a região 

hidrofílica interagindo com o polímero (Figura 40C) ou em contato com a solução 

(Figura 40B). Se a segunda possibilidade fosse verdadeira, teríamos um aumento nos 

valores de resistência devido à repulsão entre os grupos fosfato e as espécies redox 

ferro/ferricianeto, todas carregadas negativamente. Porém, há um decréscimo 
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considerável nos valores de Rtc2, o que sugere que a imobilização da sonda esteja 

ocorrendo através dos grupos amino do polímero e os grupos fosfato, o que permite que 

a região hidrofóbica altamente carregada do DNA possa interagir mais com moléculas 

de ferro/ferricianeto, diminuindo, assim, a resistência à transferência de carga. Com o 

alvo imobilizado, a probabilidade é de ocorrer de acordo com a Figura 40D, dessa vez 

com a região hidrofílica do DNA em contato com a solução, o que permite novamente 

um aumento da resistência pela repulsão com as espécies negativas em solução. O 

aumento da capacitância de Qdl1 para Qdl2 atesta a presença de grupos redox na 

superfície modificada do eletrodo, relacionada à presença das sondas de DNA, 

confirmado também pela ausência de aumento significante de capacitância de Qdl1 para 

Qdl2 construído apenas o polímero. Através da EIE não apenas foi possível detectar 

sonda e alvo como também mostrou a possibilidade de interação com o polímero via 

grupos fosfato das amostras de DNA.  

  

4.4. Planejamento Fatorial para otimização de D3A de Calf Thymus e brometo de 

etídio 

 

 A interação entre DNA e BE por intercalação pode ir além da construção de 

genossensores para detecção de doenças em estágios iniciais. Se conhecido os 

parâmetros de melhor interação entre eles, podemos construir um sistema que pode ser 

usado para a identificação de novas drogas, muito usadas no tratamento de câncer por 

quimioterapia. A utilização de produtos de PCR é inviável pela mínima quantidade e 

baixa concentração. DNA nativo obtido do timo de bezerro (Calf Thymus) pode ser 

utilizado pelo baixo custo por uma alta quantidade de material com uma alta pureza. 

A fim de construir um modelo que identifique a melhor condição de intercalação 

entre BE e DNA de Calf Thymus para a aplicação no estudo de novos agentes 

antineoplásicos quimioterápicos, experimentos envolvendo eletroquímica e 

espectroscopias foram realizados, baseados nas características ópticas e elétricas do BE. 

Para se realizar os experimentos de planejamento fatorial, primeiramente foram 

analisadas as respostas de BE livre e em contato com DNA por espectroscopia de UV-

visível (Figura 41A) e depois por espectroscopia de fluorescência (Figura 41B). Os 

potenciais anódicos limite para voltametria de pulso diferencial foram de +0,70 V 

devido à oxidação de EDTA a potenciais maiores do que esse (Figura 41C). 



 

   76 
 

400 450 500 550 600
0.00

0.06

0.12

0.18

0.24

A
b

so
rb

â
nc

ia

nm

A

400 450 500 550 600

0

20

40

60

80

100

16x

40nm

F
lu

o
re

sc
ê

nc
ia

 (
a.

u
)

nm

B

0.3 0.4 0.5 0.6 0.7

0.0

9.0

18.0

27.0

36.0

16x

C
o

rr
e

nt
e

  /
  
µ
A

Potencial  /  V

C

 

Figura 41: Medidas realizadas em tampão TE pH 8,0 com brometo de etídio (40 

µmol.dm-3) ( ̶ ) e brometo de etídio (40 µmol.dm-3) mais DNA de Calf Thymus (240  

µmol.dm-3) ( ̶ ) através de (A) Espectroscopia de UV-visível, (B) Espectroscopia de 

Fluorescência, emissão à 595 nm e (C) Voltametria de Pulso Diferencial, ν = 20 mV.s-1, 

amplitude = 25 mV, duração do pulso = 60 ms. 
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 BE apresenta um pico de absorbância a 480 nm, enquanto na presença de DNA 

há um deslocamento batocrômico para 519 nm e uma hipocromicidade de cerca de 25% 

[203]. O espectro de fluorescência apresenta uma diferença de cerca de 16 vezes de 

aumento de BE livre para BE/DNA. A oxidação eletroquímica do BE ocorre a maiores 

valores de corrente, coincidentemente, o mesmo aumento de 16 vezes observado no 

espectro de fluorescência, nas mesmas condições. 

