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RESUMO 

 

DESENVOLVIMENTO DE MÉTODO ELETROANALÍTICO 

UTILIZANDO SENSORES ELETROQUÍMICOS DESCARTÁVEIS 

PARA DETECÇÃO DO BIOMARCADOR MIRNA-203 VISANDO O 

DIAGNÓSTICO DE CÂNCER DE CABEÇA E PESCOÇO. Um grande 

esforço tem sido realizado no desenvolvimento de novos métodos analíticos para a 

detecção de biomarcadores visando o diagnóstico de câncer. Diante disso, neste 

trabalho foi desenvolvido um método eletroanalítico empregando sensores 

eletroquímicos descartáveis (SEDs) de baixo custo para o diagnóstico precoce de 

câncer de cabeça e pescoço (CCP) de forma simples, rápida e precisa. Os SEDs 

foram fabricados utilizando uma impressora de recorte para artesanato e materiais 

descartáveis, tais como folhas de poliéster (transparência para impressora a laser), 

adesivos de vinil, máscaras de polaseal (plástico para plastificação), tintas 

condutora de carbono e Ag/AgCl. Todos os eletrodos presentes no SED foram 

fabricados empregando a técnica de serigrafia, os quais foram utilizados para a 

detecção do biomarcador microRNA-203 (miRNA-203) relacionado ao CCP. O 

método analítico para a detecção de miRNA-203 foi desenvolvido utilizando uma 

sequência de DNA sonda de captura (DNASc) a qual foi imobilizada em partículas 

magnéticas (PMs) para captura do miRNA-203 (PMSc) por meio de ensaios de 

hibridização resultando na formação do bioconjugado PMSc-miRNA-203, após a 

captura do miRNA-203 uma sequência de DNA sonda de detecção (DNASd) 

complementar à DNASc foi imobilizada em nanopartículas de ouro (AuNPsSd) 

permitindo a sua ligação na região terminal da DNASc formando o bioconjugado 

PMSc-miRNA203-AuNPsSd. O bioconjugado formado foi caracterizado utilizando 

as técnicas de Microscopia Eletrônica de Varredura, Microscopia Eletrônica de 

Transmissão, e Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios-X. O sinal 

analítico foi obtido empregando a técnica de Voltametria de Onda Quadrada 

(SWV) e solução de HCl 0,2 mol L
−1

 como eletrólito de suporte. Após a otimização 

dos parâmetros da SWV, o método foi aplicado em amostras de RNA total extraído 

de linhagens celulares e de linfonodos de pacientes com CCP cedidas pelo Centro 

de Pesquisa em Oncologia Molecular do Hospital de Amor de Barretos-SP. O 

método eletroanalítico desenvolvido apresentou uma curva analítica com faixa 

linear de 1,0 a 500,0 fmol L
−1

, coeficiente de correlação linear de 0,997 e limite de 

detecção de 0,52 fmol L
−1

. O método proposto diferenciou indivíduos saudáveis e 

pacientes portadores de CCP por meio da quantidade de miRNA-203 encontrada 

nas amostras de linfonodos e apresentou-se como um método alternativo de baixo 

custo bastante atrativo para o diagnóstico precoce de CCP de forma simples, rápida 

e precisa o que pode vir a contribuir para um tratamento mais efetivo aos pacientes 

portadores da doença. 
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ABSTRACT 
 

DEVELOPMENT OF ELECTROANALYTICAL METHOD USING 

DISPOSABLE ELECTROCHEMICAL SENSORS FOR MIRNA-203 

BIOMARKER DETECTION AIMING DIAGNOSIS OF HEAD AND NECK 

CANCER. A great effort has been made in the development of new analytical 

methods for biomarker detection aiming at the diagnosis of cancer. Therefore, in 

this work it was developed an electroanalytical method using low-cost disposable 

electrochemical sensors (DESs) for the early diagnosis of head and neck cancer 

(HNC) in a simple, fast, and accurate way. The DESs were fabricated using a craft 

cutter printer and disposable materials, such as polyester sheets (transparency film 

for laser printers), vinyl adhesives, laminating pouch masks, carbon conductive and 

Ag/AgCl inks. All electrodes present in the DES were fabricated employing the 

screen printing technique, which were used for the detection of the microRNA-203 

biomarker (miRNA-203) related to the HNC. The analytical method for the 

miRNA-203 detection was developed using a capture probe DNA sequence 

(DNACp) which was immobilized in magnetic particles (MPs) to capture miRNA-

203 (MPCp) through hybridization assays resulting in the formation of the 

bioconjugate MPCp-miRNA-203, after the capture of miRNA-203 a detection probe 

DNA sequence (DNADp) complementary to DNACp was immobilized on gold 

nanoparticles (AuNPsDp) allowing its binding in the terminal region of DNACp 

forming the bioconjugate MPCp-miRNA203-AuNPsDp. The bioconjugate formed 

was characterized using the techniques Scanning Electron Microscopy, 

Transmission Electron Microscopy and, Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy. 

The analytical signal was obtained using the Square Wave Voltammetry (SWV) 

technique and a 0.2 mol L
−1

 HCl solution as a supporting electrolyte. After the 

optimization of the SWV parameters, the method was applied in samples of total 

RNA from cell lines and lymph nodes of patients with HNC provided by the 

Molecular Oncology Research Center of the Barretos Cancer Hospital. The 

electroanalytical method developed presented an analytical curve with a linear 

range from 1.0 to 500.0 fmol L
−1

, linear correlation coefficient of 0.997, and limit 

of detection of 0.52 fmol L
−1

. The proposed method differentiated healthy 

individuals and patients with HNC through the amount of miRNA-203 found in the 

lymph node samples and was presented as an alternative method of low cost, very 

attractive for the early diagnosis of HNC in a simple, fast and, precise way, which 

could contribute to a more effective treatment to patients with the disease. 
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1 - INTRODUÇÃO 

1.1 - Câncer de cabeça e pescoço 

 

O câncer pode ser definido como um grupo de mais de 100 doenças, as 

quais provocam o crescimento desordenado de células, invadindo tecidos e órgãos. 

Quando estas células são divididas aceleradamente, elas tendem a ser bastante 

agressivas e sem controle ocasionando o surgimento de tumores, os quais podem 

espalhar-se para diversas regiões do corpo. Os tipos de câncer estão relacionados 

com os diversos tipos de células do corpo, por exemplo, se iniciam em tecidos 

epiteliais tais como mucosas ou pele, são chamados de carcinomas. Ao passo que 

se o surgimento ocorre em tecidos conjuntivos, como por exemplo, cartilagem, 

músculo ou osso, são denominados sarcomas
1
. Em alguns casos, as células 

cancerígenas geneticamente instáveis podem se adaptar aos tecidos distantes do 

tumor primário resultando no espalhamento da doença, esse processo é conhecido 

como metástase
2
. 

Os números de casos de câncer vêm crescendo cada vez mais em todo 

o mundo, em 2015 a Organização Mundial de Saúde (OMS) estimou o câncer 

como a primeira ou segunda causa de mortes em pessoas com menos de 70 anos de 

idade em mais de 90 países
3
. No Brasil, a estimativa para o ano de 2020 é de mais 

de 309 mil casos de câncer em homens e mais de 316 mil novos casos em 

mulheres, sem relatar os casos de câncer de pele não melanoma. Os tumores da 

cavidade oral, laringe, lábios, faringe, tireoide e cavidade nasal são agrupados 

como cânceres de cabeça e pescoço (CCP). No Brasil, o Instituto Nacional de 

Câncer (INCA), estimou para 2020 a ocorrência de mais de 11 mil novos casos de 

câncer da cavidade oral, 6.470 de laringe e 11.950 de tireoide
1
. 

