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DNA Ácido desoxirribonucleico (do inglês 
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BSA 

 

A 
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Albumina de soro bovino (do inglês bovine 
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Área eletroativa 

Anticorpo policlonal ERα 
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standard deviation) 

Dupla fita de DNA ligada a um elemento de 
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Do inglês, Engrailed-2 

Enzyme Immunoassay 

ERE 
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Elemento de resposta estrogênica 

Fator de crescimento epidérmico humano 

receptor 2 (do inglês, Human Epidermal 

growth factor Receptor 2) 

GSH Glutationa 

HQ Hidroquinona 

LBA Ligand-Binding Assay 

L  Litro 

µ micro (10
-6
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mg Miligrama 

mm Milímetro 

min Minuto  
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NHS 

AuNP 

nano (10
-9
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N-hidroxisuccinimida 

Nanopartículas de ouro 

AuNP-GSH Nanopartículas de ouro decoradas com 

glutationa 

ER- Negatividade para receptor de estrógeno 
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PM 

 

Número de elétrons 

Partículas magnéticas 

 



Peverari, C. R.                                                                                                       Lista de Abreviaturas e Símbolos  ix 
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ether ketone) 

% Porcentagem  

ER+ Positividade para receptor de estrógeno 

E Potencial  

pH 

RLA 

RE 

ERα 

 

ERβ 

 

BI-RADS® 

 

 

s 

 

Potencial hidrogeniônico  

Radioligand Binding Assay 

Receptores de estrógeno 

Receptor de estrógeno alfa (do inglês, 

estrogen receptor alpha) 

Receptor de estrógeno beta (do inglês, 

estrogen receptor beta) 

Relatório de imagem da mama e sistema de 

dados (do inglês, Breast Imaging-Reporting 

and Data System) 

Segundos 
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PBS 

 

TW20 

Tampão fosfato salino (do inglês Phosphate 

Buffer Saline) 

Tween-20 

mol Unidade de quantidade de matéria  

Ѵ Velocidade de varredura 

V Volt  
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Resumo 

DESENVOLVIMENTO DE UM IMUNOSSENSOR DESCARTÁVEL 

ACOPLADO A UM SISTEMA MICROFLUÍDICO PARA DETERMINAÇÃO 

DE UM BIOMARCADOR TUMORAL. O câncer de mama é o tipo mais 

comum de câncer entre as mulheres e resulta, em 70% dos casos, na 

superexpressão do biomarcador tumoral receptor de estrógeno alfa (ERα). No 

presente trabalho, foi desenvolvido um imunossensor eletroquímico descartável, 

sensível e de baixo custo, acoplado a um sistema microfluídico, como uma 

alternativa para se determinar ERα, uma vez que, não há relatos sobre a 

determinação desse composto usando esse método na literatura. O imunossensor 

foi desenvolvido pelo método de serigrafia, compondo de um eletrodo de 

referência, um contra-eletrodo e um arranjo de oito eletrodos de trabalho, todos 

descartáveis. Os eletrodos de trabalho foram modificados por layer-by-layer 

com cloreto de poli(dialildimetilamônio) (PDDA) e nanopartículas de ouro 

decoradas com glutationa (AuNP-GSH), a fim de sustentar, por ligação 

covalente, uma dupla fita de DNA contendo um elemento de resposta de 

estrógeno (dsDNA-ERE). Ainda, utilizam-se partículas magnéticas contendo 

milhares de enzimas e anticorpos, no qual as enzimas foram responsáveis pela 

resposta indireta do imunossensor e os anticorpos capturaram o analito na 

amostra. Uma vez capturado o analito, estes interagiram com o dsDNA-ERE 

imobilizado na superfície dos eletrodos de trabalho.  Em intervalo linear de 16,6 

a 513,3 fg mL
-1 

foram obtidos limite de detecção de 10,0 fg mL
-1

, limite de 

quantificação de 16,89 fg mL
-1

 e sensibilidade de 7,7 nA mL fg [ERα]
-1

. Por 

fim, foi possível testar o imunossensor frente a uma amostra real de lisado de 

células MCF-7, o que evidenciou que o dispositivo é uma escolha promissora 

para uso no tratamento e possível diagnóstico precoce do câncer de mama. 
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Abstract 

DEVELOPMENT OF A DISPOSABLE IMMUNOSENSOR COUPLED WITH 

MICROFLUIDIC SYSTEM FOR A TUMORAL BIOMARKER 

DETERMINATION. Breast cancer is the most common type of cancer among 

women and results in 70% of cases of estrogen receptor alpha (ERα) 

overexpression, a tumor biomarker. In the present study we developed a 

sensitive and low cost disposable electrochemical immunosensor, coupled with a 

microfluidic system, as an alternative to determine ERα, since there are no 

reports on the determination of this compound in the literature using this 

method. The immunosensor was developed by the screen printing method, 

comprising a reference electrode, a counter electrode and an array of eight 

working electrodes, all disposable. The working electrodes were modified by 

layer-by-layer with poly(diallyldimethylammonium chloride) (PDDA) and gold 

nanoparticles decorated with glutathione (AuNP-GSH), in order to support, by 

covalent bond, a double-stranded DNA containing an estrogen response element 

(dsDNA-ERE). Also, we use magnetic particles containing thousands of 

antibodies and enzymes, wherein the enzymes are responsible for indirect 

response from the immunosensor and antibodies are used to capture the analyte 

in the sample. Once that the analyte is captured, it interacts with the dsDNA-

ERE immobilized on the surface of the working electrode. In the linear range 

16.6 to 513.3 fg mL
-1

 were obtained detection limit of 10.0 fg mL
-1

, 

quantification limit of 16.89 fg mL
-1

 and a sensitivity of 7.7 nA mL fg [ ERα]
-1

. 

Finally, it was possible to test the immunosensor front of a real sample lysate 

cells MCF-7, which showed that the device is a promising choice for use in the 

treatment and possible early diagnosis of breast cancer. 
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1 - INTRODUÇÃO 

  

1.1 - Considerações gerais 

O desenvolvimento de novos dispositivos e métodos analíticos para 

a determinação de biomarcadores tumorais tem proporcionado ampla discussão 

e visibilidade atualmente na comunidade científica. Isso ocorre devido a 

importância dos biomarcadores no diagnóstico precoce, direcionamento de 

tratamento e monitoramento do câncer. Um método rápido, sensível e de baixo 

custo que detecte biomarcadores específicos para determinado tipo de câncer é 

muito importante, uma vez que, esta doença envolve elevados custos ao sistema 

público de saúde, em especial quando o seu diagnóstico é realizado tardiamente. 

 

1.2 - Câncer 

O câncer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doenças, e é 

caracterizado por mutações no material genético que levam ao crescimento 

descontrolado de células anormais, de modo que elas desenvolvam resistência à 

morte celular programada, a chamada apoptose. A doença pode ocorrer em 

qualquer local do organismo e também pode se espalhar, ultrapassando os 

limites dos tecidos de origem e estabelecendo novos tumores, processo 

denominado de metástase
1
. 

Quando o tumor não é de caráter metastático e entende-se que o seu 

crescimento ocorre lentamente e suas células são semelhantes àquelas que o 

origina, é denominado de tumor benigno (neoplasia benigna). O tumor benigno 

pode ser removido para curar o paciente. O tumor maligno (neoplasia maligna) é 

assim designado quando tem a capacidade de formar metástases, o que pode 

ocorrer quando o tumor benigno não foi tratado
2
. 

Apesar de não haver causas concretas que levem à doença, acredita-

se que fatores externos como tabagismo
3,4

, alcoolismo
5
 e má alimentação

6
 

podem estar relacionados aos mais diversos tipos de câncer. Fatores internos 
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como baixa imunidade e herança genética também podem predispor ou 

promover o câncer, no qual células normais se transformam em células 

cancerígenas, processo denominado de carcinogênese
1
. 

A carcinogênese ocorre em três etapas conforme pode ser ilustrado 

na FIGURA 1.1: iniciação, promoção e progressão. A iniciação tem origem 

genética, podendo ser herdada ou adquirida por meio dos agentes cancerígenos 

(hidrocarbonetos aromáticos policíclicos, aminas aromáticas, N-nitrosaminas, 

determinados vírus, entre outros
7
), que modificam os genes do indivíduo. Na 

segunda etapa, a promoção, as células modificadas geneticamente sofrem ação 

dos agentes cancerígenos chamados de oncopromotores. Esses agentes tornam o 

processo de divisão celular de característica maligna, porque são capazes de 

formar novos vasos sanguíneos, o que desencadeará metástases. Por fim, a etapa 

de progressão é composta pela multiplicação descontrolada e irreversível das 

células já alteradas
8
. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De acordo com o Instituto Nacional do Câncer, o INCA, acredita-se 

que em 2030 haverá 21,4 milhões de novos casos de câncer no mundo, sendo 

13,2 milhões de mortes
9
. Para o ano de 2015, foram estimados 1.658.370 novos 

casos de câncer nos Estados Unidos, totalizando 589.430 mortes segundo o 

National Cancer Institute. O país gastou, em 2010, US$125 bilhões de dólares e, 

Iniciação Promoção Progressão: tumor 

FIGURA 1. 1: Representação esquemática das etapas da carcinogênese. 

Adaptado da referência 8. 
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avalia-se um gasto de US$156 bilhões de dólares em 2020 com o câncer de um 

modo geral
10

. 

De acordo com o Instituto Nacional do Câncer, o INCA, em 2014 

foram relatados 576.580 casos de câncer no Brasil, sendo 299.730 casos só na 

região Sudeste. Dentre estes casos de câncer, 182 mil foram referentes à pele 

(não melanoma), seguidos pela próstata (69 mil), mama feminina (57 mil) e, 

posteriormente, cólon e reto (33 mil), pulmão (27 mil), estômago (20 mil) e colo 

de útero (15 mil).  Para o ano de 2016, são previstos 596 mil novos casos de 

câncer no Brasil, totalizando 295.200 casos em homens e 300.800 em 

mulheres
11

. 

O segundo tipo de câncer mais presente no mundo, sendo o que 

mais acomete as mulheres, é o câncer de mama
9
. Devido à sua grande 

expressividade tanto no Brasil quanto no mundo, nesta dissertação de mestrado 

foi dada ênfase a esta neoplasia. 

 

1.3 – Câncer de mama 

O câncer de mama (neoplasia maligna de mama) tem origem no 

revestimento interno dos dutos de leite ou lóbulos que podem ser alimentados 

com leite (FIGURA 1.2). Por essa razão, dependendo do local, ele é conhecido 

como câncer de mama ductual ou câncer de mama lobular
12

. 
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FIGURA 1. 2: Representação esquemática da anatomia da mama feminina. 

Extraído e adaptado de Beyou Medical Group
13

. 

   

  Os tipos mais presentes de câncer de mama são in situ ou invasivos, 

sendo eles: câncer de mama ductual in situ, câncer de mama ductual invasivo, 

câncer de mama lobular in situ e câncer de mama lobular invasivo. Ainda, 

existem outros tipos de câncer de mama menos frequentes, como o câncer de 

mama inflamatório, o câncer de mama misto ductual/lobular invasivo e o câncer 

de mama em homens
14,15

. Os do tipo invasivos são mais frequentes e 

caracterizados pela presença acentuada de receptores de estrógeno, ou seja, 

possuem positividade frente a esses receptores (ER+) e são propensos à 

metástase. Os do tipo in situ não tendem a invadir outros órgãos, porém podem 

se agravar e se transformar em invasivos
16

. 

O câncer de mama em homens acomete aproximadamente 1% de 

todos os casos de câncer de mama. Das 14.388 mortes decorrentes da doença em 

2013 no Brasil, 181 eram homens
17

. Esse grupo é caracterizado por apresentar 

neoplasia avançada no momento do diagnóstico e também pela alta incidência 

do tipo in situ
14

. 

A partir do conhecimento do tipo de câncer de mama, este pode ser 

caracterizado de acordo com a presença de receptores hormonais (receptores de 

estrógeno e progesterona), além do grau de expressão da proteína HER-2 

Pele 

Tecido 

adiposo 

Ductos 

lactíferos 

Aréola 

Lóbulo 

mamário 
Parede 

torácica 

Músculos peitorais 
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(Human Epidermal growth factor Receptor 2). Essas informações têm 

implicações no prognóstico e na terapia da doença e são independentes do 

estágio do câncer
18

. 

