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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA 

Este estudo apresenta um avanço significativo no campo dos biossensores, 

alinhando-se diretamente com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentável (ODS) 

da Organização Mundial da Saúde (OMS), particularmente no que diz respeito ao ODS 

3, que visa assegurar uma vida saudável e promover o bem-estar para todos, em 

todas as idades. A detecção precoce e precisa de alterações epigenéticas, como a 

metilação do DNA, tem o potencial de revolucionar o diagnóstico e o monitoramento 

de doenças complexas, como o câncer, contribuindo para a redução da mortalidade 

prematura por doenças não transmissíveis (meta 3.4 dos ODS). A plataforma 

desenvolvida, baseada em um nanocompósito de polímero π-conjugado e 

nanopartículas metálicas, oferece uma alternativa eficiente, sensível, seletiva, portátil 

e de baixo custo para a detecção de biomarcadores epigenéticos. Esse método pode 

ser particularmente impactante em ambientes com recursos limitados, como unidades 

de atenção primária à saúde, promovendo equidade no acesso a diagnósticos 

avançados (ODS 10 - Redução das Desigualdades). 

A utilização da espectroscopia de impedância eletroquímica, combinada 

com a imobilização de um único anticorpo específico (anti-5-metilcitosina), simplifica 

o processo de análise, reduzindo custos e tempo, enquanto mantém alta sensibilidade

e seletividade. Essa abordagem inovadora pode impulsionar o desenvolvimento de 

tecnologias sustentáveis e acessíveis, alinhando-se ao ODS 9, que prevê a 

construção de infraestruturas resilientes, promoção da industrialização inclusiva e 

sustentável, e o fomento à inovação. Além disso, o uso de oxigênio como mediador 

redox elimina a necessidade de reagentes adicionais, reduzindo custos e impactos 

ambientais, o que contribui para o ODS 12, que trata do consumo e produção 

responsáveis. 

Ao possibilitar a detecção precoce de doenças e o monitoramento eficaz 

de tratamentos, essa pesquisa também apoia o ODS 17, que enfatiza parcerias e 

colaborações para o desenvolvimento de tecnologias inovadoras. A combinação de 

técnicas avançadas e materiais acessíveis posiciona o imunossensor como uma 

ferramenta promissora para aplicações práticas em diagnósticos clínicos e pesquisas 

epigenéticas, contribuindo para o avanço da saúde global e o cumprimento das metas 

estabelecidas pela OMS. 
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POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH 

This study represents a significant advancement in the field of biosensors, 

directly aligning with the Sustainable Development Goals (SDGs) of the World Health 

Organization (WHO), particularly SDG 3, which aims to ensure healthy lives and 

promote well-being for all at all ages. The early and accurate detection of epigenetic 

changes, such as DNA methylation, has the potential to revolutionize the diagnosis 

and monitoring of complex diseases, such as cancer, contributing to the reduction of 

premature mortality from non-communicable diseases (target 3.4 of the SDGs). The 

developed platform, based on a π-conjugated polymer nanocomposite and metallic 

nanoparticles, offers an efficient, sensitive, selective, portable, and low-cost alternative 

for the detection of epigenetic biomarkers. This method can be particularly impactful in 

resource-limited settings, such as primary healthcare units, promoting equity in access 

to advanced diagnostics (SDG 10 - Reduced Inequalities). 

The use of electrochemical impedance spectroscopy, combined with the 

immobilization of a specific antibody (anti-5-methylcytosine), simplifies the analysis 

process, reducing costs and time while maintaining high sensitivity and selectivity. This 

innovative approach can drive the development of sustainable and accessible 

technologies, aligning with SDG 9, which calls for building resilient infrastructure, 

promoting inclusive and sustainable industrialization, and fostering innovation. 

Furthermore, the use of oxygen as a redox mediator eliminates the need for additional 

reagents, reducing costs and environmental impacts, thereby contributing to SDG 12, 

which focuses on responsible consumption and production. 