 Quando BE se intercala, este muda de um ambiente hidrofílico para um 

hidrofóbico, à medida que a solução aquosa fica em contato com a região externa dos 

grupos fosfato do DNA e o BE se intercala entre os pares de bases, no ambiente 

hidrofóbico. A mudança no ambiente promove o deslocamento para a região do 

vermelho no espectro de UV-visível e, como a água é um inibidor de fluorescência, a 

intercalação promove um aumento na resposta fluorescente. Quando BE intercala, 

forma um aduto com DNA, o qual faz com que a absorção de luz fique mais difícil de 

ocorrer. Também há uma limitação na ressonância do anel aromático devido à interação 

com os pares de base, assim promovendo o efeito de hipocromicidade. O decréscimo de 

corrente nos experimentos eletroquímicos ocorre devido à dificuldade para o BE de 

alcançar a superfície do eletrodo de grafite quando intercalado e a inacessibilidade dos 

grupos oxidáveis, que estão interagindo com os pares de bases. 

 Com esta análise e visando construir um perfil de concentração, as 

concentrações de BE foram alteradas e foi adicionado NaCl em várias concentrações. A 

presença de sal nas soluções altera as interações do BE com DNA como pode ser visto 

nas Figuras 42 e 43: 

 

 

 

 

 

 

 



 

   78 
 

0 60 120 180 240 300
64

68

72

76

80

84

88
 

[NaCl]  /  mmol.L-1

F
lu

or
e

sc
ên

ci
a 

(a
.u

)

504

507

510

513

516

519

522 C
om

p
rim

e
nto de o

nda / nm

 

Figura 42: Perfis de sinais espectroscópicos de fluorescência ( ̶ ■ ̶ )  e UV-

visível ( ̶ ○ ̶ ) mantendo a concentração de DNA de Calf Thymus (240 µmol.dm-3) e de 

brometo de etídio a (40 µmol.dm-3), mas variando a concentração de NaCl de 0, 10, 20, 

40, 80, 160, 320 e 640 mmol.dm-3. 

Em uma concentração fixa de DNA e BE, é possível observar que há um 

aumento na intensidade de fluorescência, juntamente com um deslocamento no 

comprimento de onda no espectro de UV-visível até uma concentração de sal de 10-20 

mmol.dm-3. Após esse ponto, ocorre um decréscimo na intensidade de fluorescência e 

um deslocamento hipsocrômico. As variações nas respostas de fluorescência e de 

absorção com o acréscimo de sal podem ser justificadas, baseado que, em altas 

concentrações de sal os pares de bases de DNA se tornam mais compactos. Para que 

uma molécula de BE se intercale no plano das pares de bases há a necessidade de um 

desdobramento da dupla fita. Assim, a inserção de um anel de BE dentro do fragmento 

de DNA desdobra a dupla fita em 26°, reduzindo o ângulo de torção (por par de bases) 

de 36° para 10° [121]. À medida que se torna mais difícil desdobrar uma molécula 

compacta, BE perde grande parte do efeito intercalativo e, assim, as respostas 

diminuem, tendendo a voltar às respostas iniciais com BE livre. É importante ressaltar 

que a hipercromicidade, seguindo o efeito hipsocrômico com a adição de sal, não é 

muito expressiva, na medida em que há uma grande quantidade de BE ligado ao DNA. 

Para valores de sal entre 0 e 20 mmol.dm-3, há uma hipercromicidade de apenas 0,2%. 