Alguns fatores podem contribuir para o desenvolvimento do CCP, tais 

como: alimentação pobre em nutrientes sem o consumo de frutas e vegetais
4
, 
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consumo de álcool e tabaco
5,6

, higiene bucal deficiente
7,8

 e a presença de agentes 

infecciosos, como por exemplo, o vírus do papiloma humano
9,10

. Além disso, o 

histórico familiar também pode contribuir para o surgimento do CCP
11

. Diante 

disso, nota-se a importância de desenvolver novos métodos analíticos para 

contribuir no diagnóstico de CCP. 

O diagnóstico de CCP tem sido normalmente realizado empregando 

exames de imagens tais como: ultrassonografia
12

, endoscopia
13

, tomografia 

computadorizada
14

 e ressonância magnética
15

. Estas técnicas são ferramentas 

importantes no diagnóstico e tratamento da doença, contudo, alguns desses exames 

podem ser invasivos gerando desconforto aos pacientes e exposição a radiações 

ionizantes o que pode provocar danos à saúde dos mesmos. Além disso, em alguns 

casos é bastante difícil realizar o diagnóstico de câncer com exames de imagens 

devido à localização do tumor o que dificulta a realização tanto de exames de 

imagens quanto a biópsia, impossibilitando o diagnóstico da doença em estágios 

iniciais. 

Portanto, nota-se a relevância de estudar este tipo de neoplasia maligna 

contribuindo para o desenvolvimento de novos métodos de análises 

complementares aos exames de imagens a fim de realizar um diagnóstico precoce, 

rápido, seguro e não invasivo, possibilitando a melhora no diagnóstico e 

acompanhamento da doença gerando qualidade de vida das pessoas portadoras de 

CCP. Neste sentido, é de suma importância a utilização de novas ferramentas de 

diagnóstico, como, a utilização de biomarcadores entre eles proteínas e microRNAs 

(miRNAs) a fim de contribuir para o diagnóstico da doença. 
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1.2 - Biomarcadores 

 

A utilização de biomarcadores em análises clínicas tem sido bastante 

realizada para o diagnóstico de várias doenças através do seu emprego em etapas 

pré-clínicas
16

. O biomarcador pode ser mensurado e utilizado para auxiliar no 

diagnóstico ou estágio de doenças uma vez que o mesmo é um composto ou 

parâmetro biológico que indica um estado patológico ou normal do indivíduo
17

. 

Alguns exemplos de biomarcadores são proteínas
18

 incluindo anticorpos
19

, DNA 

(do inglês, Deoxyribonucleic acid)
20

, RNA (do inglês, Ribonucleic Acid)
21

 e 

miRNA
22

.  

Os miRNAs podem ser definidos como uma classe de fragmentos de 

RNA não-codificantes normalmente com 21 a 25 nucleotídeos, que possuem 

função reguladora da expressão do gene
23

. Essas moléculas também apresentam um 

papel relevante em vários processos relacionados ao câncer dos quais se destacam a 

apoptose, diferenciação, proliferação, controle do ciclo celular, metabolismo e 

migração
24,25,26

. Assim, nota-se a relevância da utilização dos miRNAs em análises 

clínicas e a sua utilização como biomarcadores de várias doenças. 

Alguns estudos têm demonstrado a utilização de miRNAs com 

bastante eficácia como biomarcadores para câncer
27

, evidenciando o seu emprego 

no diagnóstico de vários tipos de câncer
28

, tais como: colorretal
29

, mama
30

, 

próstata
31

, pâncreas
32

, endométrio
33

, boca
34

, estômago
35

 e CCP
36

. Além disso, os 

miRNAs também podem ser empregados como biomarcadores no diagnóstico de 

outros tipos de doenças, como por exemplo, artrite reumatoide
37

, fibrose hepática
38

 

e Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV)
39

. 

Apesar da ampla utilização de biomarcadores em etapas pré-clínicas 

para o diagnóstico de várias doenças, poucos biomarcadores apresentam elevada 

confiabilidade nos resultados clínicos o que impossibilita o uso de alguns 
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biomarcadores em exames de rotina na maioria dos casos
40

. Este fato faz com que 

não seja comum a detecção de um determinado biomarcador para realizar o 

diagnóstico preventivo em análises clínicas de rotina. No entanto, a realização de 

análises clínicas empregando miRNAs pode ser uma estratégia bastante promissora 

para o diagnóstico de doenças como o câncer, pois estes têm se mostrado como 

excelentes biomarcadores possibilitando sua detecção de forma menos invasiva, 

sendo possível realizar o diagnóstico de câncer com uma pequena quantidade de 

amostra de sangue sem a necessidade de hospitalização do indivíduo
28

. 

O miRNA-203 tem se demonstrado importante nos estudos 

relacionados ao CCP, pois além de poder ser utilizado como biomarcador este 

miRNA também tem apresentado atividade como supressor de tumor sendo um 

miRNA bastante importante no tratamento de pacientes portadores da doença
41

. 

Diante disso, de Carvalho et al.
42

 realizaram estudos demonstrando a utilização do 

biomarcador miRNA-203 no diagnóstico de CCP por meio da análise de amostras 

de linfonodos obtidas de pacientes empregando a técnica de qRT-PCR (do inglês, 

Quantitative Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction). Neste trabalho, o 

miRNA-203 mostrou-se seletivo indicando a viabilidade da utilização desse 

miRNA como biomarcador para o diagnóstico de CCP. As amostras de linfonodos 

foram coletadas em diferentes momentos durante o acompanhamento do paciente 

desde o estágio inicial da doença passando pelo planejamento da terapia até a 

vigilância dos pacientes. Os resultados demonstraram que o miRNA-203 pode ser 

bastante útil em análises clínicas com o objetivo de orientar o tratamento de 

pacientes com CCP. 

  



6 

 

1.2.1 - Métodos de detecção de miRNAs 

 

O método corrente para a detecção miRNAs envolve o emprego da 

técnica de Northern blotting
43,44,45

 e reação da transcriptase reversa, seguida de 

reação em cadeia da polimerase (RT−PCR)
46,47,48

. Entretanto, a técnica de Northern 

blotting apresenta análises demoradas, com baixa sensibilidade e rendimento, além 

deste método ser semi-quantitativo. As análises utilizando RT−PCR normalmente 

necessitam de uma etapa de isolamento dos miRNAs, purificação, e inversão da 

transcrição para cDNA (do inglês, Complementary Deoxyribonucleic Acid) 

previamente a etapa de amplificação via reação em cadeia de polimerase 

empregando as bases nitrogenadas: adenina (A), timina (T), citosina (C) e  

guanina (G), além da utilização da enzima transcriptase reversa. Além disso, os 

equipamentos empregados para execução desta técnica apresentam um custo 

relativamente elevado e devido a sua complexidade não possui larga aplicação em 

análise de rotina em laboratórios de análises clínicas. 

Diante disso, vários métodos analíticos têm sido desenvolvidos para a 

detecção de miRNAs, dentre eles destacam-se os que empregam as técnicas de 

eletroforese capilar
49

 e em microchip
50

, luminescência enzimática
51

, ressonância de 

plasma de superfície
52

, eletroquimiluminescência
53

 e fluorescência
54

. Estes métodos 

apresentam como vantagem principal à elevada sensibilidade e baixos limites de 

detecção, entretanto, a complexa instrumentação e o custo elevado dos reagentes 

são desvantagens que tornam inviável o emprego destes métodos em alguns casos. 

Além disso, a maioria desses métodos utiliza dispositivos que não são descartáveis, 

tornando difícil a portabilidade dos mesmos e a utilização em análises point-of-

care, ou seja, análises no ponto de atendimento. 

Portanto, o desenvolvimento de novos dispositivos descartáveis para o 

diagnóstico de CCP através da detecção e quantificação de biomarcadores miRNAs 
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é de extrema importância, a fim de possibilitar um diagnóstico precoce, rápido, 

preciso, simples e de baixo custo, não permitindo o avanço da doença. Vários 

trabalhos têm demonstrado a detecção de biomarcadores miRNAs por meio da 

utilização de estratégias analíticas com detecção eletroquímica destes 

biomarcadores
55

. As técnicas eletroquímicas comumente empregadas para detecção 

de miRNAs são amperometria, voltametria, potenciometria, condutometria e 

espectroscopia de impedância eletroquímica
55

. 