Por meio da técnica de imuno-histoquímica, que localiza os 

antígenos em tecidos biológicos a partir da interação antígeno-anticorpo
19

, pode-

se observar a presença de receptores de estrógeno (RE) no tecido mamário, o que 

indica que o câncer é ER+. O câncer ER+ exibe prognóstico mais otimista do que 

o câncer que não apresenta RE (ER-)
20

 e requer terapias endócrinas 

(hormonioterapia) para seu tratamento, os quais são mais utilizados inibidores de 

aromatase e Tamoxifen, um anti-estrógeno
18

. Quanto à proteína HER-2, seu 

prognóstico é mais pessimista. Ela é superexpressada em 25 a 30% dos cânceres 

de mama invasivos, 50% dos cânceres de mama inflamatórios e em 60 a 70% dos 

cânceres de mama ductuais in situ, além de estar relacionado com a ausência dos 

RE
21-23

. Quando se notam aumentos nas expressões de HER-2, que pode ser 

avaliada por imuno-histoquímica no tecido mamário da paciente, recomenda-se 

hormonioterapia e quimioterapia
24

. FEHM et al. estudaram os níveis de HER-2 

em soro, células de tumor circulantes (CTC, do inglês Circulating Tumor Cells) e 

tecido metastático, apresentando 71% de concordância entre os níveis da proteína 

no soro e nas CTCs
25

. 

Os fatores de risco para o câncer de mama em mulheres, além dos 

fatores internos e externos já citados para o câncer em geral, consistem na 

exposição prolongada aos hormônios femininos (menarca precoce e menopausa 

tardia), uso de terapia de reposição hormonal
26

, histórico familiar, 

principalmente de mãe e irmãs que tiveram câncer de mama, ausência de filhos 

(nuliparidade) e a primeira gestação após os 35 anos de idade
27

. A amamentação 

é um fator de proteção contra o câncer de mama, uma vez, que os hormônios 

relacionados à doença têm seus níveis diminuídos nesse período
28

.  

Os principais sintomas e sinais relacionados à neoplasia de mama 

são: aparecimento de fluidos desconhecidos, endurecimento da mama, erosão da 



Peverari, C. R.                                                                                                                                           Introdução  7 

 

pele, presença de sulcos e buracos na mama, vermelhidão ou ardor, presença de 

nódulo interno, aspecto de pele de laranja, assimetria, afundamento do mamilo, 

aparecimento de protuberâncias na mama e de veias crescentes
29,30

. 

Quando a mulher percebe tais sintomas e sinais, ela é encaminhada 

para exames como mamografia, biópsia por punção ou retirada de tecido 

mamário para análise, tomografia, ressonância magnética e exames de sangue. 

Quando a paciente tem menos de 35 anos, recorre-se à ultrassonografia
31,32

. Tais 

exames são necessários para avaliar a presença da doença e, em caso positivo, o 

estágio em que se encontra. Os exames de sangue são recomendados para 

detecção de biomarcadores tumorais, que são substâncias, processos ou 

estruturas que preveem a influência ou a incidência de doenças
33

. As biópsias 

requeridas para informações específicas das condições da mama podem ser 

obtidas removendo-se uma amostra de célula, tecido ou a própria protuberância 

que houver no seio. Os diferentes tipos de biópsias a que se pode recorrer são:  

punção aspirativa por agulha fina
34

, biópsia por agulha grossa
35

, biópsia assistida 

a vácuo (mamotomia)
36

 e biópsia cirúrgica
37

. 

Por meio de exames de ultrassonografia, ressonância magnética e 

mamografia, os médicos emitem no laudo uma avaliação BI-RADS®, que 

consiste de uma classificação padronizada em todo o mundo sobre as condições 

da mama da paciente. Suas categorias de classificação vão de 0 a 6, na qual 0 

indica que novos exames deverão ser realizados, pois o atual foi inconclusivo. A 

categoria 1 indica que o médico não encontrou nada irregular na paciente e, na 

categoria 2, é evidenciado algo que o especialista considera benigno. Na 

classificação 3, o médico tem quase certeza que a alteração na mama da paciente 

é benigna, por isso, apenas a cada seis meses ela deve repetir o exame. Nesta 

classificação, a chance do paciente ter câncer de mama é de aproximadamente 

2%. Na categoria 4, é recomendado biópsia para avaliar o material mamário e 

indicar a terapia necessária. A biópsia também é indispensável quando o índice 

BI-RADS® é 5 e o médico tem 95% de certeza de que a paciente está acometida 
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de um tumor maligno. Quando a paciente está na categoria 6, o diagnóstico de 

câncer de mama já existe
38,39

.   

Uma vez diagnosticado, o câncer de mama pode existir em cinco 

estágios, que indicam o grau de desenvolvimento da doença no organismo da 

paciente. Tais estágios podem apresentar-se em sub-estágios, que levam em 

consideração o status do tumor primário (T), o acometimento de linfonodos (N) 

e a presença de metástases à distância (M), chamado de classificação TNM
40

. A 

partir do conhecimento do estágio do câncer, pode-se encontrar o tratamento 

adequado.  

O estágio inicial consiste em um carcinoma in situ (estágio 0), no 

qual o lobular é caracterizado por um crescimento anormal dos tecidos nos 

lóbulos da mama, observado por microscopias. Ele não progride, mas aumenta o 

risco de tornar-se um carcinoma invasivo, diferentemente do que acontece nos 

dutos, uma vez que estes podem se tornar invasivos mais rapidamente. No caso 

do carcinoma lobular in situ, tratamentos locais e sistêmicos não são indicados, 

ao invés disso, opta-se pela mamografia anual e exames clínicos da mama a cada 

seis meses, além de uso de moduladores de receptores de estrógeno, como o 

Tamoxifen, quando o câncer é ER+. Quando o carcinoma é ductual in situ, é 

aconselhada cirurgia conservadora da mama e radioterapia. Tal cirurgia retira 

apenas os fragmentos doentes da mama, permanecendo os saudáveis. Ao 

contrário do carcinoma lobular in situ, não é recomendado Tamoxifen
41

.  

Os estágios I e II remetem-se a carcinomas invasivos em períodos 

iniciais e o tratamento indicado é a mastectomia (retirada total da mama), para 

pacientes com alto risco, ou a cirurgia conservadora da mama seguida de 

radioterapia, que diminui a recidiva local (retorno do tumor) e melhora as taxas 

de sobrevida. Por preferências pessoais ou contraindicações à radiação, a 

paciente pode optar pela mastectomia. A partir desses estágios, os linfonodos 

axilares (gânglios da axila que são áreas de drenagem por onde as células 

malignas podem circular, além da mama) também são avaliados, geralmente por 
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biópsias e, dependendo do resultado, podem direcionar o tratamento. A 

quimioterapia é requerida quando o câncer é ER- e terapias endócrinas fazem-se 

necessárias quando o câncer é ER+. Quando a mulher está em período pré-

menopausal, pode-se cogitar a ooforectomia (retirada dos ovários) a fim de 

cessar a produção de hormônios e suavizar o estado do câncer
41

. 

O estágio III engloba o tumor localmente avançado, caracterizado 

por tamanho maior do que 5 cm, grande envolvimento dos gânglios axilares, 

parede torácica ou pele, câncer de mama inflamatório e tumores considerados 

inoperáveis, porém, não metastáticos. Neste estágio, pode ser recomendada 

quimioterapia antes da cirurgia conservadora, o que melhora a aparência da 

mama, mas pode aumentar a recidiva. Porém, a recidiva não aumenta enquanto a 

cirurgia faz parte do tratamento. A mastectomia é uma opção quando o paciente 

não responde à quimioterapia e as terapias endócrinas podem ser sugeridas após 

a cirurgia ou, quando a paciente é idosa e não cabe a intervenção cirúrgica
41

. 

  Quando o câncer chega à metástase, ele atinge o estágio IV. A 

radioterapia juntamente com hormonioterapia e quimioterapia podem aliviar a 

dor de complicações ósseas. A mastectomia também pode ser indicada a fim de 

evitar a recidiva, que pode ocorrer entre 5 e 10 anos
41

. 

  É importante salientar que são previstos para 2016, 57.960 novos 

casos de câncer de mama no Brasil, sendo o mais comum entre as mulheres da 

região Sudeste, Sul, Centro-Oeste e Nordeste, com exceção do câncer de pele 

não melanoma. Na região Norte, o câncer de mama é o segundo mais 

frequente
11

.  

Atualmente, os exames clínicos e o autoexame da mama são os que 

mais auxiliam no diagnóstico precoce do câncer de mama, visto que a mulher 

pode detectar, em alguns casos, certa anomalia mamária. A mamografia bienal é 

indicada para as mulheres entre 50 e 69 anos e o exame clínico das mamas é 

anual para mulheres a partir dos 40 anos. Tais medidas são estratégias atuais 

para o diagnóstico do câncer de mama em mulheres com risco padrão. Para as 
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mulheres consideradas de grupo de alto risco, recomenda-se que os exames 

citados sejam iniciados a partir dos 35 anos
9
. Uma vez que o câncer é um 

problema de saúde pública e, como muitas vezes não apresenta sintomas 

evidentes, o diagnóstico precoce é sempre a melhor chance de cura. Esse 

diagnóstico precoce pode ser mais efetivo quando são observados 

biomarcadores tumorais em fluidos corporais. 

 

1.4 - Biomarcadores tumorais 

Os biomarcadores tumorais são substâncias que aparecem ou estão 

em concentrações irregulares (aumentadas ou diminuídas) no sangue, urina, 

tumor ou demais fluidos corporais. Eles podem ser carboidratos, proteínas, 

hormônios, entre outros e auxiliam na detecção, diagnóstico e prognóstico do 

câncer de um modo geral
12

. Como exemplos de biomarcadores, tem-se o PSA 

(antígeno prostático específico, do inglês Prostatic Specific Antigen) e o EN2 

(do inglês Engrailed-2) para câncer de próstata
42,43

.  

 

1.4.1 - Biomarcadores para câncer de mama 

Os biomarcadores para câncer de mama são uma ótima alternativa 

para determinar a presença da malignidade de um tumor, detecção precoce, 

prognóstico, ou avaliar a resposta do câncer frente a tratamentos como 

radioterapia e quimioterapia, além de monitorar a progressão da doença
18

. 

Infelizmente, as biópsias as quais são submetidas as pacientes acometidas com 

esse tipo de câncer são invasivas e apresentam riscos de infecção, 

desenvolvimento de cicatrizes depois do procedimento e, às vezes, a quantidade 

de material que é retirada não é suficiente para o diagnóstico, sendo necessário 

refazê-la. Por outro lado, as tomografias e ressonância magnética apresentam 

custos bastante elevados e, em geral, estes exames possuem acesso limitado, em 

especial, no sistema público de saúde devido ao número reduzido de 

equipamentos disponíveis. 
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Existe uma gama de biomarcadores para o câncer de mama, como 

por exemplo, o CA15-3 (antígeno para câncer 15-3), CA125 (antígeno para 

câncer 125), HER-2 (fator de crescimento epidérmico humano 2, do inglês 

Human Epidermal growth factor Receptor 2), receptores de estrógeno (RE), 

receptores de progesterona (RP), entre outros
12,44

. Uma vez que a presença de 

receptores de estrógeno caracteriza o tipo de câncer de mama que mais acomete 

a população, a determinação desse biomarcador é fundamental
12

. 

 

1.4.1.1 – Receptores de estrógeno 

Os receptores de estrógeno são provavelmente os biomarcadores 

mais úteis para o direcionamento da terapia do câncer de mama, sendo 

encontrado em até 60% das pacientes até 50 anos e 80% em pacientes com mais 

de 50 anos
12

. Pertencem à superfamília de receptores nucleares, se estabelecem 

no núcleo celular e reconhecem o estrógeno e outras moléculas de sinalização 

que atravessam a célula e chegam até o núcleo, uma vez que, são lipossolúveis. 

Tais receptores podem existir na estrutura alfa (ERα) e beta (ERβ). 

