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Resumo 

 

Neste trabalho foram desenvolvidas metodologias para detecção de biomarcadores 

cancerígenos utilizando sensores aptaméricos. Aptâmeros são estruturas tridimensionais 

de DNA/RNA capazes de serem seletivos a alvos específicos. O uso destas sequências 

em plataformas eletroquímicas permite que o monitoramento do metabolismo celular se 

torne viável de uma forma rápida e exata. Para a caracterização das superfícies foram 

utilizadas as técnicas eletroquímicas. Foram utilizadas três proteínas biomarcadoras, 

PSA, fPSA e HK2 como modelos para os estudos. Os limites de detecção do aptasensor 

para PSA e fPSA obtidos foram de 1,1 ng/mL e 2,9 ng/mL, respectivamente. Ao final 

dos experimentos com linhagens celulares cancerígenas e controle, as correspondentes 

corroboraram com a classificação de risco do câncer de próstata bem como a capacidade 

de diferenciação por parte dos aptasensores entre os tipos celulares mais agressivos (PC-

3, [PSA]: 23 ng/mL; [fPSA]: 6 ng/mL) e menos agressivos (LNCaP, [PSA]:12 ng/mL; 

[fPSA]: 7,8 ng/mL) em comparação aos grupos de referência (PNT-2, [PSA]: 

1,95ng/mL; [fPSA]: 2,11 ng/mL). Para a HK2, foi possível detecta-lá na presença de  

todos os tipos celulares prostáticos de maneira qualitativa.  

 

Palavras-chave: biossensores, eletroquímica, câncer de próstata, aptâmeros. 
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Abstract 

 

In this work, we developed methodologies for the detection of carcinogenic biomarkers 

using aptameric sensors. Aptamers are three-dimensional DNA / RNA structures 

capable of being selective to specific targets. The use of these sequences on 

electrochemical platforms allows the monitoring of cellular metabolism to become 

feasible in a fast and accurate way. Electrochemical techniques were used to 

characterize the surfaces. Three biomarker proteins, PSA, fPSA and HK2 were used as 

models for the studies. The detection limits of aptasensor for PSA and fPSA obtained 

were 1.1 ng / mL and 2.9 ng / mL, respectively. At the end of the experiments with 

cancer cell lines and control, the corresponding corroborated with the prostate cancer 

risk classification as well as the capacity of differentiation by aptasensores among the 

most aggressive cell types (PC-3, [PSA]: 23 ng/mL; [fPSA]: 6 ng/mL) and less 

agressive (LNCaP, [PSA]:12 ng/mL; [fPSA]: 7,8 ng/mL) in comparision with reference 

control groups (PNT-2, [PSA]: 1,95ng/mL; [fPSA]: 2,11 ng/mL). For HK2, the 

detection was noticed it in the presence of all prostatic cells types qualitatively. 

 

Keywords: biosensors, electrochemistry, prostate cancer, aptamers. 

1.Introdução 

1.1 Câncer de próstata 

 

De acordo com o último senso feito pela Organização Mundial da Saúde em 2014, 

foram relatados 14,1 milhões de novos casos diagnosticados e 8,2 milhões de mortes 

previstas. Ao discriminar tais números de incidência, temos: pulmão (1,8 milhão), 

mama (1,7 milhão), intestino (1,4 milhão) e próstata (1,1 milhão). Os tipos mais comuns 

que atingem o sexo feminino possuem porcentagens referentes aos cânceres como o de 

mama (25,2%), intestino (9,2%), pulmão (8,7%), colo do útero (7,9%) e estômago 

(4,8%). Enquanto isso, os mais prevalentes dentre os homens foram pulmão (16,7%), 

próstata (15,0%), intestino (10,0%), estômago (8,5%) e fígado (7,5%) (STEWART; 

WILD, 2014). Apesar da incidência de novos casos ocorrerem em maior número em 

países desenvolvidos (América do Norte, Europa Ocidental e Oceania), 80% das mortes 
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no mundo ocorre em países em desenvolvimento (FERLAY J. SOERJOMATARAM I.  

DIKSHIT R., ESER S., AND MORTALITY WORLD WIDE: IARC CANCERBASE, 

2013). No caso do Brasil, espera-se que entre 2018 e 2019 sejam detectados 600 mil 

novos casos entre homens e mulheres sendo os cânceres de mama (60 mil) e próstata 

(68 mil) os mais frequentes (FERREIRA et al., 2017).  

O câncer de próstata (CaP) atinge normalmente a população masculina após os 40 

anos, possuindo diversos índices que podem desencadeá-lo como: fatores genéticos, 

dieta, comportamento sexual e baixa exposição à radiação ultravioleta (LEITZMANN; 

ROHRMANN, 2012). Este tipo de câncer não apresenta sintomas nos estágios iniciais 

da doença, apenas em casos de progressão avançada ou metástase (METTLIN et al., 

1991). A avaliação do risco deste tipo de câncer pode ser diagnosticada com a 

combinação de três fatores principais: Escore de Gleason, estadiamento e o antígeno 

prostático específico (PSA) (ABELOFF et al., 2008) que juntos determinam a 

intensidade do risco da doença. Segue abaixo a classificação (HEIDENREICH et al., 

2014; MOTTET et al., 2017; SCOTT et al., 2017): 

 Baixo risco: Estadiamento T2a (tumor com cerca de metade do tamanho do 

órgão); [cPSA]: <10 ng/mL; Escore de Gleason menor ou igual a 6; 

 Médio risco: Estadiamento T2b (tumor com mais da metade do órgão); [cPSA]: 

10-20 ng/mL; Escore de Gleason de 7; 

 Alto risco: Estadiamento T2c (envolve todo o órgão), T3 (ultrapassa os limites 

morfológicos do órgão) ou T4 (tumor com caráter metastático); [cPSA]: >20 

ng/mL; Escore de Gleason maior ou igual a 8. 

Tais variáveis utilizadas na classificação do risco e que compõe o diagnóstico 

médico são explanados: o Escore de Gleason leva em conta parâmetros celulares e 

histológicos constituintes da massa tumoral em análise. Para tanto, o método mais 

comum para avaliar tais fatores é a biópsia na qual uma sonda ultrassonográfica 

acompanhada de um coletor identifica a próstata e realiza retirada do tecido 

(CATALONA et al., 1994; NAM et al., 2013). Após a coleta, a amostra precisa passar 

por um tratamento laboratorial de fixação e coloração celular e assim receber a 

pontuação na escala de Gleason. Ou seja, a técnica é invasiva e necessita de contratação 

de mão-de-obra especializada além de demandar tempo desde a retirada do tecido até o 

prognóstico médico.  
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O estadiamento se baseia na determinação da fase da progressão tumoral na qual os 

médicos, dependendo do tipo do câncer, se utilizam de diagnósticos por imagem como: 

raios X, tomografia computadorizada (CT) e por emissão de pósitrons (PET), e 

ressonância magnética (MRI) e, convencionalmente, utiliza-se o padrão TNM (tecido, 

lifonodos e metástase) recomendado pela American Joint Commitee On Cancer (AJCC) 

e pela União Internacional de Controle do Câncer (UICC) (AMERICAN CANCER 

SOCIETY, 2015). Tais técnicas de acompanhamento fazem uso de radiação ionizante e 

apesar dos níveis de segurança na qual operam (princípio ALARA – As Low 

Reasonably Achievable), são consideradas técnicas invasivas que podem produzir 

efeitos estocásticos no corpo em longo prazo (MUSOLINO; DEFRANCO; 

SCHLUECK, 2008). 

Por sua vez, o monitoramento do antígeno prostático específico é realizado através 

de triagens na qual são realizados exames de sangue para avaliar a concentração do 

mesmo, pois este é um biomarcador bastante estudado e difundido pela sua correlação 

com a formação de neoplasias prostáticas (LIN et al., 2011; MOTTET et al., 2017; 

SCOTT et al., 2017). Não obstante, outros biomarcadores para o câncer já foram 

reportados na literatura devida à sua expressão em linhagens de células cancerígenas, 

inclusive as prostáticas (BORGOÑO; DIAMANDIS, 2004; EMAMI; DIAMANDIS, 

2008) 

1.2 Biomarcadores na detecção do câncer 

 

A definição de biomarcador é “alguma característica que é objetivamente medida e 

avaliada como indicador de processos biológicos, patológicos ou de respostas 

farmacológicas para uma intervenção terapêutica”(ATKINSON et al., 2001). É possível 

detectá-los em diversos tipos de modelos experimentais, tanto em ensaios in vitro como 

in vivo. Ou seja, isto inclui tecnologias e ferramentas que possibilitam a avaliação da 

predição da causa, da progressão/regressão e do tratamento de doenças (MAYEUX, 

2004).  