No entanto, vários trabalhos descritos na literatura não realizam o 

emprego de sensores eletroquímicos descartáveis (SEDs) oque pode ser uma 

desvantagem para um método com aplicação em diagnóstico de câncer, uma vez 

que as amostras biológicas requerem plataformas descartáveis e portáteis visando 

minimizar problemas de contaminação, reduzir o custo dos sensores e garantir 

portabilidade. 

 

 

1.3 - Sensores eletroquímicos descartáveis (SEDs) 

 

Os SEDs têm sido utilizados na detecção e determinação de vários 

tipos de analitos, tais como íons metálicos
56

, compostos orgânicos
57

, herbicidas
58

, 

carboidratos
59

, anticorpos
60

, DNA
61

 e RNA
62

. Além de apresentarem como 

principal vantagem o fato de serem descartáveis, os SEDs apresentam ainda várias 

características atrativas tais como: baixo custo, baixo consumo de amostra (µL), 

fácil miniaturização, portabilidade, utilização em análises point-of-care
63

, 

possibilidade de modificação com diversos compostos, medidas rápidas
64

, simples 

utilização, fácil preparo e fabricação em grande escala
65

. Assim, nota-se o quanto é 

atrativo utilizar SEDs em métodos eletroanalíticos e desenvolver novas técnicas de 
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fabricação desse tipo de sensor eletroquímico em virtude das suas inúmeras 

vantagens. 

Os SEDs são normalmente fabricados empregando as técnicas de 

sputtering
66

, impressão a jato de tinta
67

 e serigrafia
68

. Os materiais comumente 

empregados nestas técnicas para a fabricação dos eletrodos são metais
69,70,66

 e 

materiais a base de carbono
71,72,73

. Os eletrodos podem ser fabricados em uma 

diversidade de substratos apresentando destaque para os sensores fabricados em 

materiais poliméricos
74

 e a base de papel
75

. O nosso grupo de pesquisa tem 

realizado um grande esforço no desenvolvimento de vários tipos de SEDs com 

diversas aplicações e formatos utilizando a técnica de serigrafia. A FIGURA 1 

apresenta alguns tipos de SEDs desenvolvidos pelo grupo. 

Na FIGURA 1-A (parte superior) é apresentado um SED fabricado em 

folhas de poliéster (transparências para impressora a laser) utilizando tinta 

condutora de carbono para confecção dos eletrodos de trabalho (WE, do inglês 

Worcking Electrode) e contra eletrodo (CE), e uma tinta de Ag/AgCl para a 

fabricação do pseudo-eletrodo de referência (RE, do inglês Reference Electrode). 

Na parte inferior da FIGURA 1-A, observa-se um SED constituído por um arranjo 

de oito sensores no mesmo dispositivo, todos com os WEs, CEs e REs devidamente 

separados e isolados com uma máscara de polaseal
74

, ou seja, neste tipo de SED é 

possível utilizar oito células eletroquímicas simultaneamente obtendo oito réplicas 

em cada medida. 
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FIGURA 1 - A) Superior: SED fabricado em folhas de poliéster. Inferior: SED 

contendo um arranjo de oito células eletroquímicas, Fonte: Afonso et al., 2016
74

.  

B) SED fabricado em papel filtro, Fonte: de Oliveira et al., 2019
75

. C) µSED 

magnético contendo um arranjo de oito WEs, Fonte: de Oliveira et al., 2018
76

. 
 

A técnica de serigrafia também permite a fabricação de SEDs 

utilizando papel filtro como substrato (FIGURA 1-B) e parafina para a criação de 

barreiras hidrofóbicas de forma simples, rápida e com baixo custo. Este tipo de 

SED fabricado em papel é composto de duas células eletroquímicas cada uma com 

quatro WEs e sendo os CE e RE compartilhados com as duas células 

eletroquímicas possibilitando a quantificação simultânea de ácido ascórbico (AA), 

paracetamol (PAR) e cafeína (CAF) em amostras de formulações farmacêuticas de 

forma rápida, simples e com baixo custo
75

. 

Os autores realizaram as medidas eletroquímicas adicionando 5,0 μL 

de eletrólito de suporte em cada célula eletroquímica do SED empregando a técnica 

de voltametria de onda quadrada (SWV, do inglês Square Wave Voltammetry) para 

as medidas do branco analítico. Posteriormente, foram adicionados 3,0 μL da 

solução da amostra contendo AA em uma das células eletroquímicas (EC 1, ver 

FIGURA 1-B) e na outra célula eletroquímica (EC 2, ver FIGURA 1-B) 

adicionaram-se 3,0 μL da solução da amostra contendo PAR e CAF e as medidas 

de SWV foram realizadas possibilitando a quantificação dos analitos por meio dos 
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sinais analíticos apresentados nos voltamogramas de SWV referentes aos picos de 

oxidação dos analitos. 

Também é possível empregar materiais de baixo custo e a técnica de 

serigrafia para a fabricação de SEDs para aplicações em microfluídica (µSEDs) 

conforme apresenta a (FIGURA 1-C). Neste trabalho, os autores desenvolveram 

um µSED para a detecção de Salmonella typhimurium (S. typhi) em amostras de 

leite. A S. typhi foi capturada magneticamente e separada das amostras utilizando 

partículas magnéticas (PMs) modificadas com anticorpos monoclonais anti-

Salmonella seguido pela adição de um anticorpo policlonal anti-Salmonella 

marcado com nanopartículas de ouro (AuNPs) formando um bioconjugado. Após a 

captura e marcação, o bioconjugado foi injetado no µSED e capturado na superfície 

do WE, através de ímãs posicionados externamente atrás dos WEs. A detecção 

eletroquímica de S. typhi foi realizada indiretamente através da resposta 

eletroquímica do ouro oriunda das AuNPs medindo padrões e amostras 

simultaneamente no mesmo µSED
76

. 

Diante disso, nota-se a versatilidade da utilização de SED para a 

detecção eletroquímica direta ou indireta de diversos analitos em diferentes tipos de 

amostras, o que torna bastante atrativo o emprego destes sensores para a detecção 

de miRNAs. Entretanto, para a análise de amostras que contém miRNAs é bastante 

importante o emprego de sensores com elevada sensibilidade e baixos limites de 

detecção (LD), tornando necessário a combinação dos SEDs com outros materiais, 

como por exemplo o emprego de PMs.  
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1.4 – Partículas Magnéticas (PMs) em métodos eletroanalíticos 

 

As PMs são partículas normalmente formadas por óxido de ferro
77,78,79

, 

as quais podem apresentar estruturas na forma de magnetita (Fe3O4), maghemita  

(γ-Fe2O3) e hematita (α-Fe2O3)
80

 com tamanhos que variam da escala nanométrica à 

micrométrica
81

. As PMs têm sido amplamente empregadas em vários métodos 

eletroanalíticos pois elas possibilitam a captura e separação de inúmeras 

biomoléculas em solução tais como: proteínas e peptídeos
82

, ácidos nucleicos 

(como por exemplo RNA e DNA)
83

, células
84

 e oligonucleotídeos
85

. Além disso, as 

PMs também podem ser empregadas para imobilização de polímeros e compostos 

contendo grupos funcionais como tosil, amino, carboxílicos, aldeído, epóxido e 

éster NHS (N-Hidroxisuccinimida)
86

. 