O ERα é uma proteína composta por 595 aminoácidos, de massa 

molecular 66 kDa. Esse biomarcador pode ser encontrado nos tecidos 

cancerígenos e também na corrente sanguínea, por meio das CTC
44

. Eles estão 

presentes em até 70% das mulheres com câncer de mama e auxiliam 

principalmente na decisão do tratamento da paciente
12

. Como o ERα é 

expressado em grande quantidade na maioria dos casos desse câncer, ele pode 

auxiliar no diagnóstico precoce da doença. O ERα também pode ser encontrado 

na linhagem de células de câncer de mama MCF-7, derivada de uma efusão 

pleural de um paciente com câncer de mama metastático
45,46

.   

A relação hormonal do câncer de mama foi observada pela primeira 

vez por BEATSON
47

 em 1896. Ele realizou uma ooforectomia bilateral (cirurgia 

de retirada dos dois ovários) em três pacientes com câncer de mama avançado e 

notou a regressão da doença, evidenciando que esse tipo de câncer tinha ligações 
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hormonais, e são produzidos nesse órgão. Atualmente, sabe-se que o ERα atua 

na proliferação das células cancerígenas
48

. 

Dentro das células, acontece o seguinte mecanismo: quando o 

hormônio estrógeno penetra na célula, este reconhece o RE em seu domínio E 

(FIGURA 1.3), carboxi-terminal, formando um dímero. O dímero liga-se ao 

DNA presente no núcleo da célula na área de domínio C da proteína, por meio 

de átomos de zinco em sua estrutura, região denominada de “dedos de zinco”. 

Com esses fenômenos ocorrendo, tem-se a resposta estrogênica na célula
49,50

.  

 

 

 

 

 

 

 

O domínio A/B é amino-terminal, no qual encontra-se a função de 

ativação da transcrição gênica. A região D funciona como dobradiça e está 

envolvida na dimerização do receptor. O domínio F é carboxi-terminal e é 

responsável por distinguir a ação de estrógenos agonistas ou antagonistas de 

moléculas que se ligam aos receptores. O medicamento Tamoxifen, muito 

utilizado no tratamento do câncer de mama do tipo ER+, atua como antagonista, 

impedindo que haja comunicação entre os receptores e o DNA, evitando a 

proliferação das células cancerosas
51

. 

O valor de referência para ERα no soro humano não é definido. Em 

extratos celulares, alguns estudos relatam 10 fmol mg
-1

 para a proteína no citosol 

por meio da técnica de LBA (Ligand-Binding Assay)
52

 e 0,1 fmol µg
-1

 de DNA  

para a proteína no núcleo por meio da técnica de EIA (Enzyme Imunnoassay) e 

RLA (Radioligand Binding Assay)
53

. A falta de uma técnica e metodologia 

específica para a quantificação de ERα em diferentes matrizes dificulta o 

A/B  C D E F H2N 

Região de ligação  

do DNA 

Área de ligação  

do hormônio 

Distinção de agonista 

 e antagonista 

Atividade  

transcripcional 

Dobradiça 

COOH 

FIGURA 1. 3: Principais funções dos domínios presentes no ERα. 
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estabelecimento de um valor de referência para a proteína. Ainda, é importante 

considerar que, durante a vida da mulher, há períodos de grande variação de 

concentração dos RE e dos hormônios sexuais de modo geral, o que reitera a 

necessidade de sua determinação. 

As técnicas mais utilizadas para a determinação de biomarcadores 

são as técnicas imuno-histoquímica, ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent 

Assay), Western-Blot, LBA, EIA e RLA. Porém, algumas destas necessitam de 

biópsia prévia, às vezes grande quantidade de amostras, apresentam custo 

elevado, longo tempo de análise, além de apresentarem também grandes 

quantidades de falsos-negativos e falsos-positivos em seus resultados
52-56

. O 

intervalo linear para o kit ELISA vendido comercialmente por uma das marcas 

mais conhecidas no mercado
57

 é de 600 a 10.000 ng poço
-1 

para ERα (12 a 200 

ng µL
-1

), cuja sensibilidade é pouco maior do que 600 ng poço
-1

, ou 12 ng µL
-1

, 

portanto, tem sensibilidade limitada quando a maioria dos biomarcadores 

encontram-se presentes em amostras reais na ordem de picograma ou 

femtograma por mililitro.  

Atualmente, os biossensores são alternativas às técnicas citadas na 

determinação de biomarcadores, nos quais muitas vezes apresentam menores 

limites de detecção, menores custos por análise e maiores sensibilidades
58

. 

 

1.5 - Biossensores 

O biossensor é um dispositivo composto por uma espécie biológica 

que reage com uma molécula alvo gerando uma resposta que pode ser medida. 

Ele é composto por bioreceptores que podem ser enzimas, proteínas, células, 

entre outras substâncias biológicas, imobilizados junto a um transdutor 

adequado e que irão reconhecer o analito presente na amostra (figura 1.4). O 

transdutor é responsável por converter o sinal biológico em um parâmetro 

físico
59

. 
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Os biossensores podem ser classificados quanto ao mecanismo de 

reconhecimento do analito, podendo ser eletroquímico, piezelétrico, térmico ou 

óptico. Quando o biossensor é eletroquímico, ou seja, quando o transdutor é um 

eletrodo, este ainda pode ser classificado como voltamétrico, potenciométrico, 

amperométrico, condutométrico ou impedimétrico, dependendo do tipo de 

técnica eletroquímica utilizada
60,61

. 

Existem também os biossensores de afinidade, que são classificados 

de acordo com a interação entre o analito e a camada de reconhecimento 

biológica
62

. O genossensor, por exemplo, é um tipo de biossensor de afinidade 

que utiliza o DNA (ácido desoxirribonucleico) ou RNA (ácido ribonucleico) 

como elemento de reconhecimento
63,64

. Quando o bioreceptor é um antígeno ou 

anticorpo e utiliza dessa interação para identificar o analito na amostra, ele é 

chamado de imunossensor
65,66

. 

O imunossensor eletroquímico do tipo sanduíche, ilustrado na 

figura 1.5, caracteriza-se por ter dois anticorpos ligados ao antígeno: um 

anticorpo primário imobilizado na superfície do eletrodo e um anticorpo 

secundário marcado com uma enzima ou uma espécie redox que é adicionado 

após a adição do antígeno. A enzima ou espécie redox é necessária para reagir 

FIGURA 1. 4: Representação esquemática dos componentes de um 

biossensor. Figura extraída e adaptada da referência 59. 
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com o substrato levando ao produto que gera uma resposta indireta
62

. Portanto, a 

resposta é baseada na reação da enzima ou da espécie redox que foi utilizada, 

frente a seu substrato e, a quantidade de antígeno é proporcional à quantidade de 

enzima, que reflete no sinal analítico obtido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na literatura, não é relatado nenhum tipo de imunossensor ou, 

genericamente, um biossensor eletroquímico para a determinação de ERα. O que 

se encontram são biossensores eletroquímicos que utilizam o ERα para 

modificar eletrodos, com o objetivo de determinar estrógeno devido ao 

reconhecimento dessas espécies entre si
67,68

. Desse modo, existe a necessidade 

de se desenvolver um biossensor eletroquímico para ERα e, posteriormente, 

quantificá-lo em soro humano, para que se tenha um valor de referência. 

Biossensores não-eletroquímicos desenvolvidos para a 

determinação de ERα, podem ser encontrados nos trabalhos de ZHANG et al., 

cujos autores estudaram as interações entre os RE humanos e os elementos de 

Y anticorpo  primário 

Y anticorpo  secundário 

enzima                              S  substrato    

antígeno                            P  produto 

A) 

B) 

C) 

FIGURA 1. 5: Representação esquemática de um imunossensor eletroquímico 

do tipo sanduíche. A) Os anticorpos primários são imobilizados sobre o 

eletrodo. B) Os antígenos presentes na amostra, ao entrarem em contato com os 

anticorpos primários, os reconhecem e ligam-se. C) Anticorpos secundários 

marcados com enzima interagem com o antígeno. 
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resposta estrogênica (ERE) utilizando nanofios de silicone, cujo limite de 

detecção foi de 10 fmol L
-1

,
 
alcançado por meio de medidas elétricas

69
. DE et al. 

desenvolveram biossensores baseados em transferência de energia de 

ressonância por fluorescência (FRET), obtendo limite de detecção da ordem de 

nmol L
-1

 
70

. Um método óptico usando fibra de cristal oca para a detecção da 

proteína ERα foi descrito por PADMANABHAN et al., no qual o biomarcador 

pôde ser detectado em pequenos volumes, como 50 nL
71

. 

 

1.6 - Partícula magnética 

O uso de partículas magnéticas em biossensores têm se tornado 

cada vez mais significativo. Essas partículas de óxido de ferro (magnetita), 

sendo elas nanométricas ou micrométricas
72

, garantem pré-concentração, 

diminuição de interferentes, grande área superficial, captura seletiva do analito 

de interesse e amplificação de sinal analítico
73,74

.  A separação magnética com 

ímã permite etapas de lavagem satisfatórias, além de que, muitas espécies 

podem ser imobilizadas sobre as partículas magnéticas, como anticorpos, 

enzimas, grupos funcionais, entre outros, devido a grande área superficial e 

funcionalização destas
75-78

. 

Nos imunossensores eletroquímicos do tipo sanduíche, a relação 

existente entre o anticorpo secundário e a enzima marcadora é de 1:1. Com o 

uso das partículas magnéticas, pode-se chegar a relação de milhares de 

anticorpos secundários e milhares de enzimas para somente um antígeno, o que 

garante a amplificação do sinal analítico, conforme nota-se nos trabalhos de 

OTIENO et al
79

. e MALHOTRA et al.
55

 

CARINELLI et al., desenvolveram um biossensor eletroquímico 

utilizando partículas magnéticas para a determinação de CD4, obtendo limite de 

detecção de 44 células µL
-1

, visando diagnosticar e monitorar a AIDS
80

. 

BRANDÃO et al. apresentam em um estudo de revisão, a detecção multiplexada 

de patógenos presentes em alimentos, como a Salmonella enterica, também 
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fazendo uso de partículas magnéticas que foram modificadas com diferentes 

arranjos de espécies biológicas
81

. 

 

1.7 - Eletrodos descartáveis 

A utilização de eletrodos descartáveis para o desenvolvimento de 

biossensores vem crescendo continuamente ao longo das últimas décadas devido 

à facilidade de uso, baixo custo, excelente reprodutibilidade, precisão, 

confiabilidade e a não necessidade de renovação da superfície eletródica
82,83

.  

Dentre as principais técnicas para obtenção de eletrodos 

descartáveis, tem-se o método de silkscreen ou serigrafia (screen-printing)
84

, 

impressão por jato de tinta
85-89

, eletrodos de ouro chamados CDtrodos
90-92

, 

placas de circuito impresso recobertas com cobre
93-95

 e o método chamado de 

transferência por estampagem (stamped transfer electrodes - STEs)
96

.  

Os eletrodos descartáveis podem ser confeccionados nos 

laboratórios de pesquisa de modos simples, práticos e seguros. Durante a 

construção, a modificação dos eletrodos de trabalho já pode ser iniciada, como 

por exemplo, utilizando tintas de diferentes composições e propriedades 

químicas quando empregadas técnicas de impressão por jato de tinta, serigrafia e 

transferência por estampagem
97

.  

 

1.7.1 - Serigrafia 

A técnica de serigrafia, de um modo geral, consiste na impressão de 

uma tinta que toma a forma de um molde vazado sobre determinado substrato. 

Este molde é chamado de matriz serigráfica e é composto de uma trama de fios 

de nylon ou poliéster, fixada em uma moldura (FIGURA 1.6)
98

.  
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O processo de deposição da tinta sobre o substrato pode ser feito 

manualmente, porém, é mais comum a utilização de equipamentos automáticos 

ou semiautomáticos
99,100

, que levam a desenhos com maior precisão e menor 

número de defeitos. No entanto, tais equipamentos possuem custo de dezenas de 

milhares de dólares, requerem o uso de matriz serigráfica desenvolvida em aço 

inox, o que exige maiores gastos comparados com as desenvolvidas em trama de 

material polimérico e faz-se necessário técnicos treinados para o manuseio de 

tais equipamentos. Por conta disso, não houve grande popularização da 

construção de eletrodos impressos pelos grupos de pesquisa no meio científico. 