O uso de biomarcadores como ferramenta analítica em aplicações biomédicas pode 

fornecer informações rápidas e precisas sobre parâmetros biológicos que predispõe a 

condição patológica, e podem monitorar as respostas terapêuticas ao tratamento 

relacionado com o nível de toxicidade de doenças, como o câncer. Neste caso, um 
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biomarcador utilizado na detecção, pode fornecer informações complementares àquelas 

relacionadas a estudos clínicos e patológicos que permitem, por exemplo, a avaliação do 

desenvolvimento e otimização de novas drogas para o aumento da eficácia e segurança 

no tratamento (LU; MADU, 2014). Há um vasto catálogo de biomarcadores reportados 

na literatura para estes fins, no qual se podem citar àqueles utilizados na detecção de 

cardiopatologias, infecções, anomalias gênicas e imunológicas bem como os do câncer, 

incluindo o prostático (BALLARD-BARBASH et al., 2012; BREWSTER; HULKA; 

LAVY, 1992; PRENSNER et al., 2012) e que podem ser encontrados em amostras 

sólidas e fluídicas como o sangue, saliva, urina e fezes.  

O biomarcador sérico mais difundido e estudado para o câncer de próstata é o 

antígeno prostático específico (PSA) que se apresenta na forma de glicoproteína (33-

kDa), sintetizada pelo epitélio glandular prostático e secretado no fluído seminal (ZHU 

et al., 2003) que também pode ser referido como HK3, faz parte da família da 

calicreínas humanas (HKs). A expressão destas calicreínas e sua atividade proteolítica 

são desreguladas em tumores, principalmente em adenocarcinomas (BORGOÑO; 

DIAMANDIS, 2004). Dentre elas, é a mais estudada e recomendada nas triagens do 

câncer de próstata, pois fornece informações sobre os estágios iniciais da doença, na 

fase assintomática (ABELOFF et al., 2008). O PSA possui diferenças moleculares e 

pode se apresentar no soro sanguíneo tanto na forma livre (fPSA) quanto na forma 

complexada (cPSA),  e tem-se o PSA total (tPSA) dado pela soma entre as subformas. 

Quando complexado, interage com α1-antiquimotripsina e α2-macroglobulina que são 

inibidores de proteases.  

Existem algumas dificuldades na triagem de pacientes na utilização do PSA, pois 

doenças como hiperplasia benigna da próstata (BPH) e prostatite também alteram o seu 

nível sérico e podem induzir um falso-positivo que acarreta no aumento de custos com a 

utilização de técnicas mais invasivas (LU; MADU, 2014) recomendadas na fase de 

diagnóstico. Em contra partida, Jung et al., (2000), Luderer et al., (1995) e Zhu et al., 

2003 exploraram as relações entre as concentrações das subformas do PSA com o 

intuito de promover maior eficiência na discriminação entre neoplasias benignas e 

malignas. Há uma faixa de concentrações conhecida como “zona cinzenta”, entre 4 – 10 

ng/ mL, e é caracterizada pela dificuldade nesta diferenciação. Porém, a razão em 

porcentagem entre o fPSA  e  tPSA mostrou capacidade de inferir uma melhora na 

distinção entre os casos (NAIR; SHARIFF, 2017). Entretando, ainda assim há indícios 
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de que apenas 25% dos casos com concentração sérica ligeiramente alta estão 

relacionados ao câncer de próstata (VICKERS et al., 2010). Logo, o monitoramento de 

outras calicreínas biomarcadoras para o câncer de próstata como a calicreína humana 2 

se torna indispensável em complemento a analise do PSA e suas subformas, para que 

seja possível melhor correlacionar as concentrações séricas provenientes de 

diagnósticos com o nível de distinção entre as patologias, além de melhor compreender 

a dinâmica metabólica do câncer e seus níveis de agressividade. 

A calicreína humana 2 (HK2) é uma glicoproteína (34-kDa) que possui níveis de  

homologia em torno de 80% com a estrutura de aminoácidos do PSA. Tal característica 

revela relações intrínsecas entre as duas proteínas biomarcadoras, como sua localização 

na próstata (epitélio glandular) bem como sua rota fisiológica e regulatória 

(RITTENHOUSE et al., 1998;). Apresenta caráter tripsínico com clivagem seletiva em 

resíduos de arginina e, apesar do contraste com o PSA, possuí forte atividade como 

protease cujos valores médios considerados normais estão entre 0,33 e 0,37 ng/ml, e se 

eleva em pacientes com doença prostática (0,86 ng/ml para HPB e 6,77 ng/ml para 

CaP). (MIKOLAJCZYK et al., 1997; SHANG et al., 2014).   

A proteína HK2 possui alta expressão em tecidos malignos em relação aos benignos 

e é utilizada como biomarcador de câncer de próstata dada a sua concentração sérica ser 

mais elevada para este caso em comparação com as outras enfermidades prostáticas 

(BECKER et al., 2000; DARSON et al., 1997; RECKER et al., 1998). Se comparada as 

concentrações séricas de ambas, HK2 possui de 50 a 100 vezes menor em relação ao 

PSA em condições normais (HENTTU; VIHKO, 1994; VAN GILS et al., 2005). Dadas 

às características, torna-se necessária a investigação dos níveis séricos deste 

biomarcador que participa da regulação de outras calecreínas, como no caso do próprio 

PSA e suas subformas (LINTULA et al., 2005; PRASSAS et al., 2015), liberadas por 

células prostáticas. 

Logo, o uso de biossensores é uma alternativa interessante - pois apresentam alto 

grau de sensibilidade e especificidade, devido ao conjunto de componentes que 

permitem uma resposta em curto período de tempo e por ser uma técnica não invasiva 

para os pacientes. Em contrapartida com a necessidade de retirada de tecido via biopsia, 

método mais indicado para a confirmação da presença do câncer, além de outras 
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técnicas que realiam o monitoramento das concentrações séricas destes biomarcadores 

do câncer de próstata.  

 

1.3 Biossensores 

 

O surgimento do campo de biossensores deu-se por volta dos anos de 1960 por 

Clark e Lyons, ao combinar um módulo eletroquímico sensível à oxidação da glicose 

por meio da enzima glicose oxidase e assim medi-la de forma quantitativa (CLARK, 

1956; CLARK; LYONS, 1962). O sistema proposto no eletrodo de Clark sofreu 

algumas modificações como o revestimento com uma membrana de poli-acrilamida 

para a imobilização da mesma glicose oxidase, e assim surgiu o primeiro eletrodo 

enzimático para a determinação rápida e quantitativa de glicose. Pouco depois, com o 

desenvolvimento de um eletrodo de vidro sensível a variação do  pH, a enzima urease 

imobilizada na superfície para a quantificação da concentração de ureia (GUILBAULT; 

MONTALVO, 1969). 

O esquema de funcionamento de um biossensor é exemplificado na Figura 2 e sua 

definição segue pela capacidade de uma interface composta por três elementos 

principais: alvo de interesse, transdutores biológicos e sistemas eletrônicos de coleta e 

processamento de sinais. Quando combinados entre si, devem ser capazes de fornecer 

informações sobre mudanças físico-químicas de forma quantitativa ou semi-

quantitativa, específicas, com o uso de um elemento que realiza o reconhecimento 

biológico de um analito-alvo em contato direto com um transdutor que gera um sinal 

mensurável pelo componente eletrônico (D’ORAZIO, 2011; JUSTINO; DUARTE; 

ROCHA-SANTOS, 2017; THEVENOT et al., 2001; THEVENOT, 1999; TOTHILL, 

2009). A classificação pode ser feita com base na estrutura transdutora biológica (i.e 

enzimas, anticorpos, DNA, RNA) e na técnica utilizada para a análise das reações de 

reconhecimento que geram sinais biológicos, e podem ser divididos em: eletroquímicos 

(LEE; POVLICH; KIM, 2010; POHANKA; REPUBLIC, 2008), ópticos (KO et al., 

2011), gravimétricos (NAM et al., 2013; WALTON et al., 1993), entre outros.  

Figura 2: Exemplos mais utilizados de interface dos componentes  no desenvolvimento 

de sistemas de biossensores (Retirado de Kirsch et al., 2013) 
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Os biossensores eletroquímicos tornaram-se bastante difundidos atualmente. As 

propriedades ofertadas permitem o surgimento de novas combinações entre os 

componentes, e isto difunde a versatilidade de aplicações. A principal vantagem 

encontra-se na instrumentação de baixo custo e na capacidade de miniaturização para 

realizações de processos químicos e biológicos com as análises realizadas em curtos 

períodos de tempo (point-of-care). O sinal coletado proveniente da reação é medido 

através de processos de transferência de elétrons, causados por fenômenos de oxidação 

e redução que na superfície de um eletrodo de trabalho, onde acontece a transdução e 

leitura do sinal. Podem ser divididos em dois principais tipos de biossensores: os 

eletroquímicos catalíticos e por afinidade (RACKUS; SHAMSI; WHEELER, 2015).  