By enabling early disease detection and effective treatment monitoring, this 

research also supports SDG 17, which emphasizes partnerships and collaborations for 

the development of innovative technologies. The combination of advanced techniques 

and accessible materials positions the immunosensor as a promising tool for practical 

applications in clinical diagnostics and epigenetic research, contributing to the 

advancement of global health and the achievement of the goals established by the 

WHO. 
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RESUMO 

O avanço da pesquisa e desenvolvimento de relações entre o DNA metilado e a 

progressão de processos neoplásicos proporcionaram a elaboração de novas 

metodologias para a detecção da metilação das bases nitrogenadas e, 

consequentemente, o estudo do mecanismo epigenético da modulação de proteínas. 

O objetivo desse trabalho foi o desenvolvimento de um dispositivo baseado em um 

nanocompósito de nanopartículas de ouro (AuNPS) encapsulado em poli(o-

fenilenodiamina) para o sensoriamento impedimétrico do nível global de DNA metilado 

em células. A plataforma sensorial foi construída por eletropolimerização de etapa 

única em uma solução contendo o monômero 1,2-fenilenodiamina e ácido cloroáurico 

sobre a superfície de um eletrodo circular impresso de ouro (BVT Tecnologies), 

demonstrando um possível encapsulamento de nanopartículas metálicas pela cadeia 

polimérica, apresentando uma maior área ativa e menor tempo de relaxação e maior 

sensibilidade frente ao O2. A plataforma foi construída se baseando na utilização de 

oxigênio como mediador redox, sem a necessidade de adição de demais mediadores 

redox. A elaboração do imunossensor se deu pela imobilização do anticorpo 5-

metilcitosina (Ab-5-mC) na superfície do dispositivo revestido com pontos de polímero-

AuNPs. Cada etapa da construção do imunossensor foi analisada a partir da técnica 

de espectroscopia de impedância eletroquímica, permitindo avaliar os fenômenos 

interfaciais da plataforma, a partir de uma investigação mais detalhada das 

características e propriedades eletroquímicas. O mecanismo de resposta do sensor 

foi baseado nas alterações dos valores de impedância do sistema pela interação do 

analito 5-metilcitosina (5-mC) em solução tampão fosfato com o anticorpo sobre rede 

sensível pi-conjugada do nanocompósito. Por fim, verificou-se o desempenho analítico 

do imunossensor de poli(o-FD)-AuNPs que apresentou um limite de detecção para 

impedância imaginária e absoluta de 1,73 pg mL-1 e 1,18 pg mL-1, respectivamente. O 

imunossensor apresentou um desempenho sensível e satisfatório para detecção de 

DNA metilado. 

Palavras–chave: nanocompósito de ouro; sensor impedimétrico; DNA metilado. 
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ABSTRACT 

Advances in research and development of relation between methylated DNA and the 
progression of neoplastic processes have led to the development of new 
methodologies for the detection of methylation of nitrogenous bases and, 
consequently, the study of the epigenetic mechanism of protein modulation. The 
objective of this work was the development of a device based on a nanocomposite of 
gold nanoparticles (AuNPS) encapsulated in poly(o-phenylenediamine) for 
impedimetric sensing of the global level of methylated DNA in cells. The sensory 
platform was constructed by single-step electropolymerization in a solution containing 
the monomer 1,2-phenylenediamine and chloroauric acid on the surface of a circular 
imprinted gold electrode (BVT Technologies), demonstrating a possible encapsulation 
of metallic nanoparticles by the polymer chain, presenting a larger active area and 
shorter relaxation time and greater sensitivity to O2. The platform was built based on 
the use of oxygen as a redox mediator, without the need to add other redox mediators. 
The immunosensor was created by immobilizing the 5-methylcytosine antibody (Ab-5-
mC) on the surface of the device coated with polymer-AuNPs dots. Each stage of the 
construction of the immunosensor was analyzed using electrochemical impedance 
spectroscopy technique, allowing the interfacial phenomena of the platform to be 
evaluated, based on a more detailed investigation of the electrochemical 
characteristics and properties. The sensor's response mechanism was based on 
changes in the system's impedance values due to the interaction of the analyte 5-
methylcytosine (5-mC) in phosphate buffer solution with the antibody on the sensitive 
pi-conjugated network of the nanocomposite. Finally, the analytical performance of the 
poly(o-FD)-AuNPs immunosensor was verified, which presented a detection limit of 
1.73 pg mL-1.for imaginary impedance and 1.18 pg mL-1 for absolute impedance. The 
immunosensor presented a sensitive and satisfactory performance for detecting 
methylated DNA. 