Assim, grande parte dos trabalhos publicados que utilizam eletrodos impressos 

são adquiridos comercialmente
73,101-103

, com exceção de alguns grupos que 

possuem o equipamento apropriado
99,100,104,105

. 

AFONSO et al. desenvolveram células eletroquímicas pelo método 

serigráfico, possibilitando a construção de diferentes formatos de eletrodos, 

ilustrado na FIGURA 1.7
82

. 

 

 

Rodo 

Substrato 

Tinta 

Emulsão 

Malha da tela 

Tinta transferida ao substrato 

Suporte 

FIGURA 1. 6: Representação esquemática do processo de fabricação de 

eletrodos descartáveis por serigrafia. Extraído e adaptado da referência 98. 
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1.8 - Sistema microfluídico 

Associar o uso de eletrodos descartáveis com um sistema 

microfluídico, que é caracterizado pela utilização de volumes com dimensões 

micrométricas, traz as vantagens da microfluídica. As principais vantagens são 

os usos de pequenos volumes de reagentes, amostra e resíduos, fácil utilização, 

fácil automação, miniaturização, portabilidade, rapidez, boa reprodutibilidade e 

a não necessidade pessoal especializado para a operação
79,106-108

.  

WHITESIDES reportou as várias contribuições da microfluídica em 

quatro campos: análise molecular, biodefesa, biologia molecular e 

microeletrônica, na qual a última dá enfoque aos sistemas compostos por 

elastômeros devido a facilidade de fabricação e transparência
109

. 

FAKULNE e FRITSCH desenvolveram imunoensaios 

eletroquímicos baseados em microcanais de cerâmica que direcionavam a 

solução de trabalho a eletrodos fabricados por screen-printed
110

.  

O sistema microfluídico utilizado durante o mestrado foi composto 

basicamente por uma bomba de seringa, necessária para propulsionar a solução 

transportadora e as amostras, um injetor manual contendo alça de amostragem e 

a célula eletroquímica descartável.  

FIGURA 1. 7: Células eletroquímicas descartáveis desenvolvidas por AFONSO 

et al. Extraído e adaptado da referência 82. 
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2 - OBJETIVO 

O objetivo deste projeto foi desenvolver um imunossensor 

descartável acoplado a um sistema microfluídico para determinação do 

biomarcador tumoral receptor de estrógeno alfa em soro. 
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3 - PARTE EXPERIMENTAL 

Para a construção do imunossensor para ERα foram necessárias as 

seguintes etapas, dadas em ordem cronológica: obtenção das partículas 

magnéticas decoradas, construção dos eletrodos de trabalho, eletrodo auxiliar e 

eletrodo de referência, imobilização do dsDNA-ERE sobre os eletrodos de 

trabalho, captura do biomarcador, interação entre as partículas magnéticas 

decoradas com proteína e o dsDNA-ERE e, por fim, a detecção eletroquímica. 

Tais procedimentos foram adaptados de MALHOTRA et al.
55

, OTIENO et al.
79

 

e CHIKKAVEERAIAH et al.
111

. 

 

3.1 – Materiais e reagentes  

As soluções foram preparadas utilizando água ultrapura obtida em 

um sistema Milli-Q® (Millipore, 18,2 MΩ.cm a 25ºC, Bedfore, Estados 

Unidos). As partículas magnéticas (PM), compostas por óxido de ferro 

(magnetita) de aproximadamente 1,5 µm de diâmetro, foram adquiridas da 

Polysciences, Inc (Warrington, Estados Unidos), o anticorpo policlonal de 

receptor de estrógeno alfa (Ant-ERα) da Imuny (Campinas, Brasil) e o receptor 

de estrógeno alfa (ERα) da Abcam. O 1-etil-3-(3-

dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), foi obtido da Acros Organics, a tinta 

condutora de grafite da Electrodag (código 423SS) e tinta condutora de pasta de 

Ag/AgCl  da Gwent (código C2130905D3). Gás nitrogênio foi obtido da 

empresa Oximatão (São Carlos, Brasil). 

O plástico adesivo dupla-face de 0,4 mm de espessura foi obtido da 

Book Express (São Paulo, Brasil) e as folhas de poliéster da USA Folien (código 

7083), adquiridas no mercado local.  

O ensaio para determinação do conteúdo total de proteína utilizando 

ácido bicinconínico (BCA) foi realizado com kit BCA da Thermo Scientific da 

Thermo Fisher Scientific, o reagente CellLytic da Sigma-Aldrich e meio de 

cultura RPMI da Vitrocell (Campinas, Brasil). 

https://es.wikipedia.org/wiki/1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
https://es.wikipedia.org/wiki/1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
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Para filtração foram utilizadas membranas de filtração molecular de 

50 kDa da Merck Millipore (Massachusetts, Estados Unidos). 

Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analítico 

(pureza ≥ 99%) provenientes da Sigma-Aldrich (Missouri, Estados Unidos). 

 

3.2 – Instrumentação 

As medidas de pH das soluções foram realizadas utilizando-se um 

pHmetro Digimed modelo DM20, equipado com um eletrodo combinado de 

vidro Sensoglass SC08. O equipamento de banho ultrassônico utilizado para 

solubilização das soluções de albumina de soro bovino foi da marca Kondortech. 

Utilizou-se estufa  Ethiktechnology e todas as pesagens foram feitas utilizando-

se uma balança analítica BEL Enginneering (modelo Mark 210A com precisão 

de 0,1 mg). 

Bomba de seringa (New Era), injetor manual (Rheodyne) e tubos e 

conexões de poliéter éter cetona, PEEK, (IDEX Health & Science, Estados 

Unidos) foram utilizados para compor o sistema microfluídico. 

Para a realização dos experimentos voltamétricos e 

amperométricos, utilizou-se um multipotenciostato DropSens modelo ustat8000  

(Espanha) acoplado a um computador portátil gerenciado pelo software 

DropView 8400.  

Para a leitura de absorbância necessária no ensaio do kit BCA, 

utilizou-se leitora de placas Labtech, modelo LT-4000MS. As placas usadas 

foram de culturas de células, de 85,4 x 127,6 mm de dimensão e compostas por 

96 poços de 6,4 mm de diâmetro. 

Para a construção dos eletrodos descartáveis, utilizou-se impressora 

de recorte (Silhouette CAMEO), cujos desenhos foram feitos por meio do 

software Silhouette Studio V3. 
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3.3 - Modificação das partículas magnéticas para a formação de 

Ant-ERα – PM – HRP  

A modificação das partículas magnéticas foi realizada com o intuito 

de ancorar Ant-ERα e enzima horseradish peroxidase (HRP) sobre a superfície 

das mesmas. Para tanto, foi utilizado o protocolo número 86010/86011 

fornecido pela Polysciences para ativação das micropartículas 

superparamagnéticas carboxiladas com cerca de 1,5 µm de diâmetro
112

. 

Na FIGURA 3.1, é possível observar as três sequências de etapas 

que resumem a modificação das partículas magnéticas: adição do Ant-ERα, 

adição da HRP e bloqueio da superfície das partículas, realizado com albumina 

de soro bovino (BSA) e glicina. Tal bloqueio é fundamental para evitar que 

reações inespecíficas ocorram com as partículas magnéticas, garantindo assim 

que somente os anticorpos e as enzimas estejam presentes, aumentando a 

sensibilidade do sistema
55

.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 3.1: Representação esquemática das etapas de modificação das 

partículas magnéticas. 
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Inicialmente, 98 µL das PM foram colocadas em microtubos e 

lavadas três vezes com 1 mL de tampão MES (2-N-morfolinoetanossulfônico 

monohidratado) 0,05 mol L
-1

 em pH 5,2. Para as lavagens, foi utilizada estante 

magnética a fim de separar o sólido da dispersão e, cuidadosamente, a fase 

líquida era retirada com o auxílio de uma pipeta automática após 5 minutos e 

descartada para, posteriormente, ser adicionada outra alíquota. A separação 

magnética utilizando estante magnética pode ser visualizada na FIGURA 3.2. 

Nesta etapa, a concentração das partículas magnéticas era de 2,0 mg mL
-1

.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em seguida, adicionou-se 1 mL de solução de EDC 3,2 mg mL
-1

 em 

tampão MES, preparada imediatamente antes de ser utilizada e agitou-se em 

vórtex durante 5 minutos. Por 30 minutos, a dispersão ficou em um agitador 

rotatório. O EDC é fundamental nesta etapa para ativar os grupos carboxila 

presentes nas partículas magnéticas e estabilizar a reação posterior, de 

amidização, que ocorre entre as aminas dos anticorpos policlonais que serão 

adicionados
113,114

. Passado o tempo, foi feita nova lavagem com tampão MES 

conforme indicado anteriormente, por duas vezes. Feito isso, adicionou-se 1 mL 

de solução Ant-ERα 10 µg mL
-1

 em tampão PBS 0,001 mol L
-1

 em pH 7,0 sendo 

mantido por 24 horas em temperatura ambiente no agitador rotatório. Realizou-

se a separação magnética e lavou-se com 600 µL de tampão PBS com 0,05% de 

Tween-20 (TW20). Posteriormente, foi adicionado 1 mL de solução 1,2 mg mL
-

1 
de HRP em tampão PBS pH 7,0 com 0,5 % de BSA e mantido durante 18 horas 

A) 
B) 

FIGURA 3. 2: Fotografia da estante utilizada para a separação magnética. A) 

Vista frontal e B) lateral. 
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em temperatura ambiente no agitador rotatório. Após 18 horas, foi feita a 

separação magnética e lavagem com 1 mL de 0,1 % de BSA em tampão PBS-

TW20 pH 7,0 por quatro vezes. Em seguida, adicionou-se 1 mL de solução 

aquosa de glicina 1 mol L
-1 

em pH 8,0. Agitou-se durante 30 minutos em 

agitador rotatório à temperatura ambiente e lavou-se três vezes com 1 mL de 0,1 

% de BSA em tampão PBS-TW20 pH 7,0. Depois da lavagem, foi realizada a 

ressuspensão do bioconjugado com 400 µL da solução 0,1 % de BSA em 

tampão PBS-TW20 pH 7,0. As partículas magnéticas decoradas foram 

armazenadas a 4ºC até o momento de uso e apresentaram-se estáveis por até três 

semanas. 

 

3.4 – Construção dos eletrodos descartáveis 

Para a construção dos eletrodos descartáveis, foi utilizado o método 

de serigrafia ou screen-printing. A técnica foi utilizada para a confecção dos 

eletrodos de trabalho, eletrodos auxiliares e eletrodos de referência. 

 

3.4.1 – Eletrodos de trabalho 

Uma folha de vinil adesivo foi recortada no formato desejado para 

oito eletrodos, utilizando impressora de recorte. Previamente, os desenhos foram 

feitos por meio do software Silhouette Studio V3. O vinil adesivo recortado foi 

transferido para uma folha de poliéster com o auxílio de um adesivo 

transferidor, que depois foi removido. Então, aplicou-se tinta condutora de 

grafite sobre o adesivo recortado e espalhou-se com o auxílio de um pequeno 

rodo. Os eletrodos permaneceram em estufa durante 30 minutos a 90ºC, para a 

cura da tinta de grafite
82

. Em seguida, o adesivo foi retirado e aplicado uma 

máscara, a fim de delimitar a área de trabalho e contato dos eletrodos. A 

máscara, também de vinil adesivo, foi recortada com a mesma impressora de 

recorte, sendo o desenho modificado no software. A FIGURA 3.3 apresenta as 
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etapas de construção dos eletrodos de trabalho e na FIGURA 4.4 é apresentada 

uma fotografia dos eletrodos de trabalho finalizados até esta etapa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

3.4.2 – Eletrodos de referência e auxiliar 

O eletrodo auxiliar e o eletrodo de referência foram construídos 

utilizando a mesma tinta condutora de grafite empregada nos eletrodos de 

trabalho, sendo que no eletrodo de referência foi aplicada uma tinta de Ag/AgCl 

sobre a superfície da tinta de grafite após a sua cura. Para a obtenção dos 

eletrodos de referência e auxiliar, novos formatos foram desenhados no software 

Silhouette Studio V3 e recortados na impressora de recorte. O adesivo foi 

colocado sobre a folha de poliéster, aplicada tinta condutora de grafite e, após a 

Folha de poliéster Adesivo recortado em 

impressora de recorte 

Aplicação de tinta 

condutora de grafite 

Cura da tinta em  

estufa a 90°C  

durante 30 minutos 

Remoção do adesivo Aplicação da máscara  

de adesivo 

FIGURA 3. 3: Representação esquemática das etapas de construção dos 

eletrodos de trabalho pelo método de serigrafia. 