A FIGURA 2 ilustra a diversidade de moléculas que podem ser 

imobilizadas na superfície de PMs. As PMs também possuem várias características 

atrativas, como por exemplo a elevada capacidade para a pré-concentração de 

analitos, separação, lavagem, marcação e amplificação de sinal
87

. As PMs 

possibilitam a captura do analito presente na amostra e através do uso de 

separadores magnéticos é possível separar as PMs com o analito do sobrenadante, 

permitindo ressuspender as PMs para uma nova suspensão contendo um volume 

final menor de solução do que a solução inicial da amostra, permitindo a  

pré-concentração do analito de forma bastante eficiente. 
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FIGURA 2 - Representação esquemática da diversidade de moléculas que podem 

ser ancoradas na superfície de PMs. Fonte: KUDR, Jiri et al., 2018
86

. 
 

 

Estas características são de extrema importância nos métodos 

eletroanalíticos, pois além de minimizar problemas de interferência essas 

propriedades também possibilitam a melhora na sensibilidade e a obtenção de 

baixos valores de LD podendo alcançar valores na ordem de amol L
−1

,
88

 uma vez 

que as PMs conjugadas com biomoléculas podem ser utilizadas para pré-concentrar 

o analitos que se encontram diluídos nas amostras possibilitando a ressuspensão das 



13 

 

PMs em um volume menor do que o da solução de origem. Além disso, o processo 

de lavagem é de suma importância para a eliminação de interferentes evitando a 

formação de ligações não específicas com outras biomoléculas presentes no 

meio
89,90

. 

Portanto, as PMs têm sido amplamente utilizadas no desenvolvimento 

de vários métodos eletroanalíticos a fim de realizar a detecção e quantificação de 

miRNAs em amostras biológicas. No trabalho de Z. Wang et al.
91

, os autores 

desenvolveram um biossensor eletroquímico para a detecção ultrassensível  

(LD = 0,22 amol L
−1

, 2,2 × 10
−19

 mol L
−1

) e específica do miRNA hsa-miR-200a 

em amostras de saliva utilizando PM modificadas com sondas de captura e um 

eletrodo de ouro magnético visando o diagnóstico de câncer de boca com faixa 

linear de 1 amol L
−1

 a 10 fmol L
−1

. A FIGURA 3 apresenta as etapas envolvidas na 

construção do biossensor e o procedimento analítico para a detecção do miRNA 

nas amostras de saliva. Os autores utilizaram uma sonda de captura (Cp, Capture 

probe) funcionalizada com biotina para ser imobilizada na superfície das PM 

modificadas com estreptavidina e uma segunda sonda (Sp, signal probe) também 

biotinilada conforme pode ser observado na FIGURA 3. 

 

 
FIGURA 3 - Representação esquemática do biossensor eletroquímico magnético 

para a detecção de miRNA. Fonte: Z. Wang et al., 2013
91

. 
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Na ausência do miRNA alvo (T, target) presente nas amostras de 

saliva as duas sondas não estão hibridizadas. No entanto, na presença do T, a Cp 

pode ser hibridizada com o T e a Sp formando uma estrutura ternária na forma de 

―Y‖ na superfície das MBs (do inglês, Magnetic Beads). Este bioconjugado 

formado pode então ser capturado pela streptavidina contendo a enzima HRP (do 

inglês, horseradish peroxidase) através da Sp biotinilada resultando na formação de 

MBs (PMs) marcadas com HRP (MBs-HRP), as quais podem catalisar 

efetivamente a oxidação da 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidina (TMB) mediada por H2O2. 

As MBs-HRP foram atraídas para a superfície do WE por meio de um campo 

magnético eletrogerado possibilitando a realização das medidas eletroquímicas 

através da imersão do WE em uma solução de TMB contendo H2O2, a HRP 

presente nas MBs catalisa a oxidação do TMB (TMBox) resultando em um aumento 

da corrente conforme pode ser observado na FIGURA 3 referente a redução do 

TMBox.  

Assim, nota-se a relevância de utilizar PMs em métodos 

eletroanalíticos para a detecção de biomoléculas em virtude das diversas vantagens 

que este material proporciona ao método, sobretudo os baixos valores de LD e a 

possibilidade de realizar etapas de lavagens minimizando problemas provocados 

por interferentes nas medidas eletroquímicas. Entretanto, além da utilização de 

PMs em alguns casos também é necessário a utilização de outros materiais para o 

desenvolvimento dos métodos eletroanalíticos, como por exemplo a utilização de 

nanopartículas de ouro (AuNPs). 
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1.5 - AuNPs para detecção eletroquímica de biomoléculas 

 

As AuNPs tem sido amplamente empregadas tanto como marcadores 

eletroquímicos quanto para imobilização de vários tipos de biomoléculas tais como 

anticorpos
92

, bactérias
93

, células cancerígenas
94

, proteínas
95

, DNA
96

 e miRNA
97

, 

visando o diagnóstico e prevenção de doenças, a ampla utilização das AuNPs 

nesses métodos eletroanalíticos pode ser justificada pela sua compatibilidade com 

as biomoléculas
98

. Assim, nota-se a diversidade de biomoléculas que podem ser 

imobilizadas na superfície das AuNPs tornando viável a sua aplicação no 

desenvolvimento de vários métodos eletroanalíticos. 

As AuNPs podem ser modificadas com finas camadas orgânicas 

através da sua funcionalização com diversos grupos funcionais, como, grupos 

carboxílicos
98

, permitindo a imobilização de biomoléculas (por exemplo 

anticorpos) covalentemente ou através de interações eletrostáticas
99

. Além disso, as 

AuNPs também podem ser empregadas para a imobilização de sequências de 

DNA
100,101,102

. Portanto, as AuNPs têm sido aplicadas em diversos tipos de sensores 

eletroquímicos para a detecção e quantificação de miRNAs em vários tipos de 

amostras biológicas visando o diagnóstico de doenças como câncer
55

. 

Diante disso, H. Yin et al.
103

 propuseram um biossensor amperomético 

para a detecção do miRNA-21 empregando AuNPs e um GCE (do inglês, Glassy 

Carbon Electrode) modificado com nanofolhas de grafeno com o intuito de realizar 

o diagnóstico de câncer de fígado, as etapas envolvidas na construção do biossensor 

são apresentadas na FIGURA 4. Neste trabalho, inicialmente as AuNPs foram 

modificadas com um LNA (do inglês, Locked Nucleic Acid) e uma sequência de 

DNA biotinilada. Paralelamente, o GCE foi modificado com grafeno e uma sonda 

de MB (do inglês, Hairpin Molecule Beacon) possibilitando a hibridização com o 

miRNA. Em seguida, as AuNPs previamente modificadas com LNA e uma 
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sequência de DNA biotinilada foram adicionadas ao eletrodo e adicionou-se 

estreptavidina-HRP, a qual se ligou à biotina que estava localizada na região 

terminal da sonda de DNA biotinilada presente nas AuNPs.  

 

 
FIGURA 4 - Etapas de amplificação envolvidas na determinação 

cronoamperométrica de microRNA através de ensaios de hibridização.  

Fonte: H. Yin et al., 2012
103

. 
 

Assim, a detecção eletroquímica foi realizada utilizando uma solução 

mista de hidroquinona e H2O2 através da redução da benzoquinona que gerou uma 

resposta de corrente em função do tempo. Este biossensor apresentou uma 

excelente seletividade e elevada sensibilidade com LD igual a 0,06 pmol L
−1

, o qual 
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foi aplicado com sucesso na detecção do miRNA-21 em amostras de células de 

pacientes saudáveis e portadores de câncer de fígado. 

J. Zhang e X. Hun
104

 desenvolveram um biossensor eletroquímico para 

a detecção do miRNA-155 utilizando WEs modificados com nanofolhas de carbeto 

de molibdênio (Mo2C), AuNPs e sondas de DNA hairpin conforme é apresentado 

na FIGURA 5. A FIGURA 5-a é ilustrado o eletrodo de carbono vítreo sem 

modificação, modificado com AuNPs (FIGURA 5-b), após a modificação com 

Mo2C (FIGURA 5-c) e com AuNPs e Mo2C (FIGURA 5-d). 