Keywords: gold nanocomposite; impedimetric sensor; methylated DNA. 
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Capítulo I 

Introdução Geral e Objetivos da Dissertação 
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1.1 Introdução Geral e Objetivos da Dissertação 

A análise e o prognóstico de doenças com alta morbimortalidade são 

fundamentais para o tratamento precoce e eficaz, impactando diretamente a qualidade de 

vida dos pacientes e a eficiência dos sistemas de saúde. Diante desse cenário, observa-se 

um crescente interesse no desenvolvimento de técnicas avançadas no campo da 

nanobiotecnologia, que permitem a investigação detalhada de sistemas biológicos e a 

criação de ferramentas diagnósticas mais precisas e acessíveis. Nesse contexto, os 

nanocompósitos, aliados a biomoléculas, emergem como uma abordagem promissora, pois 

possibilitam explorar as relações e propriedades físico-químicas de biossistemas de 

maneira inovadora. Esses materiais híbridos, que combinam propriedades únicas de 

nanomateriais com a funcionalidade de biomoléculas, têm viabilizado avanços significativos 

no desenvolvimento de sistemas de diagnóstico e prognóstico para diversas doenças. 

Entre as metodologias eletroquímicas, destaca-se o uso de polímeros π-

conjugados em conjunto com nanopartículas metálicas, que têm sido amplamente 

empregados como plataformas sensoriais. Essa combinação é particularmente vantajosa 

devido à facilidade de síntese por meio de eletropolimerização, além de proporcionar um 

ambiente ideal para a imobilização de uma ampla gama de entidades biológicas, como 

enzimas, proteínas, organelas, células, bactérias e DNA. A versatilidade desses materiais 

permite a criação de sensores altamente sensíveis e seletivos, capazes de detectar 

biomarcadores específicos com grande precisão. 

Neste estudo, propõe-se o desenvolvimento de uma plataforma sensorial label-

free, baseada em um nanocompósito composto por poli(o-fenilenodiamina) (poli(o-FD)) e 

nanopartículas de ouro (AuNPs), em conjunto com o anticorpo Ab-5-mC e o oxigênio 

dissolvido como sonda redox, para a detecção e quantificação global de 5-metilcitosina (5-

mC). A 5-mC é um importante biomarcador epigenético, cuja detecção e quantificação são 

essenciais para o entendimento de processos biológicos e patológicos, como o câncer e 

outras doenças relacionadas a alterações epigenéticas. O imunossensor desenvolvido 

opera com base na resposta impedimétrica do sistema, que é influenciada pelo aumento 

da resistência à difusão do oxigênio devido à formação de uma barreira física após a 

interação antígeno-anticorpo. Essa interação ocorre diretamente na superfície do 

dispositivo, eliminando a necessidade de anticorpos secundários ou enzimas, o que 

simplifica o processo, reduz custos e aumenta a eficiência do sistema. Explorou-se o 

potencial de miniaturização do dispositivo, investigando-se a viabilidade de sua integração 

em sistemas portáteis e de baixo custo.  
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A viabilidade dessa abordagem é garantida pela resposta seletiva e sensível do 

polímero condutor à reação de redução do oxigênio dissolvido. Além disso, o método de 

eletropolimerização por etapa única se destaca por facilitar o encapsulamento de 

nanoclusters de ouro pelo polímero, contribuindo para o aumento da área ativa, estabilidade 

e sensibilidade da plataforma sensorial. A combinação desses elementos resulta em um 

dispositivo com alto desempenho analítico, capaz de operar em escalas reduzidas e com 

potencial para miniaturização, o que o torna adequado para aplicações portáteis e de fácil 

utilização. 
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4.1. Conclusão 

Este trabalho apresentou o desenvolvimento de uma plataforma sensorial 

fundamentada em um filme nanocompósito composto por poli(o-FD) e nanopartículas 

de ouro (AuNPs) encapsuladas. A síntese do material foi realizada por meio de 

eletropolimerização em etapa única, empregando dois substratos distintos com perfil 

voltamétrico estável e reprodutível. A espectroscopia de impedância eletroquímica foi 

utilizada para caracterizar os fenômenos interfaciais e comparar o desempenho 

eletroquímico dos filmes de poli(o-FD) e poli(o-FD)-AuNPs. A incorporação das 

nanopartículas de ouro promoveu um aumento significativo na sensibilidade, 

confirmado pelo cálculo da área ativa do eletrodo. A caracterização morfológica do 

nanocompósito, realizada por microscopia eletrônica de varredura (MEV), que revelou 

a formação de nanoclusters de ouro encapsulados pela matriz polimérica condutora. 