FIGURA 3. 4: Fotografia dos eletrodos de trabalho finalizados. 
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cura, foi adicionada tinta de pasta de Ag/AgCl sobre o eletrodo de referência 

com o auxílio de um pincel. Em seguida, o sistema foi mantido em estufa a 60ºC 

por 30 minutos e, após a cura da tinta de pasta de Ag/AgCl, o adesivo foi 

removido
82

. Na FIGURA 3.5 são apresentadas as etapas de construção dos 

eletrodos de referência e auxiliar. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

3.5 – Montagem do dispositivo microfluídico 

Sobre o arranjo de oito eletrodos de trabalho (array) foi colado um 

adesivo plástico dupla-face (7,9 cm de comprimento x 2,9 cm de largura x 0,4 

mm de espessura), previamente recortado em impressora de recorte compondo 

canal microfluídico e, sobre este, o eletrodo auxiliar e eletrodo de referência. 

Desse modo, o canal microfluídico obtido continha um volume interno de 90 μL 

(4,4 cm de comprimento x 0,3 cm de largura x 0,4 mm de espessura). O custo 

estimado do material utilizado para construção do dispositivo microfluídico sem 

modificação dos eletrodos foi de aproximadamente R$0,60 por dispositivo. Vale 

Folha de poliéster Aplicação de tinta 

condutora de grafite 

Adesivo recortado em 

impressora de recorte 

Cura da tinta em  

estufa a 60°C  

durante 30 minutos 

Cura da tinta em  

estufa a 90°C  

durante 30 minutos 

Aplicação de tinta  

de Ag/AgCl 

Remoção do adesivo 

FIGURA 3. 5: Representação esquemática das etapas de construção dos eletrodos 

de referência e auxiliar pelo método de serigrafia. 
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ressaltar que as células eletroquímicas impressas comerciais custam em torno de 

US$11,00. Na FIGURA 3.6 são apresentadas as etapas para a montagem do 

dispositivo microfluídico e suas ranhuras.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  

3.6 - Síntese das nanopartículas de ouro decoradas com 

glutationa 

Para a síntese das nanopartículas de ouro decoradas com 

glutationa
115

, foram pesados 0,079 g de ácido cloroáurico com espátula de 

plástico e 0,0308 g de l-glutationa reduzida e adicionados a um béquer, com 2,0 

mL de ácido acético e 12,0 mL de metanol, resultando em uma solução de cor 

amarelo claro. Uma solução 0,5 mol L
-1

 de borohidreto de sódio foi preparada e 

adicionados 6 mL desta à anterior sob rápida agitação, durante 2 horas. A 

solução resultante foi filtrada em membrana de filtração molecular de 50 kDa 

(previamente lavada com hidróxido de sódio 0,1 mol L
-1

) e centrifugada a 3500 

FIGURA 3. 6: Representação esquemática da montagem do dispositivo 

microfluídico e fotografia do dispositivo pronto com suas ranhuras. 

Entrada de 

solução 

Saída de 

solução 
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rpm. O precipitado foi lavado quatro vezes com água ultrapura durante a 

centrifugação e dissolvido em tampão HEPES ((N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-

(2-ácido etanosulfônico)) 20 mmol L
-1

 pH 8,0. O volume final de AuNP-GSH 

foi de 15,0 mL. A dispersão foi estocada a 4ºC até sua utilização e pode 

permanecer nessa condição durante aproximadamente três meses. 

 

3.7 - Imobilização do dsDNA-ERE sobre os eletrodos de trabalho 

Antes de montar o dispositivo, os eletrodos de trabalho foram 

limpos com água ultrapura e secos em fluxo leve de gás nitrogênio. Para a etapa 

de modificação, sobre os eletrodos de tinta de grafite foram adicionados 5 µL de 

2,0 mg mL
-1

 de poli(cloreto de dialildimetilamônio) (PDDA), contendo 0,05 mol 

L
-1

 de cloreto de sódio em água ultrapura e deixado durante 20 minutos. Na 

sequência, após lavagem com água ultrapura e secagem em fluxo de gás 

nitrogênio, foram adicionadas 5 µL de 2,37x10
-7

 mol L
-1

 da dispersão de 

nanopartículas de ouro decoradas com glutationa (AuNP-GSH, suja síntese está 

detalhada na sessão 3.6) e deixados por 20 minutos. A etapa de adição de 

PDDA, um policátion, juntamente com as AuNP-GSH, aniônicas, caracterizam 

o método de layer-by-layer de modificação dos eletrodos. Decorridos 20 

minutos da adição das AuNP-GSH, os eletrodos foram lavados com água 

ultrapura, secos em fluxo de gás nitrogênio e acrescentados 5 µL de solução 

contendo 0,4 mol L
-1

 de EDC e 0,1 mol L
-1

 de N-hidroxisuccinimida (NHS), 

onde permaneceram por 10 minutos. Conforme já comentado, o EDC ativa os 

grupos carboxila, neste caso presentes na glutationa, para posterior amidização 

com o grupo amina presente na dupla fita de DNA contendo ERE que será 

acrescentada. O NHS, além de auxiliar na solubilização do EDC em água, gera 

um reagente intermediário mais estável, levando à formação de uma amida
116-119

 

(FIGURA 3.7). Assim, posteriormente, os eletrodos foram lavados com água 

ultrapura após a adição de EDC/NHS e adicionados 5 µL de 1 µmol L
-1

 de 

dsDNA-ERE (dupla fita de DNA aminada composta pela sequência de um 
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elemento responsivo de estrogênio, sintetizado pela Sigma-Aldrich. A sequência 

é: 5’-H2N-GTCCAAAGTCAGGTCACAGTGACCTGATCAAAGT-3'). O 

dsDNA-ERE foi mantido sobre os eletrodos durante 16 horas, a 20ºC. Passado o 

tempo indicado, os eletrodos foram lavados com tampão PBS pH 7,4 com 

0,05% de TW20. Em seguida, foram lavados com tampão PBS pH 7,4. Para 

evitar reações inespecíficas, foram acrescentados 5 µL de BSA 2%, que 

permaneceu sobre os eletrodos de trabalho por 1 hora. Para a lavagem, utilizou-

se tampão PBS pH 7,4 com 0,05% de TW20 e em seguida, tampão PBS pH 7,4. 

A FIGURA 3.8 ilustra as etapas de modificação dos eletrodos de trabalho com 

dsDNA-ERE.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Intermediário instável AuNP-GSH 

EDC 

NHS 

Amina 

primária Amida 

FIGURA 3. 7: Reações de acoplamento da AuNP-GSH com dsDNA-ERE via 

EDC/NHS sobre os eletrodos de trabalho. A amina primária exemplificada é o 

dsDNA-ERE. Adaptado da referência 116. 
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A máscara de adesivo colocada sobre os eletrodos de trabalho na 

etapa da construção, tem como objetivo definir a área geométrica exposta do 

eletrodo, bem como auxiliar no processo de imobilização devido a 

hidrofobicidade do vinil, formando os microwells
120

. Os microwells são 

representados pelos pequenos poços com volumes da ordem de microlitros, que 

são formados devido à diferença no relevo entre a máscara de adesivo e os 

eletrodos de carbono e a hidrofobicidade do vinil. Pode-se notar na FIGURA 3.9 

as gotas formadas sobre cada eletrodo de trabalho devido à imobilização.  

  

 

 

 

 

 

FIGURA 3. 8: Representacão esquemática da imobilização do dsDNA-ERE 

sobre os eletrodos de carbono. 

FIGURA 3. 9: Fotografia dos eletrodos de carbono imobilizados com dsDNA-

ERE. Formação de microwells. 
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As etapas de construção do sistema microfluídico com os oito 

eletrodos de trabalho, um eletrodo auxiliar e um eletrodo de referência, mais as 

modificações até o dsDNA-ERE, envolvem um custo estimado em materiais de 

aproximadamente R$1,75 por unidade. 

 

3.8 – Captura da proteína ERα com a partícula magnética 

decorada Ant-ERα-PM-HRP 

Inicialmente, foram adicionados 20 µL de Ant-ERα-PM-HRP em 

um microtubo juntamente com 320 µL de tampão PBS 0,001 mol L
-1

 pH 7,4 e 

20 µL do ERα, diluído em soro de bezerro. A concentração final de ERα 

utilizada em cada microtubo depende do objetivo do experimento, o qual, para a 

curva analítica, usou-se 16,6; 27,7; 55,5; 94,4; 138,8; 194,4 e 531,3 fg mL
-1

, 

além do branco, composto apenas por soro de bezerro. Durante 30 minutos, foi 

realizada a incubação do conjugado com a proteína em agitador rotatório a 37ºC 

e, posteriormente, foi realizada a separação magnética com três lavagens em 

solução de 2,0 % de BSA em PBS 0,001 mol L
-1

 pH 7,4. Por fim, o 

bioconjugado formado pela analito ligados as PM ((ERα)Ant-ERα-PM-HRP) foi 

ressuspendido em 125 µL de 2,0 % de BSA em PBS 0,001 mol L
-1

 pH 7,4.  

Uma vez que partiu-se de 360 µL de solução total em cada 

microtubo (320 µL de tampão, 20 µL da proteína e 20 µL das partículas 

magnéticas decoradas) e, após as separações magnéticas seguidas de lavagens 

sucessivas, esse volume foi ressuspendido em 125 µL, tem-se uma pré-

concentração cuja concentração final foi de aproximadamente três vezes maior 

do que a inicial. O volume de 125 µL é necessário uma vez que a alça de 

amostragem utilizada foi de 100 µL, garantindo-se assim o preenchimento 

completo da alça. 

A FIGURA 3.10 ilustra as etapas experimentais descritas e a 

FIGURA 3.11 representa as partículas magnéticas decoradas quando o analito 

capturado. 
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3.9 – Interação entre os eletrodos de trabalho modificados e as 

partículas magnéticas contendo ERα 

Estabelecida a conexão entre a bomba de seringa e o injetor 

utilizados para compor o sistema microfluídico (FIGURA 3.12), foi colado o 

conector PEEK com adesivo dupla-face na entrada da célula eletroquímica de 

oito eletrodos. A seringa foi preenchida com a solução carreadora (tampão PBS 

0,001 mol L
-1 

com TW20 0,05% pH 6,5 e 0,1% BSA), a vazão foi ajustada para 

100 µL
 
min

-1  
e a alça de amostragem utilizada foi de 100 µL. Após notar o fluxo 

normal da solução carreadora dentro da célula microfluídica, foram injetados 

100 µL da dispersão contendo o bioconjugado (ERα)Ant-ERα-PM-HRP e, ao 

preencher toda a célula de fluxo com a dispersão injetada, o fluxo foi pausado na 

Partícula magnética 

Ant-ERα 

HRP 

ERα 

FIGURA 3. 11: Representação esquemática da captura da proteína ERα com a 

partícula magnética decorada Ant-ERα-PM-HRP. 

FIGURA 3. 10: Representação esquemática da obtenção do bioconjugado 

(ERα)Ant-ERα-PM-HRP obtido por meio da captura da proteína com a partícula 

magnética decorada. 
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bomba de seringa e mantido 30 minutos, sendo este o tempo de incubação. Esse 

período é necessário para que haja a interação entre o dsDNA-ERE que está 

sobre os eletrodos e o analito presente no bioconjugado.  

 

 

FIGURA 3. 12: Fotografia do sistema microfluídico utilizado. 