Um efeito maior é verificado com altas adições de sal (os últimos dois valores de 
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concentração de NaCl nos gráficos). Os experimentos eletroquímicos realizados com 

alteração da concentração de sal pode ser visto na Figura 43: 
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Figura 43: Perfis de sinais de corrente ( ̶ ■ ̶ ) e de potencial ( ̶ ○ ̶ ), mantendo a 

concentração de DNA de Calf Thymus (240 µmol.dm-3) e de brometo de etídio a (40 

µmol.dm-3), mas variando a concentração de NaCl de 0, 10, 20, 40, 80, 160, 320 e 640 

mmol.dm-3.  

 

Pela Figura 43, observa-se um aumento nos valores de potencial de oxidação até 

exatamente essa concentração de sal 20 mmol.dm-3 e um aumento de 1 µA nos valores 

de corrente, muito pequeno até esse mesmo valor de sal. Esse máximo é observado no 

trabalho de Ozsoz et al. [204], o qual descreve que forças eletrostáticas são 

predominantes a baixas forças iônicas na solução, enquanto que em altas forças iônicas 

interações intercalativas ocorrem. 

Com a adição de sal, há um acréscimo nos valores de corrente. Após esse valor 

de sal, as correntes começam a aumentar com maior intensidade, aliado a um menor 

potencial de oxidação. O aumento de corrente indica que mais BE estaria acessível à 

oxidação e o menor potencial indica maior facilidade com que isso ocorre. Assim como 

o esperado pelos experimentos espectroscópicos, o limite nos valores de NaCl,  

indicando uma melhor intercalação, estão entre 10 e 20 mmol.dm-3. Valores acima 

desses apontam perda na intensidade de intercalação, evidenciada pelo aumento de 

corrente, decréscimo de potencial, decréscimo de intensidade de fluorescência e 
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deslocamento hipsocrômico. Nesse ponto, uma concentração de 20 mmol.dm-3 foi 

escolhida para os experimentos seguintes. Mantendo a concentração de NaCl, foi 

alterado agora a concentração de BE, como pode ser visto nas Figuras 44 e 45: 
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Figura 44: Perfis de sinais espectroscópicos de fluorescência ( ̶ ■ ̶ )  e 

espectroscopia de UV-visível ( ̶ ○ ̶ ), mantendo a concentração de DNA de Calf Thymus 

(240 µmol.dm-3) e de NaCl a (20 mmol.dm-3), mas variando a concentração de brometo 

de etídio de 16, 20, 24, 26.67, 34.28, 40, 80, 120 e 240 µmol.dm-3.  

 

Alterando as concentrações de BE foi observado na Figura 44 que ocorre um 

aumento linear na intensidade de fluorescência até o valor de 40 µmol.dm-3 e um leve 

deslocamento para o azul na mesma região. A partir desse máximo, atingiu-se um platô 

na intensidade de fluorescência, não sendo observada alteração até a proporção 

BE/DNA de 1:1, na qual um decréscimo acentuado nos valores foi observada (63 u.a). 

Este decréscimo pode ser devido ao excesso de BE não ligado levar a um mecanismo de 

inibição dinâmica, no qual excesso de BE inibe o estado estacionário da intensidade de 

fluorescência [205]. Também, Burns [206] descreveu que essa inibição seria por 

transferência não radioativa de energia para BE livre. Embora haja o platô na 

fluorescência, há um deslocamento perceptivo para o azul no espectro UV-visível entre 

40 µmol.dm-3 e 80 µmol.dm-3, indicando a perda da resposta de BE ligado ao DNA, 

tendendo a voltar à resposta inicial. Com os dados analisados pelas duas técnicas 

espectroscópicas, é possível afirmar que entre 40 e 80 µmol.dm-3 BE ligado ao DNA 
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ocupa todos os sítios ativos. A partir desse ponto em diante, o excesso de BE fica 

restrito aos sítios externos do DNA, não o suficiente para inibir a fluorescência, mas sim 

para permitir que BE livre absorva luz, promovendo o deslocamento hipsocrômico. Os 

experimentos eletroquímicos levando em consideração a variação na concentração de 

BE pode ser visto na Figura 45: 
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Figura 45: Perfis de sinais de corrente ( ̶ ■ ̶ ) e de potencial ( ̶ ○ ̶ ), mantendo a 

concentração de DNA de Calf Thymus (240 µmol.dm-3) e de NaCl a (20 mmol.dm-3), 

mas variando a concentração de brometo de etídio de 16, 20, 24, 26.67, 34.28, 40, 80, 

120 e 240 µmol.dm-3.  