A construção do filme nanocompósito foi bem-sucedida, e a caracterização 

por espectroscopia de impedância eletroquímica permitiu monitorar de forma eficiente 

as interações e respostas em cada etapa do processo, incluindo a imobilização de 

glutaraldeído, anticorpos e BSA. Essa técnica também possibilitou a construção de 

uma curva de calibração e o cálculo dos limites de detecção do sensor com base em 

múltiplos parâmetros em uma única medição, destacando a versatilidade e a robustez 

da metodologia. 

A plataforma sensorial impedimétrica desenvolvida demonstrou 

desempenho excepcional, com limites de detecção bastante reduzidos, o que a torna 

altamente sensível para aplicações analíticas. O imunosensor foi construído em um 

eletrodo impresso com área de trabalho de aproximadamente 0,008 cm², 

evidenciando sua capacidade de operação em escalas miniaturizadas. Essa 

característica, aliada à sua alta sensibilidade e custo-benefício, reforça seu potencial 

para integração em dispositivos portáteis e de fácil utilização, adequados para 

diagnósticos rápidos e análises in situ. A metodologia adotada dispensa o uso de 

anticorpos secundários ou enzimas, além de exigir baixas concentrações de 

reagentes e amostras, o que a torna uma alternativa economicamente viável e 

altamente promissora para aplicações em diagnóstico, monitoramento e análise em 

diversas áreas. A combinação de sensibilidade, praticidade e viabilidade econômica 

posiciona essa plataforma como uma ferramenta analítica de grande potencial para o 

futuro. 
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Por fim, o estudo de interferentes, utilizando as bases nitrogenadas, 

demonstrou a alta seletividade do imunosensor, evidenciando sua capacidade de 

reconhecer e se ligar especificamente ao antígeno-alvo, mesmo na presença de 

moléculas estruturalmente semelhantes. Essa seletividade foi comprovada pela baixa 

variação da resposta da plataforma (abaixo de 5%) o que reforça a eficácia e a 

confiabilidade do anticorpo em aplicações analíticas e diagnósticas. 

4.2. Desafios Futuros 

Apesar dos avanços significativos alcançados com o desenvolvimento da 

plataforma sensorial baseada no filme nanocompósito de poli(o-FD) e nanopartículas 

de ouro (AuNPs), diversos desafios persistem e devem ser abordados para maximizar 

o potencial do método quantitativo. Um dos principais desafios é a otimização da

estabilidade e da durabilidade do nanocompósito em condições operacionais 

variadas, especialmente em ambientes complexos, como fluidos biológicos, onde a 

interferência de outras moléculas pode afetar o desempenho do sensor. 

Outro desafio importante é a integração da plataforma em dispositivos 

portáteis, que possam ser utilizados em ambientes fora do laboratório, como em 

pontos de atendimento ou em locais remotos. A validação clínica da plataforma em 

amostras reais e diversificadas é outro passo crucial para sua adoção em diagnósticos 

médicos. Estudos adicionais são necessários para avaliar o desempenho do sensor 

em diferentes matrizes biológicas, como sangue e tecidos, e para comparar sua 

eficácia com métodos diagnósticos já estabelecidos. Além disso, a exploração de 

novos biomarcadores e a adaptação da plataforma para a detecção de outras 

moléculas de interesse clínico podem ampliar sua aplicabilidade. 

Por fim, questões relacionadas à escalabilidade da produção e ao custo-

benefício do dispositivo precisam ser abordadas para garantir sua viabilidade 

comercial. A redução dos custos de fabricação, o uso de materiais sustentáveis e a 

otimização dos processos de síntese e funcionalização do nanocompósito são 

aspectos essenciais para a transição da tecnologia do laboratório para o mercado. 

Superar esses desafios permitirá que a plataforma sensorial desenvolvida se 

consolide como uma ferramenta analítica inovadora, contribuindo para o avanço do 

diagnóstico precoce, do monitoramento de doenças e da análise em diversas áreas 

da saúde e da pesquisa biomédica. 
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