 

Genericamente, o ERE que compõe o dsDNA-ERE possui dois 

palíndromos separados por três nucleotídeos quaisquer, como a seguinte 

sequência 5′- AGGTCAnnnTGACCT-3’, sendo que n é qualquer nucleotídeo, G 

é guanina, T é timina, A é adenina e C é citosina. No presente trabalho, os três 

nucleotídeos utilizados são citosina, adenina e guanina, cuja função é apenas de 

separar os palíndromos e garantir a distância necessária entre eles
121,122

. 

Quando o ERα reconhece o ERE no dsDNA, eles se ligam com 

grande afinidade
123

 por meio de “dedos de zinco”, formando homodímeros
49

. O 

ERα contém quatro “dedos de zinco” em sua estrutura (FIGURA 3.13) e estes 

são formados por um íon Zn
2+

 coordenado em um arranjo tetraédrico por quatro 

resíduos de cisteína altamente conservados cada
124

. O primeiro “dedo de zinco” 

reconhece a primeira sequência de hexanucleotídeos AGGTCA, enquanto o 

segundo é responsável pela homodimerização entre ER e DNA
125

. Na FIGURA 

3.14 está apresentado o imunossensor completo, com a modificação do eletrodo 

de trabalho e interação com a partícula magnética decorada e contendo o analito 

ERα.  
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Portanto, o reconhecimento do dsDNA-ERE com o ERα na célula 

microfluídica do dispositivo desenvolvido, mimetiza o que ocorre dentro das 

células de uma pessoa portadora de câncer de mama. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FIGURA 3. 14: Representação esquemática da ligação da proteína ERα no 

dsDNA-ERE (cor roxa). A ligação é realizada por meio dos dedos de zinco, 

apresentados em cor de rosa. Extraído de Structural Biology Knowledgebase
126

. 

 

FIGURA 3. 13: Representação esquemática da etapa de interação entre a 

proteína capturada pela partícula magnética modificada ((ERα)Ant-ERα-PM-

HRP) e o dsDNA-ERE no eletrodo de carbono. 
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3.10 – Aplicação do dispositivo microfluídico descartável na 

detecção de ERα 

Após a etapa de interação entre os eletrodos de trabalho 

modificados e o bioconjugado, formado pelas partículas magnéticas contendo 

ERα, a bomba de seringa foi ligada para que a solução carreadora lavasse a 

célula de fluxo, eliminando as partículas magnéticas decoradas que não se 

ligaram ao dsDNA-ERE nos eletrodos (FIGURA 3.15). Depois da lavagem, a 

bomba de seringa foi pausada e os eletrodos foram conectados ao 

multipotenciostato, no qual foi selecionada a técnica de amperometria e fixado o 

potencial em -0,2 V por um tempo arbitrário de 2000 segundos. Com a bomba 

de seringa religada e o software iniciado, esperou-se a estabilização das 

correntes para então injetar, com o auxílio de uma microseringa, 100 µL da 

solução de medida, composta por 1,0 mmol L
-1 

de HQ e 0,1 mmol L
-1

 de H2O2 

em tampão PBS pH 6,5. Após isto, a válvula de injeção foi colocada na posição 

inject e a resposta transiente de corrente foi obtida. 

 

 

FIGURA 3. 15: Fotografia da lavagem do biossensor com tampão PBS 0,001 

mol L
-1

 com TW20 0,05% pH 6,5 e 0,1% BSA para retirada das partículas 

magnéticas decoradas que não foram ligadas. Nota-se a saída dessas partículas à 

direita da cela microfluídica, de coloração marrom. 
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3.11 – Avaliação da imobilização da enzima horseradish 

peroxidase e desempenho do sistema microfluídico 

Para avaliar a potencialidade do dispositivo proposto como 

biossensor, testou-se a imobilização da enzima HRP sobre a etapa de layer-by-

layer, a qual usou-se AuNP-GSH sobre uma camada adsorvida de PDDA, 

conforme descrito anteriormente. Após a lavagem das nanopartículas com água, 

que permaneceram por 20 minutos sobre os eletrodos e secagem da camada com 

fluxo leve de gás nitrogênio, 5 µL de solução contendo 0,4 mol L
-1

 de EDC e 0,1 

mol L
-1

 de NHS foram adicionados sobre os eletrodos e mantido por 10 minutos 

para promover a ligação covalente da enzima com o grupo carboxila da 

glutationa presente nas AuNP. Para imobilizar a enzima, foram utilizados 5 µL 

de HRP 3 mg mL
-1

 em tampão PBS pH 6,5, durante uma hora (FIGURA 3.16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os eletrodos modificados com PDDA, AuNP-GSH e HRP foram 

submetidos a medidas de voltametria cíclica e amperometria. A solução presente 

na seringa, contendo HQ 1,0 mmol L
-1

 e H2O2 0,1 mmol L
-1

 em tampão PBS pH 

6,5, foi carreada até a célula microfluídica por ação da bomba e pausada para 

iniciar a voltametria cíclica. A voltametria cíclica comparou os eletrodos com e 

sem HRP imobilizada, sendo feita a varredura de potencial em um intervalo de 

0,1 a -0,45 V com velocidade de varredura de 20 mV s
-1

. A amperometria foi 

realizada apenas para os eletrodos imobilizados com HRP, em potencial de -0,2 

1 hora 

20 min 

    N
2
 

20 min 

    N
2
 

10 min 5 µL 

PDDA 

HRP 

AuNP-GSH 

PDDA 

Eletrodo de carbono 

FIGURA 3. 16: Representação esquemática da modificação da superfície dos 

eletrodos de carbono com PDDA, AuNP-GSH e HRP. 
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V, vazão de 100 µL min
-1

 e alça de amostragem de 100 µL. Para a medida, a 

seringa foi preenchida com a solução carreadora (solução tampão PBS 0,001 

mol L
-1 

com TW20 0,05% pH 6,5 e 0,1% BSA) e, após inicialização do software 

e estabilização das correntes dos oito eletrodos, foram injetados com uma 

microseringa 100 µL de solução contendo uma mistura de 1,0 mmol L
-1 

de HQ e 

0,1 mmol L
-1

 H2O2 em tampão PBS pH 6,5 no sistema em fluxo. 

 

3.12 - Estudo da influência da vazão 

O estudo da influência da vazão foi realizado com o biossensor 

desenvolvido após as etapas de captura e interação do dsDNA-ERE dos 

eletrodos de trabalho com o bioconjugado (ERα)Ant-ERα-PM-HRP. Foram 

estudadas as vazões de 50, 100, 150 e 200 µL min
-1

 em uma mesma célula 

eletroquímica, injetando-se a solução de mistura composta por H2O2 0,1 mmol 

L
-1 

e HQ 1,0 mmol L
-1

 em tampão PBS pH 6,5 e solução carreadora de tampão 

PBS 0,001 mol L
-1 

com TW20 0,05% pH 6,5 e 0,1% BSA. Para tanto, utilizou-

se a técnica de amperometria com potencial fixado em -0,2 V. 

 

3.13  – Determinação da concentração de ERα em lisado de 

células MCF-7 

As células MCF-7 foram fornecidas pelo Laboratório de Biologia 

do Envelhecimento do Departamento de Gerontologia da UFSCar em São 

Carlos. Estas foram cultivadas em meio RPMI suplementado com 10% de soro 

de bezerro fetal, penicilina (100 UI mL
-1

) e estreptomicina (100 mg mL
-1

). As 

células foram mantidas em estufa a 37ºC, 5% CO2 e 95% de umidade relativa. 

1.000.000 células foram semeadas em frascos de cultura de 25 cm
2
 e, após 24 h, 

as células foram tripsinizadas para a obtenção do lisado de proteínas, de acordo 

com as instruções do reagente CellLytic. A quantificação das proteínas totais foi 

realizada utilizando o ensaio de BCA, pelo qual foram obtidos 3,76 µg µL
-1 

de 

proteínas totais em lisados MCF-7. 
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O procedimento para a quantificação de proteínas totais utilizando o 

kit BCA foi fornecido pelo fabricante. Seu princípio básico é a obtenção de um 

complexo solúvel entre duas moléculas de BCA e um íon Cu
+
, que estará 

presente nas proteínas, resultando na coloração roxa da solução.
 
A coloração 

possibilita a quantificação de proteína total pela leitura da absorbância da 

amostra em comprimento de onda de 562 nm, na qual utilizou-se uma leitora de 

placas.   

Duas reações são necessárias para que se obtenha a coloração roxa, 

conforme explicitadas na FIGURA 3.17.  

 

 

 

 

 

 

 
 

A quantidade de Cu
2+

, proveniente de uma solução aquosa de 

sulfato de cobre, que é reduzida em meio alcalino, é proporcional à quantidade 

de proteína. Tal ensaio foi primeiramente estudado por SMITH et al.
127

. 

Para se determinar a concentração da proteína ERα em uma amostra 

de lisado MCF-7, utilizou-se o método de adição de padrão, no qual foram 

fortificadas cinco soluções de lisado diluídos 1:100 em tampão PBS pH 7,4, com 

o biomarcador nas concentrações de 16,6; 27,7; 55,5; 111,1 e 333,3 fg mL
-1

, 

além da amostra sem fortificação. 

Cu
+

 1) Cu
2+

 

Cu
+

 2  BCA 

Complexo 

Proteína(Cu
2+

) 

OH
-

 

Proteína 

Complexo 

BCA(Cu
+

)BCA 
2) 

FIGURA 3. 17: Representação esquemática das reações envolvidas no ensaio 

de quantificação de proteína total utilizando o kit BCA. 
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4 - RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 - Estudo da influência do diâmetro dos eletrodos de trabalho 

Para esse estudo, três células eletroquímicas descartáveis compostas 

por oitos eletrodos de mesma dimensão cada foram confeccionadas, totalizando 

24 eletrodos (n=24), e testadas para cada diâmetro em um mesmo dia. Os 

diâmetros testados foram de 0,7; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 mm. Nas medidas 

eletroquímicas, foi utilizada solução de ácido ferrocenomonocarboxílico 1 mmol 

L
-1

 em cloreto de potássio 0,5 mol L
-1  

em cela eletroquímica convencional, com 

eletrodo auxiliar de platina e eletrodo de referência de  Ag/AgCl (KCl 3,0 mol 

L
-1

) convencionais. Utilizou-se intervalo de potencial de 0 a 0,6 V e velocidade 

de varredura de potenciais de 50 mV s
-1

. 
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A) B) 

C) D) 

E) 

FIGURA 4. 1: Voltamogramas cíclicos referentes a uma célula eletroquímica 

descartável testada para cada diâmetro, utilizando A) 0,7 B) 1,0 C) 1,5 D) 2,0 e 

E) 2,5 mm. Voltametria cíclica realizada em ácido ferrocenomonocarboxílico 1 

mmol L
-1

 em KCl 0,5 mol L
-1

, intervalo de potencial de 0 a 0,6 V. ѵ=50 mV s
-1

. 
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Nos voltamogramas da FIGURA 4.1 é visível a baixa repetibilidade 

dos perfis voltamétricos para os eletrodos com diâmetros de 0,7 e 1,0 mm. Isso 

ocorre devido à baixa precisão da impressora de recorte para dimensões muito 

pequenas. Em contrapartida, diâmetros muito grandes não são interessantes, já 

que a miniaturização é objetivada. Desse modo, a fim de avaliar o melhor 

diâmetro para a construção do dispositivo, foi calculada a média das correntes 

de picos anódicos e os respectivos desvios-padrão e desvios-padrão relativos 

(RSD) para cada dimensão, apresentados na TABELA 4.1. 

 

Por meio da TABELA 4.1, é possível observar que os eletrodos de 

trabalho com 2,0 mm de diâmetro foram ideais para compor o sistema proposto, 

uma vez que, apresentaram maiores médias de correntes de pico anódicas em 

relação aos desvios-padrões, assim como menores valores de RSD.  

Para avaliar se a corrente de pico anódico entre as três células 

eletroquímicas pertencentes a um mesmo diâmetro eram estatisticamente iguais, 

aplicou-se análise de variância (ANOVA) um nível de confiança de 95%. Por 

esse método, constatou-se que, para os diâmetros de 1,5; 2,0 e 2,5 mm, todas as 

células eletroquímicas que compunham cada dimensão apresentaram valores de 

corrente de pico anódico estatisticamente iguais (Fcrítico maior do que o F 

encontrado). Tal fato evidencia a boa reprodutibilidade dos eletrodos de 

TABELA 4. 1: Estudo da influência do diâmetro dos eletrodos descartáveis 

construídos. Valores de corrente anódica média e RSD para cada diâmetro, 

obtidos dos voltamogramas cíclicos da FIGURA 4.1. 