 

A mudança de concentração de BE provoca alterações nas respostas 

voltamétricas (Figura 45). Até a concentração de 40 µmol.dm-3 há apenas um leve 

aumento na oxidação do BE (apenas 3 µA). Porém, de 40 para 80 µmol.dm-3, há um 

acréscimo significativo de 32 µA, indicando presença de BE livre em solução. O 

potencial de oxidação ainda aumenta de 40 para 80 µmol.dm-3, tendendo a cair apenas 

no valor subseqüente, indicando aumento de dificuldade de oxidação até pelo menos 80 

µmol.dm-3. O aumento de 16 vezes na corrente é similar ao que Vardenyan et al. [181] 

observou em seus experimentos. A partir de 80 µmol.dm-3 a corrente ainda tende a 

aumentar, visto que mais BE livre está presente na solução e o potencial anódico tende a 

diminuir pelo mesmo motivo. Nesse ponto, através das técnicas voltamétricas e 
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espectroscópicas, valores entre 40 e 80 µmol.dm-3 são os que apresentam os melhores 

resultados de intercalação de BE com DNA. 

As análises feitas acima indicam que valores entre 10 e 20 mmol.dm-3 de NaCl e 

entre 40 e 80 µmol.dm-3 de BE fornecem os melhores resultados para intercalação de 

DNA de Calf Thymus e BE. Ao invés de se trabalhar com valores aleatórios entre essas 

variáveis, a fim de se encontrar o melhor ponto, uma otimização através de 

planejamento fatorial a dois níveis foi realizada envolvendo BE, DNA e NaCl. 

A tabela 4 compila os dados obtidos através de planejamento para três variáveis 

(na ordem de 23). Os valores das variáveis e a resposta para o modelo de construção 

também podem ser vistos. Os efeitos das variáveis são mostrados na tabela 5: 

 

Tabela 4: Planejamento Fatorial a dois níveis 23 com ponto central para 

concentrações de DNA/EB/NaCl. Concentrações são dadas em µmol.dm-3, com exceção 

do NaCl, que é dado em mmol.dm-3. I.F para Intensidade de Fluorescência (a.u), nm 

para comprimento de onda, µA para corrente e V para potencial. 

Variáveis reais Variáveis escalonadas I.F nm µA V 

[DNA]  [BE]  [NaCl] X* Y** Z***    

120 40 10 -1 -1 -1 55,34 504,5 21,74 0,656 

240 40 10 +1 -1 -1 80,25 519,5 2,21 0,592 

120 80 10 -1 +1 -1 51,64 490,0 33,21 0,612 

240 80 10 +1 +1 -1 80,60 505,5 29,28 0,612 

120 40 20 -1 -1 +1 52,55 501,5 20,78 0,644 

240 40 20 +1 -1 +1 84,58 520,5 2,89 0,594 

120 80 20 -1 +1 +1 50,86 488,5 29,9 0,627 

240 80 20 +1 +1 +1 86,00 504,0 29,73 0,622 

180 60 15 0 0 0 70,06 506,5 30,76 0,628 

180 31,72 20 0 -√2 +1 55,71 518,5 2,75 0,600 

180 88,28 20 0 +√2 +1 74,15 497,5 35,93 0,628 

95,15 60 20 -√2 0 +1 52,02 518,0 37,21 0,624 

264,85 60 20 +√2 0 +1 91,61 506,1 10,82 0,603 
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*   X= [DNA]-180       (1) 

                 60      

 

** Y= [EB]-60             (2) 

               20 

 