Os biossensores eletroquímicos catalíticos são caracterizados pela interação entre a 

catálise promovida por uma estrutura biológica (i.e enzima) e um analito-alvo cuja 

reação em questão produz ou consome espécies eletroativas de uma solução. Ocorre nas 

proximidades da superfície do eletrodo de trabalho na variação de um potencial  

aplicado que gera uma corrente (GRIESHABER et al., 2008) em resposta ao fenômeno. 

Existem várias estratégias para realizar a imobilização de moléculas catalíticas na 

superfície de um eletrodo, dentre elas por ancoramento covalente, adsorção física ou 

camadas poliméricas com capacidade de oxirredução (DING et al., 2008; 

KUZNETSOV et al., 2001; WANG et al., 2014). A transdução dos elétrons de 
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substratos com atividade redox pode acontecer diretamente no sítio enzimático ou por 

meio de mediadores. Devido à sua flexibilidade de uso e disponibilidade, tem uso muito 

comum em técnicas eletroquímicas e os mais encontrados são os derivados do 

ferroceno, ferricianídeos, benzoquinona, fenazina - N- metil e azul de metileno 

(GRIESHABER et al., 2008). Trabalhos que utilizam este tipo de biossensor 

eletroquímico são reportados na literatura, como aqueles utilizados para determinação 

de glicose sérica com a imobilização de enzimas, como a glicose oxidase, na superfície 

de um eletrodo de ouro ancorada por nanotubos de carbono de parede única 

(PATOLSKY; WEIZMANN; WILLNER, 2004) ou da glicose desidrogenase 

modificada covalentemente com nanopartículas de ouro e pirroloquinolina quinona, 

capazes de detectar a oxidação da glicose através da quantificação das transferências de 

elétrons promovidas pelos processos de oxidação em técnicas eletroquímicas de 

voltametria (ZAYATS et al., 2005). 

Os biossensores eletroquímicos por afinidade utilizam estruturas que se ligam ao 

alvo de interesse com alta especificidade e seletividade, como é o caso de anticorpos e 

ácidos nucleicos e são desenvolvidos em torno de diversas técnicas eletroquímicas 

como potenciometria (PURVIS et al., 2003), condutometria (LIANG et al., 2006) e 

impedância (YANG; LI; ERF, 2004). Tipos à base de anticorpos são denominados 

imunosensores, cujo formato mais utilizado é através de imunoensaios voltamétricos do 

tipo “sanduíche”, no qual um anticorpo primário interage com um secundário por 

intermédio de um analito, que por sua vez se liga covalentemente a uma enzima sensível 

às espécies eletroativas a serem detectadas (PAMPALAKIS; KELLEY, 2009). Há 

exemplos desenvolvidos em plataformas que utilizam imunossensores para a detecção 

de proteínas biomarcadoras do câncer de próstata (BECKER et al., 2000; 

RAMANATHAN et al., 2016; VÄISÄNEN et al., 2004; ZHU et al., 2003). Apesar de 

obterem ótimos resultados, estas técnicas são caras e demandam tempo para a obtenção 

e purificação dos anticorpos.  

Em contrapartida, os biossensores eletroquímicos à base de ácidos nucleicos 

possibilitam maior eficiência na parte de síntese e a um custo menor se comparado com 

anticorpos, além de possuir o mesmo nível de especificidade e afinidade, tal é o caso 

dos biosensores que utilizam aptâmeros como agente transducional de 

bioreconhecimento. 
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1.3.1 Biossensores aptaméricos 

 

A utilização de ácidos nucleicos em sistemas eletroquímicos foi proposta 

inicialmente por Palecĕk (PALEČEK, 1960) no qual se investigou as propriedades de 

oxirredução de uma sequência de DNA em um eletrodo de mercúrio. Desde então, a 

variedade de sensores que utilizam este tipo de molécula como instrumento de detecção, 

sejam  marcados ou não marcados, para reconhecimento em técnicas eletroquímicas 

vem se desenvolvendo com o passar dos anos e uma dessas abordagens inclui a 

utilização de sequências aptaméricas. 

Aptâmeros são ácidos nucleicos de DNA ou RNA de comprimento reduzido (30 – 

100 nucleotídeos) que são sintetizados para obterem uma conformação tridimensional 

capaz de serem afins de moléculas-alvo com alta especificidade e sensibilidade. Devido 

a esta capacidade de tal afinidade, é possível utilizar suas propriedades para o 

monitoramento ou detecção de diversos tipos de macromoléculas como ATP, adenosina 

e proteínas  (CHO; LEE; ELLINGTON, 2009; PEREIRA et al., 2018). Os primeiros 

relatos da produção deste tipo de composto ocorreram em 1990, por Tuerk, Gold, 

Ellington e Szostak com o desenvolvimento da técnica de Evolução Sistemática dos 

Ligantes por Enriquecimento Exponencial (SELEX)(TUERK; GOLD, 1990). Nesta 

técnica, se parte de uma biblioteca randômica de sequências nucleotídicas (na ordem de 

10
12

 – 10
15

) que são submetidas a um alvo de interesse para seleciona-las em processos 

in vitro em rodadas iterativas e ao término amplifica-las por PCR (AHMAD et al., 

2011; HAMULA et al., 2006; RUFF; PAI; STORICI, 2012), como ilustra a Figura 3.  

Figura 3: Esquema da técnica de Evolução Sistemática dos Ligantes por 

Enriquecimento Exponencial (CRULHAS, 2017) 
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Em comparação com sensores eletroquímicos que utilizam anticorpos, o uso de 

aptâmeros vem se consolidando ao demonstrar capacidade igual ou semelhante nos 

níveis de sensibilidade, afinidade e especificidade além de que todo o processo de 

síntese é realizado quimicamente, tornando-o menos custoso, versátil e rápido (GOLD 

et al., 2012; SHAMAH; HEALY; CLOAD, 2008). Dada à alta capacidade de 

reconhecimento proveniente da seleção, a aplicação destas estruturas nucleicas para o 

diagnóstico, monitoramento e progressão de doenças através da detecção de 

biomarcadores, como no caso do câncer, em plataformas eletroquímicas é bastante 

promissora.  

O pioneirismo do uso de aptâmeros como biossensores eletroquímicos deu-se por 

Plaxco e colaboradores cujos trabalhos (BAKER et al., 2006; XIAO et al., 2005a; 

XIAO; ROWE; PLAXCO, 2007) envolveram sequências aptaméricas selecionadas para 

alvos específicos na superfície de um eletrodo de trabalho de ouro. Após torna-las 

específicas, foram necessárias algumas modificações: na extremidade 5’, encontram-se 

grupamentos tióis (-SH) que possuem forte interação com a superfície (Au) e permitem 

a imobilização dos agentes transducionais aptaméricos, enquanto que na extremidade 3’ 

foi marcada com pares redox (i.e azul de metileno), moléculas que permitem gerar sinal 

em técnicas eletroquímicas. A intensidade de corrente no sinal gerado nestes 
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dispositivos depende da proximidade com a superfície do eletrodo ao provocar o 

fenômeno de oxirredução. Ou seja, a eficiência na transferência de elétrons entre par 

redox/superfície acontece com maior ou menor facilidade, isto irá depender da 

conformação estrutural das sequências aptaméricas utilizadas que ao sofrerem interação 

com o alvo, que se aproximam ou se distanciam da superfície. Pode-se classificar estas 

características como modelos  “signal-on”(XIAO et al., 2005a) e “signal-off”(XIAO et 

al., 2005b). 

Neste trabalho, foram estudados tanto o desenvolvimento como a modificação de 

um eletrodo a base de ouro para formar biossensores (aqui referidos como aptasensores) 

com três sequências aptaméricas: PSA, fPSA e HK2, separadamente. Os dispositivos 

eletroquímicos foram caracterizados por diversos parâmetros como: a modificação da 

superfície, a estabilidade em diferentes meios (incluindo interferentes) bem como a sua 

exposição aos biomarcadores correspondentes para a verificação da sensibilidade 

(curvas de calibração), seja esta por administração manual ou pelo monitoramento da 

liberação dos mesmos, promovida pela atividade das culturas celulares prostáticas. 