Diâmetro/mm I/µA RSD/% 

0,7 0,65  ±  0,10 15,92 

1,0 0,89  ±  0,06 7,13 

1,5 1,57  ±  0,03 1,84 

2,0 2,86  ±  0,02 0,98 

2,5 4,77  ±  0,09 2,07 
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trabalho, sugerindo que o processo de fabricação é satisfatório. Para os 

diâmetros de 0,7 e 1,0 mm, apenas um par de células eletroquímicas 

apresentaram-se equivalentes estatisticamente, portanto não foram satisfatórios 

para compor o sistema proposto. Desse modo, confirmou-se que o diâmetro de 

2,0 mm foi ideal para a construção dos eletrodos de trabalho. 

 

4.2 – Estudo da influência da velocidade de varredura de 

potenciais na resposta eletroquímica dos eletrodos descartáveis 

desenvolvidos  

O estudo da velocidade de varredura de potenciais foi realizado nas 

mesmas condições do estudo do diâmetro anterior, porém, foram variadas as 

velocidades de varredura para 10, 25, 50, 75, 100, 150 e 200 mV s
-1 

e o diâmetro 

das máscaras de vinil adesivo mantidos em 2,0 mm. 

 

4.2.1 - Estudo da influência da velocidade de varredura de 

potenciais para eletrodos de trabalho sem modificação 

Por meio da técnica de voltametria cíclica realizada em solução de 

ácido ferrocenomonocarboxílico 1 mmol L
-1

 em cloreto de potássio 0,5 mol L
-1  

e cela eletroquímica composta por eletrodo auxiliar de platina, eletrodo de 

referência de Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L
-1

) e um conjunto de oito eletrodos de 

trabalho de grafite conectados ao multipotenciostato, foi possível realizar o 

estudo da velocidade de varredura. Este estudo possibilita caracterizar os 

processos envolvidos na superfície dos eletrodos, assim como a área eletroativa 

dos mesmos. 
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FIGURA 4. 2: Voltamogramas cíclicos referentes a um eletrodo da célula 

eletroquímica descartável, sem modificação. Solução de ácido 

ferrocenomonocarboxílico 1 mmol L
-1

 em KCl 0,5 mol L
-1

, intervalo de 

potencial de 0 a 0,6 V. 

 

Na resposta eletroquímica obtida na FIGURA 4.2, o pico I refere-se 

à oxidação do ácido ferrocenomonocarboxílico e o pico II refere-se à redução 

deste, envolvendo um elétron.  

A diferença entre os potenciais de oxidação e redução, pouco 

superior a 59 mV sem considerar a queda ôhmica, indicam a reversibilidade do 

processo redox, envolvendo a variação de um elétron
128

.  Como pode ser 

observado na FIGURA 4.2, os potenciais de oxidação e redução permanecem 

inalterados com as velocidades de varredura de potenciais aplicadas. 

Para avaliar os processos que ocorrem na superfície do eletrodo, a 

FIGURA 4.3 representa o gráfico do logaritmo da corrente de pico anódica em 

função do logaritmo da velocidade de varredura de potenciais e, conforme a 

literatura, um coeficiente angular próximo ou igual a 0,5 indica controle 

difusional
128

.  
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A equação da reta referente ao gráfico da FIGURA 4.3 é                       

y = - (0,18±0,05) + (0,53±0,03) x, com R
2
 de 0,97875. O coeficiente angular 

encontrado para esse estudo foi de 0,53, sugerindo que o processo eletroquímico 

é controlado por difusão
128

. 

 

4.2.2 - Estudo da influência da velocidade de varredura de 

potenciais para eletrodos de trabalho modificados com PDDA e 

AuNP-GSH 

Para a etapa de modificação, utilizou-se o método de layer-by-

layer, empregando PDDA e AuNP-GSH. Sobre os eletrodos de tinta de grafite 

limpos com água ultrapura e secos com nitrogênio, foram adicionados 5 µL de 

2,0 mg mL
-1

 de PDDA por 20 minutos. Na sequência, após lavagem com água e 

secagem em fluxo de N2, foram adicionadas 5 µL de solução 2,37x10
-7

 mol L
-1

 

de AuNP-GSH em tampão HEPES 0,02 mol L
-1

 pH 8,0. Os eletrodos foram 

lavados com água para então submetê-los ao estudo da influência da velocidade 

de varredura nos mesmos parâmetros já citados. 
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FIGURA 4. 3: Relação logarítmica da corrente de pico anódico média e a 

velocidade de varredura de potenciais para eletrodos sem modificação, 

resultados obtidos da FIGURA 4.2. 
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Assim como nos eletrodos sem modificação, o perfil voltamétrico 

indica oxidação do ácido ferrocenomonocarboxílico no pico I da FIGURA 4.4 e 

redução no pico II. 
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FIGURA 4. 4: Voltamogramas cíclicos referentes a um eletrodo da célula 

eletroquímica descartável, modificado com PDDA e AuNP-GSH. Solução de 

ácido ferroceno monocarboxílico 1 mmol L
-1

 em KCl 0,5 mol L
-1

, intervalo de 

potencial de 0 a 0,6 V. 

 

De modo análogo aos eletrodos sem modificação, foi construído um 

gráfico da relação logarítmica de corrente de pico anódico pelo logaritmo da 

velocidade de varredura de potenciais, no qual o coeficiente angular da reta 

próximo a 0,5 evidencia processo eletródico difusional
128

. A equação da reta 

referente ao gráfico da FIGURA 4.5 é y = - (0,46±0,005) + (0,49±0,003) x, com 

R
2
 de 0,99977.  
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FIGURA 4. 5: Relação logarítmica da corrente de pico anódico média e 

velocidade de varredura de potenciais para eletrodos modificados. 

 

Houve um pequeno deslocamento dos potenciais de pico com o 

aumento das velocidades de varreduras de potenciais para os eletrodos 

modificados em relação aos eletrodos sem modificação. Nota-se também uma 

diminuição das intensidades das correntes de pico anódicas e catódicas com o 

uso das AuNP-GSH, possivelmente porque a presença do PDDA dificulta a 

transferência eletrônica. Tal comportamento já foi observado por CHIKAE et 

al.
129

. 

 

4.3 - Estudo da área eletroativa 

A área eletroativa foi estimada a partir do gráfico da corrente de 

pico anódica em função da raiz quadrada da velocidade de varredura, obtido de 

acordo com os estudos das velocidades de varreduras de potenciais e utilizando 

a Equação de Randles-Sevcik (Eq. 1)
128

, 

Ip = ± (2,69 × 10
5
) n

3/2 
AD

1/2 
C v

1/2
                                       Eq. 1 

onde Ip é a corrente de pico (A), n é o número de elétrons envolvidos na reação, 

A é a área eletroativa (cm
2
), D é o coeficiente de difusão do ácido 

ferrocenomonocarboxílico em solução de KCl 0,5 mol L
1

 (5,7 × 10
6

 cm
2
 



Peverari, C.R.                                                                                                                      4 Resultados e Discussão  51 
 

 

s
1

)
130

, v é a velocidade de varredura de potencial (V s
1

), e C é a concentração 

do ácido ferrocenomonocarboxílico em solução (mol cm
3

).  

Considerando que a Equação de Randles-Sevcik pode ser escrita em 

função da corrente de pico anódica e da raiz quadrada da velocidade de 

varredura de potencial, tem-se a área eletroativa combinando a Equação 1 com a 

Equação 2, sabendo que K é o coeficiente angular da reta do gráfico apresentado 

na FIGURA 4.6 para eletrodos sem modificação e na FIGURA 4.7 para os 

eletrodos modificados com PDDA e AuNP-GSH. 

Ip = Kv
1/2

                                       Eq. 2 
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FIGURA 4. 6: Relação linear entre a corrente de pico anódica média e a raiz da 

velocidade de varredura para eletrodos sem modificação. 

 

A equação da reta referente ao gráfico da FIGURA 4.6 é                       

y = - (0,79±0,19) + (20,36±0,97) x, com R
2
 de 0,98641.  
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FIGURA 4. 7: Relação linear entre a corrente de pico anódico média e a raiz 

quadrada da velocidade de varredura para eletrodos modificados com PDDA e 

AuNP-GSH. 

 

  A equação da reta que descreve o gráfico da FIGURA 4.7 é                          

y = (0,02±0,01) + (10,34±0,06) x, com R
2
 de 0,99976. 

Os valores das áreas eletroativas calculadas foram listados na 

TABELA 4.2 e a área geométrica dos eletrodos de trabalho de 2,0 mm de 

diâmetro é de 0,0314 cm
2
. 

 

 

 

 

 

 A área geométrica é um pouco menor do que a área eletroativa do 

eletrodo de carbono sem modificação porque, na realidade, o eletrodo apresenta 

rugosidades, sendo de morfologia irregular e não totalmente plana
82

. A 

diminuição da área eletroativa nos eletrodos modificados com PDDA e AuNP-

TABELA 4. 2: Valores de áreas eletroativas para os eletrodos sem e com 

modificação, calculados pela Equação de Randles-Sevcik. 

Eletrodos Área eletroativa 

(cm
2
) 

Sem modificação 0,0317 

Com modificação 0,0161 
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GSH em relação aos eletrodos sem modificação pode ser atribuída ao bloqueio 

parcial da superfície ativa do eletrodo de carbono pelo PDDA, um polímero 

catiônico. A diminuição da área eletroativa dos eletrodos screen-printed com o 

uso de AuNP já foi observado por CHIKAE et al. 
129

. 

 

4.4 - Avaliação da imobilização da enzima horseradish peroxidase e 

desempenho do sistema microfluídico   

Após a conclusão dos estudos de caracterização dos eletrodos de 

trabalho, as células eletroquímicas foram testadas frente à imobilização da HRP 

por voltametria cíclica e amperometria, para avaliar o desempenho do 

dispositivo como biossensor bem como do sistema microfluídico e a 

repetibilidade dos sinais analíticos. 

Para a voltametria cíclica, a seringa da bomba de seringa foi 

completada com uma solução de H2O2 0,1 mmol L
-1

 e HQ 1,0 mmol L
-1

 em 

tampão PBS pH 6,5 e a bomba desligada após o preenchimento do sistema 

microfluídico. O procedimento foi realizado para as células eletroquímicas 

contendo os eletrodos com e sem a imobilização da HRP. 
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FIGURA 4. 8: Voltamogramas cíclicos obtidos em solução de H2O2  0,1 mmol 

L
-1

 e HQ 1,0 mmol L
-1

 em tampão PBS pH 6,5 para os eletrodos modificados 

com PDDA e AuNP-GSH na presença e ausência de HRP. Intervalo de 

potencial de 0,1 a -0,45 V e ѵ= 20 mV s
-1

. 

 

Um aumento significativo de corrente na presença da HRP foi 

evidenciado, com um pequeno ombro em -0,2 V, como ilustra a FIGURA 4.8. 

Para a amperometria, realizada em potencial de -0,2 V, foi utilizada 

alça de amostragem de 100 µL e a vazão foi mantida em 100 µL min
-1

 na bomba 

de seringa que continha a solução carreadora. A bomba de seringa foi religada e, 

após iniciar o software e notar-se a estabilização das correntes, foi injetada a 

solução mista de H2O2 0,1 mmol L
-1

 e HQ 1,0 mmol L
-1

 em tampão PBS pH 6,5 

com uma microseringa e a válvula de injeção colocada na posição inject. A 

amperometria foi realizada apenas com os eletrodos imobilizados com HRP. 

Os sinais transientes de corrente foram obtidos para os oito 

eletrodos, conforme ilustra a FIGURA 4.9, com RSD de aproximadamente 5% 

(n=8), indicando boa repetibilidade dos sinais analíticos entre os eletrodos. 