*** Z= [NaCl]-15        (3)                             

                   5 

 

Tabela 5: Efeito das variáveis 

 Efeito (para 

fluorescência)1 

Efeito (para 

comprimento de 

onda)2 

Efeito (para 

corrente)3 

Efeito para 

potencial)4 

[DNA] +30,26 +16,25 -10,38 -0,03 

[BE] -0,90 -14,50 +18,63 +0,003 

[NaCl] +1,54 +1,25 -0,78 +0,003 

[DNA] + [BE] +1,79 -0,75 +8,33 -0,027 

[DNA] + [NaCl] +3,33 +1,00 +1,35 +0,002 

[BE] + [NaCl] +0,77 -0,25 -3,65 +0,009 

[DNA] + [BE] + [NaCl] +3,32 +1,00 +0,53 -0,026 

 Desvio padrão (σ) para 1 σ = 0,46    2 σ = 1,05    3 σ = 0,50    4 σ = 0,006             

 

O escalonamento das variáveis DNA, BE e NaCl foi realizado através das 

equações (1), (2) e (3) para que as análises pudessem ser feitas na mesma proporção, 

visto que a concentração de NaCl apresenta valores na ordem de 103 maior do que para 

as outras variáveis. Desta forma, todos os mínimos e máximos estudados apresentam o 

mesmo valor na nova escala.  

Observando os dados da Tabela 4 é possível identificar previamente o baixo 

efeito de NaCl nos sistemas, confirmado pelos baixos efeitos isolados em cada uma das 

técnicas utilizadas na Tabela 5. Os valores estão muito próximos do desvio padrão e seu 
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efeito entre 10 e 20 mmol.dm-3 não é suficientemente significante para alterar as 

medidas em qualquer direção. Do mesmo modo as interações entre NaCl/BE e 

NaCl/DNA são muito pequenas. Isso significa que tanto um valor quanto o outro vão 

fornecer resultados muito semelhantes. As análises mostram que o principal efeito 

provém do DNA, indicando que ele é o responsável pelas maiores alterações em todos 

os sistemas. Os efeitos isolados do BE diferem de um experimento para outro e uma 

análise dos efeitos mais aprofundada deve ser feita. A identificação de efeitos 

significantes pode ser expressa em um gráfico normal, obtidos através do teste Z.  

Supondo que o valor verdadeiro para cada efeito seja zero, os valores obtidos na 

tabela 5 devem refletir apenas os erros aleatórios do planejamento fatorial em análise, 

ou seja, valores que se distanciam de zero e que, para nós, interpretaremos como os 

efeitos significantes. Assim, podemos considerar uma amostra aleatória retirada de uma 

distribuição aproximadamente normal, com média populacional zero. Um gráfico 

normal dos valores dos efeitos pode ser traçado e pode-se usá-lo para testar a hipótese 

de que os efeitos não existem. Os dados utilizados para isso podem ser vistos na Tabela 

6 e o gráfico normal na Figura 46: 
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Tabela 6: Correspondência entre os efeitos calculados para o planejamento 

fatorial e os valores de probabilidade cumulativa 

Ordem Efeito Região de probabilidade 

cumulativa (%) 

Ponto central Valores de Z [207] 