Devido às propriedades de afinidade através do processo de seleção, a interação 

aptâmero/proteína biomarcadora nas aplicações da investigação do microambiente 

celular permitem a avaliação do metabolismo prostático ao monitorar sua atividade e 

estabelecer concentrações proteicas bem como relaciona-las de maneira mais eficiente 

com a agressividade do câncer para melhor discrimina-lo e evitar falso-positivos e abre 

novas perspectivas quanto a futuras triagens em pacientes humanos.
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2. Objetivos 

 

O objetivo geral desse projeto foi desenvolver uma plataforma eletroquímica a base 

de sequências aptaméricas para diagnóstico e monitoramento de produtos liberados por 

células cancerígenas da próstata.  

 

2.1 Objetivos específicos  

 

a) Desenvolvimento e caracterização de biossensores incorporados com aptâmeros 

específicos para biomarcadores liberados por células da próstata, dentre eles o antígeno  

HK2, o antígeno prostático específico (PSA) e o antígeno prostático específico na forma 

livre (fPSA) para melhor correlaciona-los com a agressividade; 

b) Padronização da metodologia em fruto dos parâmetros estabelecidos na 

caracterização ao realizar as curvas de calibração e monitorar a estabilidade em 

diferentes meios; 

c) Exposição dos três aptasensores em células de diferentes linhagens de câncer de 

próstata, duas linhagens cancerígenas ( LNCaP e PC-3) e uma controle (PNT-2) para 

monitorar as concentrações séricas das proteínas biomarcadoras do câncer de próstata; 
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3. Materiais e Métodos 

 

3.1 Reagentes e soluções 

 

As sequências de aptâmeros utilizadas neste estudo foram: 

PSA: 5′-SH/-TT TTT AAT TAA AGC TCG CCATCA AATAGC TGG GGG-3′-/MB; 

fPSA: 5′-SH/-TT TTT AAT TAA AGC TCG CCA TCA AAT AGC TTT-3′-/MB; 

HK2: 5’-SH/- AGT TCT TGC GCC CCA GGA GT-3’-/MB. 

 

Tais sequências foram adquiridas e devidamente marcadas pela empresa Biosearch 

Technologies (Novato, CA, USA) e foram submetidas na análise da plataforma IDT 

OligoAnalyzer onde foi possível observar uma estrutura de haipin, dada as condições 

dos sais utilizados, como mostra a Figura 4. 

Outros reagentes utilizados nos experimentos foram: solução de tampão fosfato 

salino PBS, ácido ascórbico, ácido úrico, ferroceno (Fc), 6- mercapto-1-hexanol 

(MCH), antígeno prostático específico (PSA) de sêmen humano e proteína calicreína 

humana 2 (HK2) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), Etanol padrão 

analítico (Merck), alumina (Metrohm, NL), H2SO4 (Dinâmica). Água ultrapura do 

sistema de purificação Milli-Q (Millipore Inc.) (18,2 MΩ cm), foi utilizadas tanto na 

lavagem dos materiais quanto na preparação de soluções. 

 

 

 

 

 

 

 



16 

 

 

 

Figura 4: Estruturas das sequências aptaméricas (A) fPSA, (B) PSA e (C) HK2, com 

conformação haipin que foram imobilizadas na superfície de um eletrodo de ouro 

adquiridas pelo software IDT OligoAnalyzer. 

 

3.2 Célula e técnicas eletroquímicas  

 

As medidas foram realizadas em um sistema padrão de três eletrodos ilustrados na 

Figura 5. Foi utilizado um eletrodo de trabalho de ouro (área = 0,028 cm²), um eletrodo 

de referência de Ag/AgCl/KCl (3 mol/L) e o contra-eletrodo Pt/Ti ET078-1, todos 

componentes de uma célula eletroquímica padrão (eDAQ modelo ET-073). Acoplado a 

este sistem: potenciostato μAutoLabIII (Metrohm, NL) com o módulo FRA32M e um 

notebook contento o software NOVA 1.10 para o processamento dos dados. 
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Figura 5: Representação da célula eletroquímica acoplada ao potenciostato (A) 

composta por um sistema de três eletrodos (B): eletrodo de trabalho de ouro (vermelho), 

eletrodo de referência (azul) e o contra-eletrodo (preto). 

As técnicas eletroquímicas utilizadas na caracterização dos aptasensores constituem 

de Voltametria Cíclica (VC), Voltametria de Onda Quadrada (VOQ) e Espectroscopia 

de Impedância (EI). As voltametrias cíclicas foram realizadas de 0,0V até 1,8V com 25 

ciclos e velocidade de varredura de 50 mV/s para avaliar o perfil de dessorção de 

oxigênio da superfície provenientes do eletrodo de ouro (BURK; NUGENT, 1997). As 

voltametrias de onda quadrada realizam a amostragem de em módulo de corrente, ou 

seja, tanto no pulso negativo quanto o positivo de forma paralela. Isto permite a 

obtenção dos picos de oxidação e redução das espécies eletroativas de maneira rápida 

quando comparadas a outras técnicas eletroquímicas (OSTERYOUNG; O’DEAL, 1993) 

e por este motivo será a técnica majoritária de análise neste trabalho. As medidas foram 

feitas utilizando uma amplitude 40 mV e frequência 60 Hz. Tal intervalo de potencial 

escolhido refere-se à oxirredução do azul de metileno marcado na terminação 3’ das 

sequências aptaméricas. O monitoramento da estabilidade dos três aptasensores, na 

presença ou não das proteínas biomarcadoras, identifica oscilações na intensidade de 

corrente elétrica e o cálculo de sua variação é dado por ΔI = Ipa – Ipd, onde Ipa é o pico 

antes da presença de proteína e Ipd o pico depois dos aptasensores interagirem com a 

mesma, cujo procedimento foi realizado em outros trabalhos publicados pelo nosso 

grupo de pesquisa (CRULHAS et al., 2017a; KARPIK et al., 2017; PEREIRA 

CRULHAS, 2017). 

A B 
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Por fim, a técnica de espectroscopia eletroquímica de impedância foi empregada 

para avaliar a resistência de transferência de carga a cada modificação feita na 

superfície do eletrodo de trabalho. Utilizou-se a probe redox ferroceno, cujo potencial 

de oxirredução ocorre por volta de 0,3 V, com uma pertubação de 10 mV em uma faixa 

de frequência de 1 mHz a 100 kHz.  

3.3 Metodologia 

 

3.3.1 Preparação do eletrodo de trabalho de ouro 

 

O eletrodo de ouro foi polido em suspensão de alumina com água deionizada em um 

feltro até a superfície mostrar-se com aspecto homogênio. Em seguida, o eletrodo foi 

submetido à um sonicador por 30 minutos em etanol. Na sequência, com o eletrodo 

limpo, montou-se a célula eletroquímica contendo 1 mL de 0,1 M de H2SO4 para avaliar 

os perfis dos picos de oxidação e redução dados pela técnica de voltametria cíclica já 

descrita em 3.2. Em todas as etapas, realizaram-se lavagens com água deionizada. 

 

3.3.2 Imobilização das sequências aptaméricas na superfície dos eletrodos de 

trabalho de ouro 

 

Após o procedimento na etapa anterior, o eletrodo foi submetido a uma solução de 1 

μM das sequências dos aptâmeros de PSA, fPSA e HK2 diluídos em tampão PBS por 

um período de overnight com cerca de 18 horas à 4ºC.  Em seguida, adicionou-se o 

eletrodo a uma solução de 3 mM de MCH durante 30 minutos para que os espaços não 

ocupados entre as sequências aptaméricas sejam preenchidos, como mostra a Figura 6.  

 

Figura 6: Esquematização da modificação da superfície do eletrodo de ouro e  

funcionamento dos aptasensores;  imobilização das sequências aptaméricas tioladas na 

superfície do eletrodo de ouro e ordenadas com auxílio do 6-mercapto-hexanol. Logo, 

pode-se aplicar as culturas de células prostáticas, que se aderem ao fundo para então 

liberar as proteínas biomarcadoras (Autoria própria). 
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Em todas as etapas, realizaram-se lavagens com 10 mM de tampão PBS de maneira 

cuidadosa para evitar danos às camadas formadas no eletrodo de trabalho. Com este 

devidamente limpo, tratado e modificado, é possível submetê-lo às proteínas 

biomarcadoras ora injetadas manualmente ora monitoradas durante a atividade das 

linhagens de células prostáticas pela técnica de voltametria de onda quadrada. 

 

3.3.3 Cultivo de células prostáticas 

 

As linhagens de células prostáticas utilizadas neste trabalho foram cedidas pelo 

Laboratório de Matriz Extracelular (LabMEC) sob responsabilidade da Profª. Drª. 