O processo de modificação do WE foi realizado através da 

eletrodeposição de ouro coloidal sobre um eletrodo de carbono vítreo modificado 

com Mo2C (FIGURA 5-d) seguido da adição de uma sonda de DNA hairpin com 

grupos tióis (H1). Posteriormente, foi realizada a incubação do biossensor com o 

biomarcador miRNA-155 e outra sequência de DNA hairpin marcada com 

ferroceno carboxílico (H2-Fc) (FIGURA 5-f) e realizaram-se as medidas 

eletroquímicas utilizando a técnica de DPV (do inglês, Differencial Pulse 

Voltammetry). 
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FIGURA 5 - Ilustração esquemática das etapas envolvidas na fabricação do 

biossensor eletroquímico para detecção de miRNA-155 em amostras de soro 

humano. Fonte: J. Zhang and X. Hun, 2019 
104

. 

 

A resposta eletroquímica teve um aumento linear com o aumento da 

concentração do miRNA-155 em um intervalo de concentração de 0,1 fmol L
−1

 a 

1,0 nmol L
−1

, o valor de LD obtido foi de 0,033 fmol L
−1

. O método eletroanalítico 

foi empregado para a quantificação do miRNA-155 em amostras de soro humano, 

apresentando resultados satisfatórios na análise das amostras. O método para a 

detecção de miRNA-155 apresenta um valor de LD significativamente baixo para a 

detecção deste biomarcador em amostra de soro humano. Contudo, este método 

apresenta a mesma limitação dos métodos previamente citados, ou seja, a utilização 

de um sensor não descartável. Além disso, o preparo do Mo2C envolve a utilização 

de uma grande quantidade de solvente orgânico (dimetilformamida), o que pode 
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gerar uma grande quantidade de resíduos durante a realização das análises das 

amostras. 

Portanto, o desenvolvimento de novos métodos eletroanalíticos 

baseados no uso de SEDs, com baixos valores de LD, pouca geração de resíduos e 

que sejam portáteis a fim de que seja possível a realização de análises point-of-care 

e consequentemente um diagnóstico rápido, preciso e de baixo custo é altamente 

desejável. 
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2 - OBJETIVO 

2.1 - Objetivo geral 

 

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um método 

eletroanalítico utilizando sensores eletroquímicos descartáveis (SEDs) para a 

detecção do biomarcador miRNA-203 em amostras de linhagens de células e 

linfonodos de pacientes com câncer de cabeça e pescoço (CCP) visando o 

diagnóstico da doença. 

 

 

2.2 - Objetivos específicos 

 

Desenvolver SEDs e µSEDs utilizando a técnica de serigrafia e 

materiais descartáveis de baixo custo; 

Sintetizar AuNPs estabilizadas com grupos citrato (AuNPs) e 

funcionalizadas com glutationa (AuNPs-GSH) e realizar a bioconjugação com 

sondas de DNA. 

Avaliar as condições experimentais para captura do biomarcador 

miRNA-203 utilizando sondas de DNA, PM e AuNPs; 

Caracterizar os SEDs e µSEDs e os bioconjugados formados antes e 

após a captura do miRNA-203; 

Aplicar o método eletroanalítico na determinação de miRNA-203 em 

amostras de RNA total extraído de linhagens celulares e de linfonodos obtidas de 

indivíduos saudáveis e portadores de CCP. 

Verificar os resultados encontrados na quantificação de miRNA-203 

com o método de RT-PCR. 
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3 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

3.1 - Reagentes e soluções 
 

Os reagentes, todos de grau analítico, utilizados foram: ácido  

2-N-morfolinoetanossulfônico (MES), ácido tetracloroáurico(III) tri-hidratado 

(99,9%), citrato trissódico, albumina de soro bovino (BSA, do inglês, bovine serum 

albumin), poli(cloreto de dialildimetilamônio) (PDDA, do inglês, 

poly(diallyldimethylammonium) chloride), ((N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-(2-

ácido etanosulfônico) (HEPES), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida 

(EDC), L-glutationa reduzida (GSH), ácido ferroceno monocarboxílico, enzima 

horseradish peroxidase (HRP), N-hidroxisuccinimida (NHS), Tween 20 (TW20), 

peróxido de hidrogênio (H2O2, 30%) e hidroquinona (HQ) foram obtidos da Sigma-

Aldrich (St. Louis, EUA). Fosfato de potássio monobásico, fosfato de sódio 

dibásico, cloreto de potássio, cloreto de sódio, ácido nítrico, ácido clorídrico, 

metanol e hidróxido de sódio foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha). 

A solução aquosa de tampão borato 0,05 mol L
−1
 (pH 9,0) foi 

preparada utilizando ácido bórico e cloreto de potássio ambos 0,05 mol L
−1

. O 

Tampão HEPES 10,0 mmol L
−1

 pH 7,0 foi preparado contendo NaCl  

100,0 mmol L
−1

, KCl 25,0 mmol L
−1

 e MgCl2 10,0 mmol L
−1

. O tampão fosfato 

salino (PBS) 10,0 mmol L
−1

 foi preparado com Na2HPO4 10,0 mmol L
−1

, KH2PO4 

1,8 mmol L
−1

, KCl 2,7 mmol L
−1

 e NaCl 137,0 mmol L
−1

. O pH de todas as 

soluções tampão foi ajustado utilizando soluções diluídas de HCl ou NaOH. A 

solução tampão PBS contendo TW20 0,05 % (m/v) (PBS-TW20) foi preparada 

diluindo o TW20 em solução de PBS. A solução de ácido ferroceno 

monocarboxílico 1,0 mmol L
−1

 pH = 8,0 foi preparada em uma solução aquosa de 

KCl 0,5 mol L
−1

. 
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Todas as sondas de DNA foram obtidas da IDT Síntese Biotecnologia 

(Belo Horizonte, MG, Brasil), foram utilizadas as sondas de DNA: de captura 

(DNASc), detecção (DNASd) e controle positivo (DNACp). 

A TABELA 1 apresenta as sequências de bases nitrogenadas de cada 

sonda de DNA utilizada. 

 

TABELA 1 - Sequências de bases nitrogenadas das sondas de DNA utilizadas no 

desenvolvimento do método eletroanalítico. 
Nome Sequência 
DNASc 5′-NH2-GACCGCTAGTGGTCCTAAACATTTCACAACATGATACGGTC-3′ 

DNASd 5′-NH2-GACCGTATCATGTT-3′ 

DNACp 5′-GTGAAATGTTTAGGACCACTAG-3′ 

 

As soluções contendo DNA e BSA foram todas preparadas em PBS 

10,0 mmol L
−1

, ao passo que as soluções de EDC e NHS foram preparadas em 

tampão MES 50,0 mmol L
−1

 pH 5,6 imediatamente antes da utilização. Todas as 

soluções foram preparadas com água ultrapura obtida de um sistema de purificação 

de água Milli-Q (Millipore, Bedford, USA) com resistividade não inferior  

a 18,2 MΩ cm. 

 

 

3.2 - Materiais e instrumentação 

 

Todos os materiais empregados na fabricação de SEDs, como adesivo 

vinílico, folha de poliéster (folha de transparência para impressoras a laser), cartão 

adesivo dupla face e polaseal (plástico para plastificação) foram adquiridos em 

lojas locais. As tintas de carbono (C2030519P4) e Ag/AgCl (C2130905D3) foram 

obtidas da Gwent Electronic Materials Co., Ltd., Reino Unido. As partículas 

magnéticas (MPs) funcionalizadas com grupos carboxílicos (concentração de 
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partículas: 20 mg mL
−1

) foram adquiridas da Polysciences, Inc. (Nº de produto 

86011-10, Warrington, PA, EUA). 