1 
-14,5 

0-3,57 1,785 -2,1 

2 
-10,38 

3,57-7,14 5,355 -1,61 

3 
-3,65 

7,14-10,71 8,925 -1,345 

4 
-0,9 

10,71-14,28 12,495 -1,15 

5 
-0,78 

14,28-17,85 16,065 -0,99 

6 
-0,75 

17,85-21,42 19,635 -0,855 

7 
-0,25 

21,42-24,99 23,205 -0,73 

8 
-0,03 

24,99-28,56 26,775 -0,62 

9 
-0,027 

28,56-32,13 30,345 -0,515 

10 
-0,026 

32,13-35,70 33,915 -0,415 

11 
0,002 

35,70-39,27 37,485 -0,32 

12 
0,003 

39,27-42,84 41,055 -0,225 

13 
0,003 

42,84-46,81 44,625 -0,135 

14 
0,009 

46,81-49,98 48,195 -0,05 

15 
0,53 

49,98-53,55 51,765 0,05 

16 
0,77 

53,55-57,12 55,335 0,135 

17 
1 

57,12-60,69 58,905 0,225 

18 
1 

60,69-64,26 62,475 0,32 

19 
1,25 

64,26-67,83 66,045 0,415 

20 
1,35 

67,83-71,40 69,615 0,515 

21 
1,54 

71,40-74,97 73,185 0,62 

22 
1,79 

74,97-78,54 76,755 0,73 

23 
3,32 

78,54-82,11 80,325 0,855 

24 
3,33 

82,11-85,68 83,895 0,99 

25 
8,33 

85,68-89,25 87,465 1,15 

26 
16,25 

89,25-92,82 91,035 1,345 

27 
18,63 

92,82-96,39 94,605 1,61 

28 
30,26 

96,39-100 98,175 2,1 
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Figura 46: Gráfico normal para os efeitos, editado a partir dos dados da tabela 6. 

  

Nesse teste, observa-se no gráfico que os pontos centrais se ajustam muito bem a 

uma reta que cruza a probabilidade acumulada de 50% praticamente sobre o ponto zero 

do eixo y. Portanto, podemos dizer que esses pontos seriam provenientes de uma 

população normal de média zero, ou seja, efeitos sem significado físico. Entretanto, os 

outros pontos numerados, que identificam a ordem dos experimentos na Tabela 6 não 

podem ser pensados como pertencentes à mesma população que produziu os pontos 

centrais da reta, pela sua distância da mesma. Estes são efeitos realmente significantes e 

quanto mais afastados da região central, mais significantes ainda. Desse modo, apenas 

os pontos enumerados (1,2,25,26,27 e 28) são significativos.  

Dentre os efeitos, em nenhum deles estão presentes nos resultados obtidos para a 

variação de potencial. Realmente, seus resultados estão muito próximos do valor de 

desvio padrão e as diferenças entre um experimento e outro são muito pequenas, o que 

pode induzir a erros na análise. Do mesmo modo, os efeitos para NaCl não aparecem, o 

que confirma a análise feita anteriormente. Em todos outros experimentos, os efeitos 

mais significantes são os do DNA isolado utilizando todas as técnicas e BE nas análises 

de corrente e comprimento de onda. O único efeito de interação presente é o do 

DNA/BE por corrente. Isso nos permite dizer da importância das duas variáveis na 

construção de um modelo, principalmente nas análises por corrente, de onde o modelo, 

depois de construído poderá ser aplicado diretamente.  



 

   87 
 

Baseado na pequena, porém visível melhora nos resultados quando se trabalha 

com 20 mmol.dm-3 (Figuras 42 e 44), os mapas dos planejamentos fatoriais foram 

construídos baseados nesse valor de sal, como pode ser visto na figura 47: 

 

Figura 47: Planejamento Fatorial a dois níveis para otimização de D1A de Calf 

Thymus e brometo de etídio.  

 
Em relação aos dados obtidos por espectroscopia de fluorescência, o sinal do 

efeito é positivo para o DNA e negativo para o BE. Isso indica que há uma tendência de 

melhor resposta com o aumento e a diminuição de concentração de DNA e BE, 

respectivamente. Como pode ser observada, a região de resposta mais intensa aponta 

para as tendências da Tabela 5, maiores para maiores concentrações de DNA. Todos os 

valores utilizados entre o máximo e o mínimo de BE utilizando o máximo de DNA 

apresentam a mesma intensidade, o que é esperado, visto que os valores de 

fluorescência na Figura 44 são pouco diferentes (região do patamar). A equação obtida 

do mapa do planejamento fatorial é  

Intensidade de Fluorescência = 68,6156+15,3949*x+3,226*y, 
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Onde x e y representam a concentração de DNA e BE, respectivamente. Nesse 

ponto, utilizando as intensidades de fluorescência, os melhores valores são obtidos para 

o máximo de concentração de DNA e para todo o intervalo de BE. Como queremos 

valores específicos para BE e DNA, planejamentos fatoriais realizados pelas outras 

técnicas foram feitos. Na Figura 48, o mapa para os valores de comprimento de onda:  

 

Figura 48: Planejamento Fatorial a dois níveis para otimização de DNA de Calf 

Thymus e brometo de etídio.  