Flávia Karina Delella do Departamento de Morfologia do Instituto de Biociências 

(UNESP-Botucatu). Para o monitoramento dos biomarcadores liberados pelas células 

prostáticas cancerígenas, utilizaram-se as linhagens PC-3 (ATCC® CRL-1435™) cujo 

fenótipo apresenta alto potencial metastático e pela sua independência à andrógenos, e 

uma linhagem com menor potencial metastático e dependente de andrógeno (LNCaP; 

ATCC® CRL1740™), como ilustra a Figura 7 em baixa e alta densidade de população.  
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Figura 7: Microscopia Eletrônica de Varredura das culturas de células cancerígenas da 

próstata PC-3 e LNCaP. Imagens de caracterização retirada do site da  empresa 

©ATCC. 

 

As células foram cultivadas em frascos de 75 cm
3
 em meio de cultura celular RPMI-

1640 (1x, com L-glutamina; VWR) suplementado com soro fetal bovino (FBS), L-

glutamina e penicilina/estreptomicina foram adquiridos da Gibco®, (Whaltham, 

MA)tripsina-EDTA 0,25% (Gibco®, Waltham, MA), Estreptomicina (10 mg) e 

Penicilina (10,000 U). As células foram cultivadas até atingirem ao menos 90% de 

confluência e logo após foram tripsinizadas por meio da Tripsina-EDTA. A viabilidade 

celular foi avaliada através da metodologia da câmara de Neubauer. Aproximadamente 

10
5
 células foram utilizadas em todos os experimentos através da adição de 1 mL de 

solução contendo-as  dentro do recipiente de medida eletroquímica em contato com o 

eletrodo de ouro modificado com as sequências aptaméricas tioladas. 
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4. Resultados e discussões 

4.1 Caracterização 

4.1.1 Caracterização eletroquímica do eletrodo de ouro  

 

O primeiro passo deste projeto consistiu em realizar a limpeza da superfície 

eletroquímica para garantir homogeneidade da superfície. A Figura 8 apresenta uma 

varredura típica do eletrodo. 

Figura 8: VC obtida através do tratamento eletroquímico com 0,1 mol/L de H2SO4 

durante 25 ciclos com velocidade de varredura de 50 mV/s. 
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Podemos notar que há a presença de dois processos de oxidação durante a varredura 

positiva no intervalo de potencial entre 1,10 V e 1,25V enquanto que na varredura 

negativa foi observado um pico de redução no potencial em torno de 0,82 V. Tais 

definições dos picos são referentes à formação de uma camada de óxidos de ouro cuja 

distribuição das valências é relativa às intensidades de corrente positiva na ordem entre 

18 μA e 28 μA, ao passo que se obteve 72 μA de intensidade corrente negativa. À 

medida que o número de ciclos aumenta, a intensidade dos picos de oxidação e redução 

também aumentam, com um leve deslocamento para potenciais menores. Segundo Burk 
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e Nugent (1997), “os átomos da superfície do eletrodo de ouro são mais ativos do que os 

presentes na rede policristalina como um todo e a ausência de vizinhos de metal 

similares de um lado significa que eles não possuem parte da energia de estabilização da 

rede de seus equivalentes em volume e, portanto, tendem a oxidar em um potencial 

menor” e isto contribui igualmente com a intensidade do pico de redução gerado na 

varredura negativa. 

Com eletrodo devidamente limpo, o próximo passo foi realizar a investigação 

cinética da superfície em diferentes velocidades de varredura de 0,02 V/s até 0,5 V/s 

usando a probe redox ferroceno. Para tanto, aplicou-se um intervalo de potencial entre -

0,1 e 0,5 V a fim de registrar os picos de oxidação e redução do ferroceno, em torno de 

0,3V e 0,1V, respectivamente e ilustrados pela Figura 9. Logo após obter os 

voltamogramas cíclicos com as respectivas velocidades de varredura, obteve-se a 

correlação entre as intensidades dos picos de corrente com a raiz quadrada de cada 

velocidade varredura. 

 

Figura 9: (A) VC da superfície de ouro em diferentes velocidades de varredura (a-m: 

0,02, 0,03, 0,05, 0,06, 0,09, 0,1, 0,15, 0,20, 0,25, 0,30, 0,35, 0,40, 0,50V/s. (B) Relação 

do pico de intensidade de corrente em função da raiz quadrada do potencial da 

velocidade de varredura. As medidas foram feitas em 10mM  PBS (pH 7,4) utilizando a 

probe redox ferroceno.  
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Como ilustra a Figura 9A, à medida que as velocidades de varredura aumentam, a 

intensidade do pico acompanha este comportamento; de maneira que a velocidade está 
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intimamente ligada com a rapidez da troca de cargas entre a superfície do eletrodo de 

ouro e a probe redox ferroceno. Para melhor observar esta relação, fez-se o uso da 

extração da raiz quadrada da velocidade de varredura na Figura 9B para observar que as 

variações possuem perfil linear e em módulo, pois obtivemos valores iguais tanto para a 

varredura anódica quanto catódica, um indicativo de que a superfície tratada possui 

perfil homogêneo e com eletroatividade satisfatória para que se possa realizar a 

modificação com as sequências aptaméricas tioladas. 

 

4.1.2 Caracterização eletroquímica dos biossensores aptaméricos fPSA, PSA e 

HK2  por voltametria de onda quadrada em função do tempo 

4.1.2.1 Tampão PBS (pH 7,4) 

 

O procedimento de imobilização das sequências aptaméricas na superfície do 

eletrodo de ouro é ilustrado na Figura 5 e já descrito no item 3.3.2. Foi possível 

modificar a superfície pela devida marcação feita na terminação 5’ com grupamentos 

tiol (-SH) pois estes possuem forte afinidade por espécies químicas do ouro. Ainda que 

o período incubação promova a formação de camadas auto-organizadas, a distribuição 

das imobilizações ao longo da superfície não ocorre em sua totalidade e utiliza-se 6-

mercapto-hexanol (MCH) para preencher os espaços entre as sequências aptaméricas 

com a finalidade de ordena-las. Isto também previne a adsorção de proteínas 

indesejadas devido à presença de grupos OH
-
 nas ramificações das cadeias carbônicas 

presentes no MCH, evitando assim uma queda no sinal eletroquímico e a adsorção de 

proteínas indesejadas (WIADERLDEWICZ; RUIZ-CARRILLO, 1987).  

A Figura 10 mostra os picos gerados pela técnica de voltametria de onda quadrada 

no intervalo de -0,5 até 0 V, para o monitoramento da estabilidade dos três biossensores 

aptaméricos, PSA, fPSA e HK2 medidos durante 2 horas com período de 20 minutos 

em 10 mM de tampão PBS com pH 7,4. Assim, é possível obter a curva de calibração 

dos biossensores levando em conta a preservação estrutural das proteínas biomarcadoras 

e determinar o limite de detecção nos experimentos futuros.  
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Figura 10: VOQ resultantes da estabilidade ao longo do tempo em 10 mM de tampão 

PBS dos aptasensores (A,B) PSA, (C,D) fPSA e (E,F) HK2, com amplitude 40 mV, 

frequência de 60 Hz e com intervalo entre as medidas de 20 minutos durante 2 horas e  

as respectivas porcentagens de supressão de sinal. 
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Os voltamogramas de onda quadrada demonstraram um perfil gaussiano bem 

definido para todos os três aptasensores. Nota-se que há baixa variação na intensidade 

de corrente em todos os casos. Para a sequencia aptamérica PSA (A,B), o picos 

possuem valores por volta de 0,27 μA com variação em torno de 5% a 10%  ao passo 

que fPSA (B,C) obteve 0,51 μA com variação entre 2% e 4% enquanto que HK2 teve 

um sinal de  2,8 μA com variação também em torno de 10% a 12%. Estas margens em 

porcentagem estão de acordo com outros desempenhos em trabalhos já realizados pelo 

nosso grupo de pesquisa e na literatura (CRULHAS et al., 2017b; KARPIK et al., 2017; 

LIU et al., 2010, 2015).  Para fPSA, houve uma ligeira queda destas porcentagens. 

Logo, os biosensores aptaméricos se mostraram estáveis e reprodutíveis ao longo das 

duas horas de exposição ao tampão PBS, cujas respectivas porcentagens das supressões 

de sinais que indicam baixo decaimento de pico. 