Todos os estudos eletroquímicos foram realizados utilizando o 

multipotenciostato Dropsens modelo μStat 8000 (Astúrias, Espanha) conectado a 

um computador gerenciado pelo software DropView 8000, os voltamogramas de 

onda quadrada (SWV) obtidos foram corrigidos pela linha de base empregando o 

mesmo software. As medidas de SWV foram realizadas em uma faixa de potencial 

de +1,10 a −0,15 V, vs. tinta Ag / AgCl, com uma frequência (f) aplicada de 30 Hz, 

amplitude (a) e incremento de potencial (∆Es) iguais a 40 e 4 mV, respectivamente. 

No sistema microfluídico empregaram-se uma bomba de seringa (New Era 

Pumping System NE-1000, USA) e uma válvula cromatográfica manual (Rheodyne 

9725i, Thermo Scientific, USA). Todos os ensaios de hibridização foram realizados 

utilizando um termo-shaker para microtubos da marca Boeco, modelo TS 100 

(Hamburgo, Alemanha). 

O pH de todas as soluções foi ajustado empregando um pHmetro 

Digimed DM20 (Digimed, Brasil). As medidas espectrofotométricas das AuNPs 

foram realizadas empregando um espectrofotômetro Shimadzu modelo 2550, 

acoplado a um microcomputador. As imagens de microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) das AuNPs foram obtidas utilizando um microscópio de emissão 

de campo FEI Inspect F50 (FE-SEM). As imagens de microscopia eletrônica de 

transmissão (MET) e análise de Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X 

(EDX) foram obtidas com um microscópio eletrônico de transmissão JEOL, 

operando a 200 kV. 

Para a fabricação dos SEDs foi empregada uma impressora de recorte 

Silhouette™ modelo Cameo (Silhouette, Brasil) gerenciada pelo software 

Silhouette Studio v. 3.8, a qual permitiu desenhar e cortar os adesivos vinílicos e 

polaseal nos formatos desejados. Os µSEDs foram fabricados utilizando um plotter 
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de recorte (F1 Suprimentos, Brasil) para o recorte do cartão adesivo dupla face 

além da utilização de um plotter de recorte Silhouette para o recorte dos demais 

materiais utilizados na construção dos sensores.  

 

 

3.3 - Síntese das AuNPs decoradas com glutaniona 

 

No desenvolvimento do método eletroanalítico empregaram-se dois 

tipos de AuNPs, AuNPs estabilizadas com citrato (descritas como AuNPs) e 

funcionalizadas com glutationa (AuNPs-GSH). A síntese das AuNPs-GSH foi 

realizada de acordo com o procedimento desenvolvido por Zheng e Huang
98

. Para 

isso, 79,0 mg de HAuCl4.3H2O e 30,8 mg de glutationa foram pesadas. 

Posteriormente, 2,0 mL de ácido acético concentrado e 12,0 mL de metanol foram 

adicionados à mistura e uma solução de NaBH4 foi preparada diluindo 120,0 mg de 

NaBH4 em 6,0 mL de água ultrapura, a qual foi adicionada lentamente à solução 

anterior sob rápida agitação durante 2 h. Na FIGURA 6 é apresentado a formação 

das AuNPs-GSH. 
 

 
FIGURA 6 - Síntese das AuNPs decoradas com glutationa (AuNPs-GSH). 
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A suspensão foi filtrada com uma membrana de filtração molecular de 

50 kDa (previamente lavada com uma solução de NaOH 0,1 mol L
−1

) e realizou-se 

a centrifugação a 3500 rpm. As AuNPs-GSH formadas foram lavadas quatro vezes 

com água ultrapura e ressuspendendo as mesmas em 15 mL de uma solução aquosa 

de tampão HEPES 20,0 mmol L
−1

 (pH = 8,0). Posteriormente, as AuNPs-GSH 

foram armazenadas a 4 °C e protegidas da luz. 

 

 

3.4 - Síntese das AuNPs estabilizadas com citrato 

 

As AuNPs estabilizadas com citrato foram sintetizadas conforme 

procedimento proposto por J. TURKEVICH et al.
105

, em que o citrato tem a função 

de agente redutor, estabilizante, além de fornecer carga negativa para a superfície 

das AuNPs prevenindo a aglomeração de partículas
106

. Inicialmente, um volume de 

200 mL de HAuCl4.3H2O 0,01 % m/v preparado em água ultrapura foi aquecido 

sob agitação vigorosa até a solução entrar em ebulição (FIGURA 7-A). 

 

 
FIGURA 7 - Etapas envolvidas na síntese das AuNPs: A) Aquecimento sob 

agitação até ebulição. B) Adição da solução de citrato de sódio. C) Interrupção do 

aquecimento e formação das AuNPs. 

 

Posteriormente, 5,0 mL de uma solução de citrato de sódio  

40,0 mmol L
−1

 foram adicionados rapidamente à solução (FIGURA 7-B) e a 
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mistura foi agitada até apresentar uma coloração vermelho pálido (FIGURA 7-C). 

A agitação foi realizada sem aquecimento até a suspensão atingir a temperatura 

ambiente. Todas as AuNPs sintetizadas foram protegidas da luz e armazenadas a 

uma temperatura de 4 °C. 

 

 

3.4.1 - Bioconjugação das AuNPs com DNASd 

 

Inicialmente, 150,0 μL de uma solução de DNA sonda de detecção 

(DNASd) 3,0 µmol L
−1

 preparada em tampão HEPES 10,0 mmol L
−1

 pH 7,0 foram 

adicionados em 850,0 μL de uma suspenção de AuNPs estabilizadas com citrato 

pH 9,0 (ajustado com uma solução aquosa de tampão borato 50,0 mmol L
−1

) 

(FIGURA 8-A e 8-B) a fim de realizar a desprotonação do citrato e estabilização de 

mais cargas negativas na superfície das AuNPs
106

. 

 

 
FIGURA 8 - Etapas envolvidas na formação das AuNPsSd. A) AuNPs. B) Adição 

da DNAsd. C) Centrifugação das AuNPsSd. D) Adição de BSA. E) AuNPsSd 

finalizada. 

Em seguida, a dispersão foi mantida sob agitação suave durante 18 h a 

fim de obter as AuNPs bioconjugadas com a DNASd (AuNPsSd) através da interação 
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eletrostática entre os grupos NH2 oriundos do espaçador 5AmMC6
107

 presentes na 

região terminal da DNASd (carga positiva) e as AuNPs (carga negativa)
101

. Em 

seguida, a dispersão AuNPsSd foi centrifugada por 20 min a  

14.000 rpm (FIGURA 8-C), o sobrenadante foi removido e adicionou-se, para 

lavagem, 1,0 mL de PBS 10,0 mmol L
−1

 pH 7,0 às AuNPsSd agitando a mistura em 

um vórtex durante 1 min (esta etapa foi repetida duas vezes). Posteriormente,  

100,0 µL de uma solução de BSA 5% foram adicionados à solução AuNPsSd e esta 

solução foi agitada por 30 min a 800 rpm em thermo-shaker. A FIGURA 8 

apresenta a ilustração de todas as etapas envolvidas na formação das AuNPsSd. 

Posteriormente, foi realizada uma nova centrifugação e lavagem com 

1,0 ml de PBS 10,0 mmol L
−1

 pH 7,0 por mais duas vezes. Enfim, as AuNPsSd 

foram ressuspendidas em 1,1 mL de PBS 10,0 mmol L
−1

 pH 7,0 e realizou-se a 

agitação em vórtex por 5 min. Após todo o procedimento de bioconjugação, todas 

as AuNPsSd foram armazenadas a 4 ºC e protegidas da luz. 