 

Utilizando os valores de comprimento de onda, observa-se que o aumento da 

concentração de DNA acompanha a diminuição nos valores de BE da mesma maneira 

que para os espectros de fluorescência. A equação do mapa demonstra isso: 

Comprimento de onda = 505,0178+9,1739*x-7,3998*y, 

em que o sinal positivo para a coordenada x e negativo para y confirmam essa 

tendência, juntamente com o gráfico da Figura 44. Como obtido no mapa para as 

intensidades de fluorescência, quanto maior a concentração de DNA, maiores os valores 

e maior o deslocamento batocrômico, indicando mais sítios de DNA ocupados por BE. 

Na mesma linha, quanto menor a quantidade de BE, maior o sinal de intercalação. 
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Nesse ponto, ao que indica, 20 mmol.dm-3 de NaCl e 40 µmol.dm-3 de BE são os pontos 

de melhor resultado através dos experimentos de planejamento fatorial.  

Os resultados eletroquímicos confirmam essa tendência (Figura 49): 

 

Figura 49: Planejamento Fatorial a dois níveis para otimização de DNA de Calf 

Thymus e brometo de etídio.  

 

Ao contrário do sistema avaliado nos gráficos anteriores, o sinal dos efeitos é 

negativo para DNA e positivo para BE. Isso é devido ao aumento de intercalação, 

diminuindo os sítios ativos de BE para oxidação, provocando um decaimento de 

corrente. Assim, quanto mais DNA e menos BE, menor a resposta de corrente. 

Logicamente, quanto maior a concentração de BE, maior a possibilidade dele se 

encontrar livre e, assim, aumentar a resposta de oxidação. O efeito em conjunto de 

DNA/BE é mais alto do que nos outros experimentos o que indica que a alteração dos 

dois parâmetros é benéfica para o sistema. A equação dada pelo mapa é 

Corrente = 3,076x10-5 – 6,9232x10-6*x + 1,036x10-5*y – 3,5852x10-6*x*x + 

4,431x10-6 *x*y – 5,9233x10-6*y*y, 
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Nesse caso foi necessário utilizar uma equação de segunda ordem com a 

utilização de mais quatro experimentos, conhecidos com planejamento tipo estrela. 

Através do gráfico é nítida a região de mínimo, ao máximo de concentração de DNA 

(240 µmol.dm-3) e mínimo de BE (40 µmol.dm-3). Os dados são consistentes com os 

experimentos de fluorescência e de UV-visível para planejamento aliados aos 

experimentos da Figura 44. Para finalizar, o mapa gerado devido à variação no potencial 

foi construído (Figura 50): 

 

Figura 50: Planejamento Fatorial a dois níveis para otimização de DNA de Calf 

Thymus e brometo de etídio.  

 

 As variações no potencial apresentam um perfil diferente dos demais. Há uma 

região de concentração mais intensa entre os valores de DNA e BE, surgindo como uma 

“faixa” de alta intensidade. Potenciais mais elevados indicam uma maior intercalação 

devido à maior dificuldade ao se oxidar o BE. Altos e baixos valores de DNA e BE, 

respectivamente, apresentam maiores respostas porque o potencial é independente da 

concentração do DNA, se a proporção se mantém. Isso pode ser observado pelos efeitos 

das variáveis na Tabela 5, onde nenhum elemento apresenta efeito significante. As 
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proporções sendo mantidas, independente das concentrações, variam os valores de 

corrente diretamente, porém, não os valores de potencial. Ou seja, pouca, quase 

nenhuma variação no potencial é observado quando se usa as maiores e as menores 

concentrações de DNA e BE (240/80 e 120/40 µmol.dm-3) Assim, o mesmo perfil é 

esperado para DNA à 240 µmol.dm-3 e BE à 80 µmol.dm-3 e para DNA 120 µmol.dm-3 e 

BE 40 µmol.dm-3. A equação obtida do mapa é 

Potencial =  0,628-0,0124*x+0,0022*y-0,0052*x*x+0,0136*x*y-0,005*y*y. 