 

4.1.2.2 Meio de cultura RPMI-1640® 

 

O comportamento da estabilidade dos três aptasensores expostos ao meio de cultura 

RPMI-1640® é mostrado na Figura 11. As sequências aptaméricas imobilizadas 

produziram valores de intensidade de corrente diversos. Para PSA, obteve-se sinal em 

torno de 0,27 μA enquanto que fPSA forneceu valores próximos de 1,54 μA e HK2, 

1,15 μA. Estes perfis voltamétricos são semelhantes àqueles coletados durante a 
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avaliação de estabilidade em meio PBS. Ainda assim, é possível observar que as 

variações nos decaimentos dos picos gerados oscilam entre 3% e 5% para os três 

aptasensores, ou seja, oscilações mais baixas quando comparadas a exposição no meio 

anterior (10-12%).  

 

Figura 11: VOQ resultantes da estabilidade ao longo do tempo em meio de cultura 

RPMI-1640® dos aptasensores (A,B) PSA, (C,D) fPSA e (E,F) HK2 entre -0,5V e 

0,0V, com amplitude 40 mV, frequência de 60 Hz e com intervalo entre as medidas de 

20 minutos durante 2 horas e  as respectivas porcentagens de supressão de sinal. 
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Este fenômeno ocorre devido ao meio de cultura RPMI-1640 possuir menores 

concentrações de cátions como sódio e potássio, presentes em soluções de PBS. A 

ausência destes sais evitam fracas interações de complexação com a estrutura dos 

aptâmeros e ligeiras alterações nas transferências de carga entre a superfície do eletrodo 

e o azul de metileno marcado nas extremidades 3’. Por consequência, isto pode alterar 

os níveis de sensibilidade dos biossensores, além de ocasionar à menor variação da 

supressão de sinal durante as duas horas de monitoramento de suas respectivas 

estabilidades (HIANIK et al., 2007). Logo, os três aptasensores demonstraram ser aptos 

à submissão tanto em meio PBS quanto em meio de cultura RPMI-1640 e não sofreram 

qualquer mudança significativa no comportamento na ausência de proteínas 

biomarcadoras afins. 

 

4.1.2.3 Interferentes 

 

A avaliação da presença de outras biomoléculas que também são transportadas pelo 

sistema circulatório é importante devido ao fato de que podem provocar falso-positivos 

ao interagirem com os biossensores aptaméricos. Apesar do processo de síntese dos 

aptâmeros realizados pela técnica de SELEX garantir a alta especificidade e 

sensibilidade, foi necessário avaliar se o comportamento eletroquímico dos compostos 

interferentes possui janelas diferentes de oxirredução ao compará-los com o azul de 

metileno. Ou seja, monitorar a atividade do aptasensor em um intervalo de potencial que 

englobe as intensidades de corrente elétrica do azul de metileno e compostos 
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intereferentes como ácido úrico e ácido ascórbico. As respostas aos processos de 

oxirredução foram analizados através da técnica VOQ ilustradas na Figura 12.   

 

Figura 12: VOQ da análise de compostos interferentes com sinal de amplitude em 40 

mV e frequência de 60 Hz no intervalo entre -0.50 a 0.7 V versus Ag/AgCl. Os 

compostos utilizados foram ácido ascórbico (AA) e ácido úrico (AU) com concentração 

de 100 nM.  
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O voltamograma acima mostra a presença dos picos de oxidação dos compostos 

estudados: o azul de metileno obteve oxidação em torno de -0,25 V, o ácido ascórbico 

em 0,15 V, o ácido úrico em torno de 0,6 V. As respectivas correntes elétricas geradas 

em resposta a varredura do intervalo de potencial mostraram maior intensidade para o 

azul de metileno em comparação com os compostos interferentes. A diferença dos 

potenciais mostrar que não há sobreposição dos sinais, logo sendo possível a detecção 

dos biomarcadores mesma na presença desses interferentes. 

 



23 

 

4.1.3 Caracterização dos aptasensores e detecção de proteína biomarcadora por 

espectroscopia eletroquímica de impedância 

 

A técnica de espectroscopia eletroquímica de impedância foi realizada para se 

medira  resistência de transferência de cargas presentes na superfície, que depende da 

atividade de oxirredução entre a probe redox e a superfície do eletrodo. A Figura 13 

apresenta os diagramas de Nyquist, composto por dois planos, um real (Z’) e outro 

imaginário (-Z’’). A existência do plano complexo permite a formação de um gráfico 

com formato de semicírculo, cujo intervalo de frequências maiores e menores permite 

investigar um controle cinético e difusional, e o aparecimento de uma reta subsequente.  

 

Figura 13: Gráfico Nyquist a cada modificação realizada na superfície do eletrodo de 

trabalho de ouro realizada com a probe redox ferroceno (0,3V) no intervalo de 

frequência 1 mHz até 100 KHz, com perturbação de amplitude 5 mV para os aptâmeros 

de (A)fPSA, (B) PSA e (C) HK2.   
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Nota-se que a superfície do eletrodo de trabalho de ouro sem nenhuma modificação 

obteve diâmetro de semicírculo considerável referente à resistência de transferência de 

carga. A partir da incubação dos aptâmeros nos casos de fPSA e PSA, na Figura 10A e 

10B respectivamente, tal preenchimento reduziu os diâmetros dos semicírculos e 

consequentemente a resistência (ordem de MΩ).  
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Isto ocorre devido a presença da probe redox azul de metileno na extremidade 3’ dos 

aptâmeros, cuja proximidade da superfície do eletrodo de ouro permite melhor 

facilidade na transferência de carga. Ao utilizar o MCH para preencher os espaços 

vazios entre os aptâmeros e ordena-los, as ramificações contendo grupos OH
-
, espécie 

eletroativa suficiente para permitir que a resistência também diminua. Porém, ao 

adicionar a proteína biomarcadora para ambos os casos, o diâmetro do semicírculo 

obteve maior valor dentre as modificações realizadas bem como o aumento da 

resistência de transferência de carga devido à interação aptâmero-proteína, o que 

também torna a aplicação desta técnica como meio alternativo de diagnóstico. No caso 

do aptâmero de HK2, o diâmetro referente a esta modificação em relação à superfície de 

ouro aumentou e por consequência, sua resistência. Este caso é particular para este 

aptâmero, pois acreditamos que dentre os três tipos utilizados neste trabalho, este que 

possui menor número de pares de base (20)  interage e se liga à superfície de ouro com 

melhor eficiência do que nos outros dois casos  cujos números de pares de base são 

próximos (35 e 32 para PSA e fPSA, respectivamente). Um dos indicativos deste 

fenômeno está na escala de resistência dos experimentos. Enquanto que para PSA e 

fPSA obtivemos, tanto para o eixo Z’ quanto para o eixo –Z’’, valores entre 0 e 22 MΩ 

ao passo que para HK2, esta escala ocorreu entre 0 e 16 MΩ. Outro indicativo são os 

desempenhos durante a exposição em tampão PBS (seção 4.1.2.1) e RPMI-1640 (seção 

4.1.2.2). O aptâmero para HK2 obteve melhor sinal dentre as sequências, fato 

igualmente atribuído ao menor número de pares de base presente nesta sequência o que 

leva a maior proximidade com a superfície do eletrodo de ouro e a probe redox azul de 

metileno.  

Ainda assim, quando a superfície é preenchida com o MCH, o diâmetro de 

semicírculo torna a cair pela melhor ordenação das sequências aptaméricas e presença 

dos grupos OH
-
 e, logo, menor valor de resistência na transferência de carga. Para a 

HK2, não foi possível realizar a detecção da proteína biomarcadora devido à falta de 

compatibilidade da proteína adquirida comercialmente com a sequência aptamérica em 

questão. Os valores das resistências experimentais apresentaram-se na ordem de MΩ, 

devido à área da superfície (0,028 cm²) ser inversamente proporcional à resistência, de 

acordo com a segunda Lei de Ohm. Os processamentos de dados bem como as linhas 

teóricas de cada etapa de modificação foram feitos a partir do software NOVA 1.9 

usando a função de modelagem para o perfil de semicírculo eletroquímico.  
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4.2 Aplicação dos biosensores aptaméricos  

 

4.2.1 Curva de calibração dos biossensores fPSA e PSA 

 

A curva de calibração foi realizada com a exposição dos biossensores fPSA e PSA 

em meio PBS ao administrar alíquotas do antígeno prostático específico de 

concentração conhecida, levando em conta os valores coletados na estabilização de 

background. Ambos os biossensores foram monitorados a cada 20 minutos pela técnica 

de voltametria de onda quadrada com intuito de monitorar e avaliar a interação entre as 

sequências aptaméricas marcadas com a probe redox azul de metileno e a proteína 

biomarcadora, até observar a saturação do sistema.  Como elucidado na seção 1.3.1, foi 

possível observar o modelo de “signal-off” (XIAO et al., 2005b), no qual há perda de 

sinal. Tal comportamento se deve ao afastamento da probe redox azul de metileno da 

superfície do eletrodo, devido a mudança de conformação das sequências aptaméricas e 

isto leva à dificuldade de transferência de cargas entre as estruturas e provoca a 

diminuição da intensidade do sinal, devidamente convertidas em porcentagem (SS), 

como ilustra a Figura 14. 