 

 

3.5 - Modificação das partículas magnéticas (PMs) com a sonda de 

DNA de captura (DNASc) 

 

As PMs (20,0 mg mL
−1

) foram agitadas em banho ultrassônico durante 

10 min e um volume igual a 98,0 μL da suspensão foi retirado realizando a 

separação magnética das PMs durante 5 min (veja a FIGURA 9-B) utilizando um 

separador magnético. O sobrenadante foi descartado e adicionaram-se 0,6 mL de 

uma solução tampão MES 50,0 mmol L
−1

 pH 5,2. Esta suspensão foi submetida à 

agitação em vórtex e as PMs foram separadas magneticamente por mais 5 min e o 

sobrenadante foi removido sendo esta etapa repetida mais duas vezes. 
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Em seguida, 1,0 mL de uma solução de EDC 3,2 mg mL
−1

 diluído em 

tampão MES 50,0 mmol L
−1

 pH 5,2 foi adicionado às MPs mantendo-as sob 

agitação suave durante 30 min à temperatura ambiente (FIGURA 9-D). A 

suspensão foi separada magneticamente, o sobrenadante foi removido e 0,6 mL de 

tampão MES 50,0 mmol L
−1

 pH 5,2 foram adicionados e realizou-se a agitação em 

vórtex por 5 s sendo esta etapa repetida mais uma vez. O EDC tem a função de 

ativar os grupos carboxila presentes na superfície das PMs resultando na formação 

de um intermediário o-aciluréia instável e bastante reativo
108

 conforme apresentado 

na FIGURA 9-E. 

 

 
FIGURA 9 - Representação esquemática das etapas envolvidas na formação das 

PMSc. A) Suspensão de PMs. B) Separação magnética. C) PMs separadas.  

D) Adição de EDC às PMs. E) Formação do intermediário o-aciluréia na superfície 

das PMs. F) Adição da sonda de DNASc. G) Adição de BSA às PMSc. 

 

A suspensão de PMs foi separada magneticamente, o sobrenadante foi 

removido e foram adicionados 10,0 μL de uma solução de DNASc 3,0 µmol L
−1

 e 

990,0 μL de PBS 10,0 mmol L
−1

 pH 7,0 (FIGURA 9-F). Esta mistura foi mantida 

sob agitação suave através de um agitador de tubos rotativo (fabricação do grupo de 
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pesquisa) durante 24 h a fim de obter a suspensão de PMs bioconjugadas com a 

DNASc (PMSc). A sonda de DNASc contém grupos NH2 na região terminal da 

sequência o que torna possível a reação de amidização
108

 entre o intermediário  

o-aciluréia e a DNASc ancorando a DNASc na superfície das PMs resultando na 

formação das PMSc conforme apresentado na FIGURA 9-F. 

Posteriormente, as PMSc foram lavadas utilizando 0,6 mL de  

PBS-TW20 e foram realizadas quatro lavagens com 0,6 mL de PBS-TW20-BSA 

(FIGURA 9-G). As PMSc formadas foram ressuspendidas em 1,0 mL de glicina  

1,0 mol L
−1

 pH 8,0 e realizou-se a agitação da mistura durante 30 min com o 

objetivo de evitar ligações não específicas através do bloqueio dos sítios de ligação 

livres (FIGURA 9-G). A suspensão de PMSc foi lavada três vezes com a solução de 

PBS-TW20-BSA e ressuspendidas em 1,0 mL de PBS-TW20-BSA. A FIGURA 10, 

apresenta o separador magnético empregado na lavagem das PMs e dos 

bioconjugados formados. 
 

 
FIGURA 10 - Fotografia do separador magnético utilizado na bioconjugação das 

PMs com a DNASc. 
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Após a finalização do procedimento de bioconjugação das PMs com a 

DNASc, as PMSc foram armazenadas a 4 ºC e protegidas da luz. Posteriormente, 

realizaram-se os ensaios de hibridização a fim de promover a captura e detecção do 

biomarcador miRNA-203.  

 

 

3.5.1 - Ensaio de hibridização para a quantificação do miRNA-203 

utilizando as AuNPs 

 

Todos os ensaios de hibridização para a captura do miRNA-203 foram 

realizados utilizando uma solução padrão de DNACp como controle positivo para o 

miRNA-203. A DNACp possui a mesma sequência do miRNA-203 com exceção 

das bases uracila (U) que são substituídas por bases timina (T) o que não interfere 

no desenvolvimento do método de hibridização uma vez que a DNASc foi projetada 

com as sequências de bases que se ligam tanto com a DNACp quanto com o 

miRNA-203. Neste estudo, um volume de 10,0 µL contendo a dispersão de PMSc 

foi adicionado a 0,5 mL de uma solução contendo a DNACp preparada em tampão 

HEPES 0,1 mol L
−1

 pH 7,0 (contendo NaCl 100,0 mmol L
−1

, KCl 25,0 mmol L
−1

 e 

MgCl2 10,0 mmol L
−1

)
 
e a mistura foi mantida sob agitação em thermo-shaker a  

85 ºC por um período de 15 min a 800 rpm conforme apresentado na  

FIGURA 11-A. 
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FIGURA 11 - Representação esquemática das etapas envolvidas na formação do 

bioconjugado. A) Hibridização das PMSc com a DNACp. B) Formação das  

PMSc-DNACp e C) PMSc-DNACp-AuNPsSd. D) Adição do PMSc-DNACp-AuNPsSd ao 

WE. E) Registro de sinal através da técnica de SWV. 

 

Em seguida, a solução foi mantida sob agitação suave durante 1 h à 

temperatura ambiente a fim de realizar a formação do bioconjugado  

PMSc-DNACp (FIGURA 11-B), seguida da separação magnética e lavagem com 

PBS 10,0 mmol L
−1

 pH 7,0 por três vezes. Posteriormente, adicionaram-se 0,25 mL 

da dispersão contendo as AuNPsSd à dispersão do bioconjugado e a mistura foi 

agitada a 800 rpm durante 1 h. A dispersão formada contendo o bioconjugado  

PMSc-DNACp-AuNPsSd (FIGURA 11-C) foi lavada com a solução de  

PBS-TW20-BSA e em seguida com PBS pH 7,0.  

Finalmente o bioconjugado foi ressuspendido em 0,25 mL de PBS 

 pH 7,0 e 10,0 µL deste bioconjugado foram adicionados ao WE  do SED 

(FIGURA 11-D) para a realização das medidas eletroquímicas a fim de obter o 

sinal analítico oriundo da redução eletroquímica do Au através da técnica de SWV 

conforme é apresentado na FIGURA 11-E. A FIGURA 11-D ilustra a adição do 
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bioconjugado apenas em um dos WE (WE 1), contudo, o procedimento foi aplicado 

em todos os oito WEs do SED. Este procedimento foi utilizado para a realização de 

todas as medidas eletroquímicas utilizando as AuNPs como marcador 

eletroquímico a fim de promover a captura, detecção e quantificação de  

miRNA-203. 

Além da detecção eletroquímica do biomarcador miRNA-203 

utilizando as AuNPs, outra estratégia de detecção foi avaliada empregando a 

enzima HRP como marcador eletroquímico, a qual é apresentada na próxima 

Seção. 

 

 

3.5.2 - Ensaio de hibridização para a quantificação do miRNA-203 

utilizando a enzima HRP 

 

Inicialmente, foram adicionados em microtubos 100,0 µL da solução 

estoque de PMs previamente agitadas em banho ultrassônico por 10 min. 

Posteriormente, elas foram lavadas com 200,0 µL de tampão MES 0,05 mol L
−1

 

(pH 5,2) e separadas magneticamente durante 2 min e em seguida o sobrenadante 

foi descartado. Este procedimento foi repetido por três vezes. Na sequência foram 

adicionados aos microtubos contendo as PMs 100,0 µL do tampão MES  

0,05 mol L
−1

 (pH 5,2) e 200,0 µL de uma solução de EDC utilizando a mesma 

solução tampão (FIGURA 12-A). A mistura foi agitada utilizando um agitador do 

tipo vortex durante 2 min e agitador giratório por 30 min a fim de ativar os grupos 

carboxilas (-COOH) presentes na superfície das PMs formando o intermediário  

o-aciluréia
108

 conforme apresentado na (FIGURA 12-B). Posteriormente, as PMs 

foram separadas magneticamente e lavadas com tampão MES 0,05 mol/L pH 5,2 

descartando o sobrenadante (este procedimento foi repetido duas vezes). 