A compilação dos dados apresentados acima mostram que a utilização da 

proporção 6:1 de DNA de Calf Thymus e BE, juntamente com 20 mmol.dm-3 de NaCl 

nas condições utilizadas em tampão TE, pH 8,0, apresentam as melhores respostas 

eletroquímicas e espectroscópicas. O planejamento para os valores de potencial 

mostram um perfil diferente, indicando a proporção de 3:1 como a proporção dos 

melhores resultados. Porém, além dos resultados obtidos pelos outros parâmetros terem 

sido bastante expressivos, os valores de potencial não apresentam significância no 

modelo e podem indicar artefatos nos sistemas.  

 Dessa maneira, a utilização dessa proporção de DNA e BE (6:1) encontrada, 

poderá ser utilizada como base nos estudos de síntese e caracterização de novas drogas 

intercalantes. 
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5. Conclusão 

 

 O poli(3-aminofenol) foi formado sobre eletrodos de carbono grafite com 

sucesso. Os estudos térmicos e de estabilidade eletroquímica comprovaram baixa perda 

de atividade. Associada com a possibilidade de funcionalizações na superfície do 

polímero, a matriz foi escolhida para a construção de genossensores para detecção do 

câncer de próstata e hepatite C. 

 Os genossensores para identificação do câncer de próstata e da hepatite C foram 

construídos com sucesso sobre matriz de poli(3-aminofenol). As detecções foram 

medidas através do sinal obtido da oxidação do intercalador de DNA brometo de etídio, 

utilizando a técnica de voltametria de pulso diferencial.  

Experimentos também foram realizados para confirmação das imobilizações, por 

espectroscopia de impedância eletroquímica. Os resultados diferenciam 

qualitativamente os sistemas contendo apenas o polímero, sonda e alvos 

complementares. Há uma diminuição nos valores de resistência ao se adicionar a sonda 

no polímero o que sugere que, além da detecção da sonda, a análise de uma possível 

interação entre os grupos fosfato do DNA e das funcionalizações do polímero (grupos 

amino ou hidroxila). Com a adição do alvo complementar há um aumento nos valores 

de resistência devido à repulsão com os grupos fosfato do DNA hibridizado formado, 

indicando a presença dos materiais biológicos, confirmando as imobilizações.  

 Os parâmetros de detecção foram otimizados e a concentração de brometo de 

etídio utilizada foi de 0,54 mmol.dm-3, tempo de hibridização do alvo de 15 minutos e 

testes de interferentes utilizando alvos não-complementares foram realizados com 

sucesso.  

O limite de detecção foi de 16 ng e 19 ng e o limite de quantificação foi de 54 ng 

e 64 ng, para câncer de próstata e vírus da hepatite C, respectivamente. Os 

genossensores se mostraram estáveis por 2 meses de armazenamento.  

Experimentos de intercalação, utilizando espectroscopia de UV-visível, de 

fluorescência, e voltametria de pulso diferencial foram realizados utilizando brometo de 

etídio e DNA de Calf Thymus e os resultados foram coerentes com a literatura. Foi 

construído um modelo através de planejamento fatorial para se descobrir a melhor 

proporção de interação entre ambos, visando construir um sistema para detecção de 
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novos compostos intercalantes. Foi encontrado pelo sistema a proporção de 6DNA:1BE, 

utilizando a concentração de 20 mmol.dm-3 de NaCl.  

Para validação dos modelos de otimização, testes com drogas intercalantes e 

não-intercalantes deverão ser realizadas. Para os genossensores, os sistemas devem ser 

miniaturizados e testados com amostras reais. 
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