 

Figura 14: (A) VOQ resultantes da curva de calibração de fPSA  ao longo do tempo 

durante a exposição dos aptasensores obtidos no intervalo entre -0,5V e 0 V, com 

amplitude 40 mV, frequência de 60 Hz e com intervalo entre as medidas de 20 minutos 

e  as respectivas porcentagens de supressão de sinal (B). 
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As medidas realizadas foram realizadas entre o intervalo de -0,5 V a 0 V e foi 

possível observar em -0,25 V as diminuições dos picos de intensidade a medida que as 

alíquotas foram administradas, cujas concentrações partiram de 0 ng/mL, com valor por 

volta de 2,7 μA, até 110 ng/mL cujo valor final aparece com 0,7 μA. O cálculo da 

variação da corrente foi realizado pela diferença entre as intensidades dos picos de 

corrente, dado por ΔI = Ipa – Ipd, onde Ipa é o pico antes da presença de proteína e Ipd 

o pico depois dos biossensores interagirem com a mesma.  Assim, através da aplicação 

do método de regressão linear, pode-se obter a equação que possibilita correlacionar as 

porcentagens de supressão de sinal com a concentração da proteína em questão. A 

equação obtida para fPSA foi SS = 12,686 x + 13,235 (R² = 0.999) enquanto que para 

PSA, foram utilizados os mesmo parâmetros já previamente estudados pelo nosso grupo 

de pesquisa em trabalhos anteriores e assim temos a equação SS = 0,61 + 1,9 x (R
2
 = 

0.989) (CRULHAS et al., 2017a). Dadas as diferenças entre as intensidades, foi possível 

obter o limite de detecção dos biossensores. Ou seja, a menor quantidade que um analito 

necessita para gerar uma resposta no dispositivo e cujo valor de concentração para fPSA 

é 2,9 ng/mL e PSA com 1,1 ng/mL, ambos obtidos pelo cálculo ao utilizar o desvio 

padrão do y-intercepto (LD = 3δ/inclinação da reta).  

A curva de calibração para a sequência aptamérica HK2 não foi possível ser 

realizada devido à baixa compatibilidade da proteína adquirida comercialmente. Tal 

compatibilidade foi identificada após algumas tentativas sem sucesso de realizar a 

determinação das quantidades de concentração e suas respectivas supressões de sinais. 

A confirmação foi feita através de uma análise de eletroforese (dados não mostrados) na 

qual o ponto isoelétrico da proteína biomarcadora encontrava-se cerca de uma unidade 

de pH abaixo (pH 6,4) do valor encontrado na homeostase sanguínea (pH 7,4). Ao 

possuir tal ponto isoelétrico e estar diluído em tampão PBS (pH 7,4), a proteína 

encontrou-se carregada negativamente, como igualmente as sequências aptaméricas 

para HK2. Por possuírem cargas iguais, a adsorção da proteína ficou inviabilizada, 

apesar das propriedades de alta especificidade e seletividade ofertadas pelos aptâmeros. 

Desta feita, os dados de supressão de sinal da proteína permaneceram em porcentagem e 

correlacionados de forma qualitativa. 
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4.2.2 Monitoramento da liberação das proteínas biomarcadoras pela linhagem 

celular PC-3  

 

Nesta parte do trabalho, a exposição dos três biossensores aptaméricos para PSA, 

fPSA e HK2 as linhagens de células cancerígenas PC-3 foi realizado durante duas horas 

com medidas adquiridas com intervalo de 20 minutos entre as medidas. Os biossensores 

eletroquímicos de PSA, fPSA e HK2 foram submetidos a técnica de voltametria de onda 

quadrada em um intervalo de potencial entre -0,5V e 0 V até a observação da saturação 

do sistema, ilustrados na Figura 15. Observou-se novamente supressões as intensidades 

de corrente por volta de -0,25V, para todos os casos.  

A avaliação do monitoramento da atividade celular em função do tempo pode ser 

convertida em termos de concentração devido da realização da curva de calibração dos 

dispositivos. A cada aquisição, os voltamogramas de onda quadrada mostram uma 

redução na intensidade do sinal de corrente elétrica. Isto se deve à interação entres as 

proteínas biomarcadoras liberadas pela cultura de células PC-3 e as sequências 

aptaméricas: as proteínas se adsorvem e provocam alterações em sua conformação, o 

que gera maior dificuldade na transferência de cargas entre o azul de metileno e a 

superfície do eletrodo. 

Os resultados referentes ao biossensor para o monitoramento do PSA durante a 

atividade celular obteve supressão em torno de 45%, para fPSA temos 55%  ao passo 

que HK2 obteve 65% ao final do experimento, porcentagens estas que correspondem a 

concentrações de 23 ng/mL para PSA e 6 ng/mL para fPSA. Estes valores de 

concentração corroboram com os dados obtidos através da técnica de espectroscopia 

eletroquímica de impedância na qual se avaliou um aumento na resistência do sistema 

na medida em que cada modificação foi feita sobre a superfície que permitiu a interação 

entre o biossensores e as proteínas biomarcadoras.  
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Figura 15: VOQ resultantes da estabilidade ao longo do tempo durante a exposição dos 

aptasensores (A,B) PSA, (C,D) fPSA e (E,F) HK2 na linhagem celular PC-3, obtidos 

no intervalo entre -0,5V e 0,0V, com amplitude 40 mV, frequência de 60 Hz e com 

intervalo entre as medidas de 20 minutos durante 2 horas e  as respectivas porcentagens 

de supressão de sinal. 
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Os valores obtidos no final do experimento para PSA se mostram próximos com 

aqueles obtidos por Yang et al.(2015) ao utilizarem técnicas de 

eletroquimiluminescência (ECL) para monitoramento da mesma linhagem celular do 

tipo PC-3. As medidas foram coletadas baseadas na utilização de anticorpos para a 

determinação dos valores em termos de concentração e obtidos ao final do experimento 

foram a cerca de 40 ng/mL, e com limite de detecção próximo ao obtido neste trabalho 

(PSA: 2,9 ng/mL).  

Dada a impossibilidade da realização da curva de calibração para o aptasensor para 

HK2, os valores seguem expressos em termos de porcentagem e obteve-se uma 

saturação ao final do experimento. Isto mostra um indicativo, apesar do caráter desta 

análise permanecer qualitativo, de que este tipo de linhagem celular pode ser 

considerada mais agressiva em relação à linhagem celular LNCaP,  cujo valor para este 

biomarcador obteve 65% de supressão de sinal ao final do experimento e pode ser fator 

preponderante na diferenciação da agressividade. Ao levar em conta as classificações 

feitas na seção 1.1 sobre os níveis de agressividade do câncer de próstata (médio e alto 

risco) em função das concentrações séricas em triagens do antígeno prostático 

específico, nossos resultados corroboram ao detectar altos valores de saturação (23 

ng/mL) para este tipo celular de maior perfil metastático.  

 

4.2.3 Monitoramento da liberação das proteínas biomarcadoras pela linhagem 

celular LNCaP 

 

Nesta etapa do trabalho na qual foram feitas as exposições dos três biossensores 

aptaméricos para PSA, fPSA e HK2 às linhagens de células cancerígenas LNCaP e 

realizado com o mesmo padrão da etapa anterior, durante duas horas com medidas 

adquiridas com intervalo de 20 minutos entre as medidas at. Os biossensores 

eletroquímicos de PSA, fPSA e HK2 foram submetidos a técnica de voltametria de onda 

quadrada em um intervalo de potencial entre -0,5V e 0 V até a observação da saturação 

do sistema, como mostra a Figura 16. Observou-se mais uma vez supressões de sinais 

cujas intensidades de corrente ocorreram por volta de -0,25V, para todos os casos. 
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Figura 16: VOQ resultantes da estabilidade ao longo do tempo durante a exposição dos 

aptasensores (A,B) PSA, (C,D) fPSA e (E,F) HK2 na linhagem celular LNCaP, obtidos 

no intervalo entre -0,5V e 0,0V, com amplitude 40 mV, frequência de 60 Hz e com 

intervalo entre as medidas de 20 minutos durante 2 horas e  as respectivas porcentagens 

de supressão de sinal. 
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Os resultados do monitoramento da atividade celular em função do tempo foram 

novamente convertidos em termos de concentração através das equações calculadas via 

regressão linear pela realização da curva de calibração dos aptasensores PSA e fPSA. A 

cada intervalo de tempo de aquisição, os voltamogramas de onda quadrada mostraram 

novamente uma redução na intensidade do sinal de corrente elétrica. Como discutido no 

item anterior, isto se deve ao mesmo mecanismo de interação entre as proteínas 

biomarcadoras liberadas pela cultura de células LNCaP e as sequências aptaméricas. 