Excluindo-se o eletrodo 1, que claramente indica um resultado anômalo, o valor 

de RSD vai para 2,8% (n=7). Efetuando o teste estatístico Q, confirma-se que o 
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valor de corrente referente ao eletrodo 1 pode ser rejeitado, no qual o Q 

calculado é maior do que o Q tabelado (0,6423 > 0,526), com 95% de confiança. 
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FIGURA 4. 9: Sinais transientes de corrente dos eletrodos imobilizados com 

HRP. Injeção de solução de 1,0 mmol L
-1

 de HQ e 0,1 mmol L
-1

 H2O2 em 

tampão PBS pH 6,5. Vazão de 100 µL min
-1

, alça de amostragem de 100 µL e 

potencial fixado em -0,2 V. 

 

Os sinais transientes de corrente obtido na FIGURA 4.9 ocorrem 

em função das reações catalisadas pela enzima HRP, portanto, sem esta, a 

resposta eletroquímica seria apenas em função da HQ e H2O2, com sinal bastante 

diminuído. Na presença da HRP, inicialmente, esta é oxidada pelo H2O2, que se 

reduz à água. Na presença de HQ, que se oxida a p-benzoquinona, a enzima é 

reduzida e, em potencial de -0,2 V, a p-benzoquinona retorna à forma de HQ e 

esta é a reação responsável pelo sinal analítico observado
131-133

 (FIGURA 4.10). 

A produção de p-benzoquinona é proporcional à quantidade de enzima. 
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A vantagem em se trabalhar com um conjunto de oito eletrodos é a 

possibilidade de eliminar as respostas dos eletrodos que não funcionaram por 

qualquer motivo e, de modo análogo, recorrer a esse procedimento quando o 

sinal analítico de algum eletrodo é muito discrepante dos demais. Ainda, há a 

possibilidade de se trabalhar com a detecção de mais de um biomarcador 

simultaneamente. 

 

4.5 - Estudo da influência da vazão 

O estudo da influência da vazão possibilita otimizar o volume, tanto 

de solução de HQ e H2O2 como de solução carreadora, que passa pela célula 

microfluídica por minuto. Tal estudo foi realizado utilizando solução de injeção 

mista de 1,0 mmol L
-1

 de HQ e 0,1 mmol L
-1

 H2O2 em tampão PBS pH 6,5, alça 

de amostragem de 100 µL, concentração de ERα de 138,8 fg mL
-1 

e a técnica 

amperométrica em potencial fixado em -0,2 V. Foram estudadas as vazões de 

50, 100, 150 e 200 µL min
-1

. 

Conforme nota-se na FIGURA 4.11, as vazões de 100 e 200 µL 

min
-1

 não apresentaram mudança significativa de corrente. Para 50 µL min
-1

, o 

FIGURA 4. 10: Representação esquemática do mecanismo de resposta do 

imunossensor. 
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sinal gerado e o tempo gasto na medida não são vantajosos quando comparados 

a 100 e 200 µL min
-1

.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

A vazão de 100 µL min
-1 

foi escolhida para utilização na medida 

eletroquímica, uma vez que a mesma é usada para a injeção da partícula 

magnética decorada. 

O estudo apresentado foi realizado para a mesma célula 

eletroquímica descartável fazendo três adições da solução de injeção para cada 

vazão, que era alterada na bomba de seringa. Mesmo que o intuito dessa 

dissertação seja desenvolver biossensores descartáveis de uso único, a 

possibilidade de usá-lo mais de uma vez, como no caso do estudo da vazão, 

evidencia a estabilidade dos eletrodos. 

A TABELA 4.3 relaciona os valores de correntes de pico com os 

respectivos desvios-padrão e desvios-padrão relativos para cada vazão testada, 

com n=8, significando que nenhum dado de corrente foi descartado. 
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FIGURA 4. 11: Sinais transientes de corrente individuais referentes ao estudo da 

vazão. Resultado de um único eletrodo dentre os oito que compõe a célula 

eletroquímica descartável. Concentração de ERα de 138,8 fg mL
-1

. 
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TABELA 4. 3: Valores de correntes de pico com respectivos desvios-padrão e 

desvios-padrão relativos para vazões de 50, 100, 150 e 200 µL min
-1 

(n=8). 

 

Vazão / 

µL min
-1

 

 

I /  

nA 

RSD entre 

eletrodos de 

mesma adição / % 

 

RSD entre 

adições / % 

50 13,04 ± 0,41 3,14 0,07 

100 14,03 ± 0,46 3,30 0,08 

150 13,45 ± 0,44 3,29 0,09 

200 14,21 ± 0,47 3,32 0,16 

 

A TABELA 4.3 evidencia a alta reprodutibilidade e repetibilidade 

de correntes entre os eletrodos, pois os desvios-padrão e desvios-padrão 

relativos são bastante baixos tanto entre as adições quanto entre os eletrodos em 

uma mesma adição. Para compor esta tabela, foram levadas em consideração 

três adições sucessivas para cada vazão estudada. 

 

4.6 - Curva analítica 

Neste item serão apresentados os resultados referentes ao estudo da 

obtenção da curva analítica utilizando os imunossensores construídos. Para 

tanto, foram utilizadas, na etapa de captura, as seguintes concentrações de ERα, 

diluídos em soro de bezerro: 0,0; 16,6; 27,7; 55,5; 94,4; 138,8; 194,4 e 513,3 fg 

mL
-1

. Os parâmetros utilizados no sistema microfluídico foram vazão de 100 µL 

min
-1

 e alça de amostragem de 100 µL.  

O soro de bezerro  foi utilizado para diluir a proteína ERα na etapa 

da captura, na qual também se utilizou tampão PBS pH 7,4 e as partículas 

magnéticas decoradas. Tal soro corresponde a uma matriz complexa semelhante 

ao soro humano e é facilmente obtido comercialmente. Apesar de conter 

algumas substâncias indefinidas, sabe-se que fatores de crescimento, ácidos 

graxos, substratos energéticos, aminoácidos, vitaminas e proteínas, 
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principalmente albumina, estão presentes e, ainda, é muito utilizado como meio 

de cultura
134

. A FIGURA 4.12 apresenta a curva analítica realizada em soro de 

bezerro e a FIGURA 4.13 os sinais transientes de correntes individuais. 
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A partir da equação da reta referente à curva analítica da FIGURA 

4.12, que é y = - (2,12±0,36) + (7,70±0,22) log x, com R
2
 de 0,9949, foram 
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FIGURA 4. 12: Curva analítica para ERα em soro de bezerro, dada pela 

corrente em função do logaritmo da concentração de ERα. Realizada com 

concentrações de 16,6; 27,7; 55,5; 94,4; 138,8; 194,4 e 513,3 fg mL
-1 

de 

proteína.  

FIGURA 4. 13: Sinais transientes de corrente individuais referentes à curva 

analítica. 
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calculadas as figuras de mérito apresentadas na TABELA 4.3. O limite de 

detecção foi calculado como sendo três vezes o desvio-padrão do branco (n=8) 

somado ao sinal do branco que, por meio da equação da reta, indica a menor 

concentração que pode ser detectada. O limite de quantificação foi calculado de 

modo análogo, no qual utilizou-se um fator de dez vezes. 

 
 

 

O intervalo linear de resposta, a sensibilidade e o limite de detecção 

alcançados são muito menores do que o do método ELISA, que é de 12 a 200 ng 

µL
-1 

para ERα, cuja sensibilidade é pouco maior do que 12 ng µL
-1

. 

 

4.7 – Determinação da concentração de ERα em lisado de células 

MCF-7 

O imunossensor desenvolvido foi testado frente a uma amostra real, 

o lisado de células MCF-7, a fim de determinar a concentração do biomarcador 

nesse meio. Para isso, foi construída uma curva de adição de padrão, cujos 

padrões continham lisado de células MCF-7 diluídos na proporção 1:100 em 

tampão PBS pH 7,4 e fortificados com ERα nas concentrações de 16,6; 27,7; 

55,5; 111,1 e 333,3 fg mL
-1

, além da amostra sem fortificação (FIGURA 4.14).  

Sensibilidade Limite de 

Detecção 

Limite de 

Quantificação 

Intervalo Linear 

7,7 nA mL fg[ERα]
-1

 10,0 fg mL
-1

 16,89 fg mL
-1

 16,6–513,3 fg mL
-1

 

TABELA 4. 4: Figuras de mérito para o biossensor desenvolvido. 
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A equação da reta obtida para o gráfico da FIGURA 4.14 é                   

y = (3,63±0,13) + (2,97±0,07) log x, com R
2
 de 0,99783. A concentração de 

ERα presente no lisado diluído 1:100 foi de 6 fg mL
-1

, sendo o valor de 

proteínas totais da amostra de 3,76 µg µL
-1

. 

Apesar dos níveis de RE não serem sempre os mesmos quando se 

tem lisados MCF-7 de diferentes procedências, a concentração encontrada 

condiz com o encontrado na literatura, da ordem de fg mL
-1 135

. Essa 

concentração apresentou-se abaixo do intervalo linear alcançado pelo método, 

devido a diferença na matriz utilizada. A pesar das células MCF-7 serem 

altamente heterogêneas, a matriz ainda é menos complexa do que o soro de 

bezerro
136

. 

 
 
 
 

FIGURA 4. 14: Determinação da concentração de ERα em amostra real de 

lisado de células MCF-7 por adição de padrões fortificados com 16,6; 27,7; 

55,5; 111,1 e 333,3 fg mL
-1

 de proteína. Concentração de ERα encontrada: 

0,06 fg mL
-1

. 
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5 – CONCLUSÕES 

Com o presente trabalho de mestrado, foi possível desenvolver um 

método eletroquímico para a determinação do biomarcador de câncer de mama 

ERα, o que é novo na literatura. 

O imunossensor eletroquímico descartável apresentou excelentes 

resultados para a determinação do biomarcador para câncer de mama ERα em 

soro de bezerro e em lisados de células de câncer de mama. O método 

desenvolvido mostrou-se simples, de fácil execução e de baixo custo, uma vez 

que, as células eletroquímicas impressas comercias com um eletrodo de trabalho 

custam próximo de US$11,00 a unidade sem nenhuma modificação e as células 

eletroquímicas descartáveis propostas com oito eletrodos de trabalho sem 

modificação custam R$0,60. Além disso, as células eletroquímicas 

desenvolvidas apresentaram boa reprodutibilidade entre si e entre os eletrodos 

de um mesmo arranjo, com menos de 5% de RSD. 

 O limite de detecção de 10,0 fg mL
-1

, o limite de quantificação de 

16,89 fg mL
-1

 e a sensibilidade de 7,7 nA mL fg[ERα]
-1 

em intervalo linear de 

16,6 a 513,3 fg mL
-1 

são muito mais baixos do que aqueles encontrados nos 

métodos utilizados para análise de rotina deste biomarcador, como o ELISA, 

além do baixo custo e tempo hábil de resposta.  

A capacidade de detecção de ERα em lisados de células MCF-7 

sem nenhum tratamento prévio, confirma que o dispositivo microfluídico pode 

ser empregado com eficiência nesse tipo de amostra. Além disso, o ERα é um 

biomarcador que não é detectado no soro em análises de rotina sendo que o 

limite de detecção do método ELISA não é suficientemente baixo para detectar a 

proteína nos níveis em que ela é expressa nas células cancerígenas. A 

possibilidade de utilizar o imunossensor eletroquímico no direcionamento da 

terapia contra o câncer de mama e, até mesmo, de auxiliar no diagnóstico 

precoce da doença é uma alternativa aos métodos de rotina atualmente 

utilizados.  
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6 – PERSPECTIVAS FUTURAS 

Como atividades futuras, pretende-se realizar a determinação 

multiplexada de dois ou mais biomarcadores para câncer de mama no 

dispositivo proposto, utilizando o mesmo arranjo de oito eletrodos de trabalho 

acoplado a um sistema microfluídico. Espera-se também aplicá-lo em amostras 

reais de soro humano, contando com uma parceria com o Hospital do Câncer de 

Barretos para adquirir tais amostras de pacientes portadores e não-portadores 

(controle) do câncer de mama. Ainda, foram realizados testes de ELISA para 

avaliar a exatidão do método proposto, porém, estes não foram suficientes 

devido a não obtenção de uma curva padrão por duas vezes, portanto, serão 

feitos novos testes. Por fim, o trabalho de mestrado será transformado em um 

artigo científico para publicação. 
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