Os padrões dos resultados referentes ao biossensor para o monitoramento do PSA 

durante a atividade celular foram similares àqueles obtidos na exposição da linhagem 

PC-3, porém com intensidades de sinais inferiores. No caso do biossensor para detecção 

do PSA, as supressões de sinais ao final do experimento antigiram valores em torno de 

25%, enquanto que para fPSA temos 75%  ao passo que HK2 obteve-se apenas 20%. 

Estas porcentagens correspondem a concentrações de 12 ng/mL para PSA e 7,8 ng/mL 

para fPSA. Logo, a concentração de fPSA apresentou um ligeiro aumento em relação a 

linhagem de PC-3.  Estes valores de concentrações para os respectivos aptasensores 

mostram de fato que este tipo de linhagem celular cancerígena possui menor 

agressividade quando comparada a linhagem de PC-3 ao atingir os mínimos valores de 

concentrações que são considerados para câncer de próstata de baixo risco catalogados 

em triagens feitas com PSA explanadas na seção 1.1. Além disso, as concentrações 

obtidas durante o monitoramento da atividade celular em nosso estudo corroborou com 

outros valores encontrados na literatura em que se utilizou de plataformas 

eletroquímicas para a determinação de quantidades de biomarcadores liberados por este 

tipo de linhagem celular (LIU, 2008). 

Quanto à perfomance do aptasensor  para HK2, foi possível observar que os valores 

expressos em termos de porcentagem de supressão de sinal obtiveram saturação ao final 

do experimento em torno de 20%. Isto indica em termos qualitativos que este tipo de 

linhagem celular libera quantidades menores de proteínas quando comparado o 

desempenho entre as linhagens cancerígenas utilizadas e que este biomarcador merece 

maior atenção pela distinção encontrada no monitoramento.  
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4.2.3 Monitoramento da liberação das proteínas biomarcadoras pela linhagem 

celular PNT-2 

 

Por fim, esta etapa do trabalho foi realizada as exposições dos três aptasensores  

para PSA, fPSA e HK2 às linhagens de células PNT-2, grupo escolhido como controle. 

Tal padrão manteve-se o mesmo das etapas anteriores, durante duas horas com medidas 

adquiridas com intervalo de 20 minutos entre as medidas. Os aptasensores 

eletroquímicos de PSA, fPSA e HK2 foram submetidos a técnica de voltametria de onda 

quadrada em um intervalo de potencial entre -0,5V e 0 V até a observação da saturação 

do sistema, como mostra a Figura 17. Observou-se mais uma vez supressões de sinais 

cujas intensidades de corrente ocorreram por volta de -0,25V, para todos os casos. 
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Figura 17: VOQ resultantes da estabilidade ao longo do tempo durante a exposição dos 

aptasensores (A,B) PSA, (C,D) fPSA e (E,F) HK2 na linhagem celular PNT-2, obtidos 

no intervalo entre -0,5V e 0,0V, com amplitude 40 mV, frequência de 60 Hz e com 

intervalo entre as medidas de 20 minutos durante 2 horas e  as respectivas porcentagens 

de supressão de sinal. 
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O monitoramento da atividade celular em função do tempo foi convertido em termos 

de concentração através das equações calculadas via regressão linear pela realização da 

curva de calibração dos aptasensores PSA e fPSA. A cada intervalo de tempo de 

aquisição, os voltamogramas de onda quadrada mostraram mais uma vez uma redução 

na intensidade do sinal de corrente elétrica. Como discutido em todos os itens anteriores 

referentes à exposição, isto ocorre devido interação entre as proteínas biomarcadoras 

liberadas pela cultura de células PNT-2 e as sequências aptaméricas. 

As curvas referentes aos resultados da exposição dos aptasensores para o 

monitoramento do PSA durante a atividade celular de PNT-2 se mostraram de fato com 

supressões de sinais inferiores às linhagens de células cancerígenas PC-3 e LNCaP 

àqueles obtidos na exposição da linhagem PC-3, com algumas notáveis oscilações nas 

intensidades de sinais no intervalos de tempo de 60 minutos a 120 minutos, com a 

ressalva de baixas oscilações no final do experimento em todos os casos. No caso do 

aptasensor para detecção do PSA no grupo controle, as supressões de sinais ao final do 

experimento antigiram valores em torno de 38% a 40%, mesmo resultado para fPSA   

ao passo que HK2 obteve-se apenas 19%. Estas porcentagens correspondem a 

concentrações de 1,95 ng/mL para PSA e 2,11 ng/mL para fPSA. Ou seja, as 

concentrações de PSA e fPSA apresentaram valores para PNT-2 bastante inferiores em 

relação as linhagens de PC-3 e LNCaP, sendo estes menores que a classificação de risco 

explanada na seção 1.1. Ou seja, tais valores de concentrações obtidos nesta linhagem 

para os respectivos aptasensores mostram então a boa capacidade dos dois sensores 

aptaméricos em monitorar e a capacidade de diferenciar culturas celulares prostáticas, 

ora cancerígenas e ora sadias, mas somente quando as curvas de calibração foram 

possíveis de serem obtidas (exceção HK2) para que as porcentagens pudessem ser 

devidamente convertidas na variável de concentração. No caso do aptâmero para HK2, 

as diferenças entre os sinais se mostraram notáveis, ainda que de forma qualitativa, 

entre este tipo celular PNT-2 e PC-3, porém obtiveram a mesma porcentagem de 

supressão de sinal quando comparada com LNCaP. Isto pode representar a real 

importância de monitorar HK2 e não somente o PSA e suas subformas, 

majoritariamente mais investigadas em processos de triagens. Ainda que este trabalho 

não obteve êxito em quantificar as concentrações liberadas por todas as linhagens 

celulares prostáticas, e em relação ao fato das supressões entre LNCaP e PNT-2 se 
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mostrarem em níveis próximos a proteína HK2 e seu monitoramento se mostrou um real 

instrumento de diferenciação entre as linhagens cancerígenas. 

5.  Conclusão  

 

O desenvolvimento de biossensores a base de aptâmeros para monitoramento de 

proteínas biomarcadoras do câncer de próstata, PSA, fPSA e HK2 se mostraram viáveis. 

Logo, os três aptasensores se mostraram estáveis quando expostos em diferentes 

ambientes eletroquímicos (PBS e meio de cultura RPMI-1640) ao longo do tempo. 

Quando postas em contato com as proteínas biomarcadoras do câncer de próstata, sejam 

elas administradas em alíquotas para a determinação da curva de calibração ou no 

monitoramento da atividade celular, obtiveram supressões de sinais significativas 

devido à mudança de conformação das sequências, ao provocar maior dificuldade na 

transferência de cargas entre a superfície e o azul de metileno. Para PSA e fPSA, os 

limites de detecção obtidos foram de 1,1 ng/mL e 2,9 ng/mL, respectivamente. Isto 

permitiu quem se determinasse ao final de cada experimento as concentrações de 

saturação cujos valores foram de: 

 PC-3: [PSA]: 23 ng/mL; [fPSA]: 6 ng/mL e 65% de supressão para HK2. 

 LNCaP: [PSA]:12 ng/mL; [fPSA]: 7,8 ng/mL e 20% de supressão para HK2. 

 PNT-2: [PSA]: 1,95ng/mL; [fPSA]: 2,11 ng/mL e 19% de supressão para HK2.  

Tais resultados corroboraram com a literatura quanto às concentrações das 

classificações de risco citadas na seção 1.1, bem como ficou evidente a capacidade de 

diferenciação entre a agressividade que cada tipo de linhagem celular cancerígena 

apresenta concomitante com os níveis considerados basais obtidos pelo monitoramento 

da linhagem PNT-2, nosso grupo controle em questão. Por sua vez, HK2 pode vir a ser 

um fator preponderante na diferenciação se levado em conta os valores das supressões 

obtidas, ao realizar uma curva de calibração e correlaciona-la com o parâmetro de 

agressividade e potencial metastático, dada as expressões desta proteína biomarcadora 

nas linhagens celulares PC-3 e LNCaP, apesar desta última obter níveis próximos ao do 

grupo controle. 
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