35 

 

 
FIGURA 12 – Representação esquemática das etapas envolvidas na formação do 

bioconjugado PM-DNASc-DNACp-HRP. A) Adição de EDC às PMs. B) Formação 

do intermediário o-aciluréia na superfície das PMs. C) Hibridização da DNASc com 

o DNACp. D) Formação da DNASc-DNACp. E) Imobilização da DNASc-DNACp nas 

PMs. F) formação do bioconjugado PM-DNASc-DNACp-HRP.  
 

Paralelamente a preparação das PMs, foi realizada o preparo das 

soluções de DNASc e DNACp em tampão HEPES 0,1 mol L
−1

 pH 7,0 contendo 

NaCl 100,0 mmol L
−1

, KCl 25,0 mmol L
-1

 e MgCl2 10,0 mmol L
-1

. A mistura 

contendo 0,25 mL da solução de DNACp e 0,25 mL da DNASc foi aquecida a 85 ºC 

durante 15 min (FIGURA 12-C) utilizando um thermo-shaker com agitação suave. 

Posteriormente, a mistura foi deixada até alcançar a temperatura ambiente e em 

seguida a mesma foi colocada em agitador rotatório durante 24 h a 37 ºC, este 

procedimento foi realizado previamente a cada estudo a fim de realizar a 

hibridização entre a DNASc e a DNACp (DNASc-DNACp) (FIGURA 12-D). A 
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captura da DNASc-DNACp na solução padrão foi realizada utilizando as PMs para a 

preparação do bioconjugado PM-DNASc-DNACp-HRP. Para isto, foram adicionados 

250,0 µL da solução de DNASc-DNACp à solução e agitou-se a mesma em vortex e 

em agitador rotatório durante 24 h a 37 ºC a fim de realizar a formação do 

bioconjugado PM-DNASc-DNACp (FIGURA 12-E). Posteriormente, a suspensão foi 

separada magneticamente e lavada com 200,0 µL de uma solução tampão PBS-

TW20 pH 7,0 descartando o sobrenadante. 

Em seguida, foram adicionados 240,0 µL de uma solução da enzima 

HRP 5,0 mg mL
-1

 (preparada em PBS) em 760,0 µL de tampão PBS-TW20-BSA, 

esta solução foi adicionada ao bioconjugado PM-DNASc-DNACp deixando a 

mistura em agitador giratório por 18 h, este procedimento permite a conjugação da 

enzima HRP às PMs resultando na formação do bioconjugado  

PM-DNASc-DNACp-HRP (FIGURA 12-F). Após a agitação, foi realizada a 

separação magnética do bioconjugado lavando-o com 200,0 µL PBS-TW20-BSA 

(procedimento realizado por 4 vezes, descartando o sobrenadante).  

Posteriormente, adicionaram-se à suspensão 200,0 µL de glicina  

1,0 mol L
-1

 (pH 8,0) e agitou-se a suspensão no vortex e após no agitador giratório 

durante 30 min a temperatura ambiente. Após isso, foi feita a lavagem (com tampão 

PBS-TW20-BSA) e realizou-se a separação magnética. Enfim, foi realizada a 

ressuspensão do bioconjugado com 100,0 µL de uma solução tampão  

PBS-TW20-BSA. 
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3.6 - Construção dos SEDs 

 

Os SEDs foram fabricados utilizando a técnica de serigrafia com 

procedimento análogo ao descrito por Afonso et al.
74

 conforme apresentado na 

FIGURA 13. Todos os eletrodos dos SEDs no caso WE (3 mm de diâmetro), CE e 

RE foram fabricados concomitantemente conforme apresenta a FIGURA 13. Para 

isto, inicialmente um adesivo vinílico foi recortado empregando um plotter de 

recorte para artesanato, impressora de recorte, (FIGURA 13-A) no formato 

elaborado com auxílio do software Silhouette. Após o recorte no formato desejado, 

as áreas recortadas foram retiradas conforme apresentado na FIGURA 13-B.  

Posteriormente, foi realizada a serigrafia empregando uma tinta 

condutora de carbono possibilitando a deposição da tinta de carbono na área 

recortada (FIGURA 13-C), a qual foi curada a 90 °C durante 30 min. Em seguida, 

realizou-se a pintura do pseudo-eletrodo de referência (RE) com uma tinta de 

Ag/AgCl (FIGURA 13-D) que foi curada a 60 ºC por 30 min. O adesivo vinílico foi 

retirado (FIGURA 13-E e 13-F) e uma máscara hidrofóbica foi criada  

(FIGURA 13-G) utilizando cartão polaseal previamente recortado com a 

impressora de recorte no formato adequado a fim de possibilitar o isolamento dos 

contatos elétricos e delimitação das áreas eletroativas de cada eletrodo dos SEDs. 

Os SEDs contendo o cartão polaseal foram colocados em uma prensa térmica com 

temperatura igual a 120 ºC durante 200 s (FIGURA 13-H) possibilitando o 

isolamento dos contatos elétricos e delimitação da área eletroativa dos eletrodos 

(FIGURA 13-I). 
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FIGURA 13 - Representação esquemática da fabricação dos SEDs. A) Recorte do 

adesivo de baixa aderência com impressora de recorte. B) Remoção das partes 

recortadas indesejadas. C) Serigrafia dos eletrodos com tinta de carbono. 

 D) Pintura dos REs utilizando tinta de Ag/AgCl. E) Remoção do adesivo. F) SED 

sem adesivo vinílico. G) Adição de máscara de cartão polaseal. H) Aquecimento do 

SED em prensa térmica. I) Formação da máscara hidrofóbica. J) Adição de ímãs de 

neodímio na parte de trás dos WEs. K) Fotografia do SED finalizado. 

 

Posteriormente, todos os SEDs foram lavados com água ultrapura e 

secados a temperatura ambiente, em seguida adicionaram-se imãs de neodímio na 

parte de trás de cada WE do SEDs (FIGURA 13-J) com auxílio de uma fita adesiva 

dupla face previamente fixada na parte de trás do SED. Este procedimento foi 

adotado para a fabricação de todos os SEDs utilizados neste trabalho. 

 

 



39 

 

3.6.1 - Construção dos SEDs microfluídicos (µSEDs) 

 

Os SEDs microfluídicos (µSEDs) foram fabricados em um arranjo 

contendo oito WEs (diâmetro de 2 mm) de acordo com o procedimento descrito por 

De Oliveira et al.
109

. O desenho e formato dos WEs, CE e RE foram feitos de 

maneira análoga a fabricação dos SED (Seção 3.6) utilizando adesivo vinílico e 

impressora de recorte da marca Silhoutte Studio com formato adequado para 

fabricação dos µSEDs. O procedimento de fabricação e o tempo de cura da tinta de 

carbono e tinta de Ag/AgCl foi o mesmo utilizado anteriormente para a fabricação 

dos SEDs. 

Após a serigrafia de todos os eletrodos foi realizada a montagem dos 

µSEDs, para isto, empregou-se um cartão adesivo dupla-face de poliestireno, o qual 

foi recortado utilizando o plotter de recorte possibilitando a formação do canal 

microfluídico e ao mesmo tempo o isolamento dos contatos elétricos dos eletrodos, 

uma vez que o cartão foi montado de forma a permanecer apenas a área exposta dos 

WEs e RE (FIGURA 14-A e 14-B). A FIGURA 14 apresenta as etapas envolvidas 

na montagem do µSEDs. 

 

 
FIGURA 14 - A) Representação esquemática da construção do µSED. B) µSED 

finalizado com os conectores de entrada e saída da solução no sistema 

microfluídico. 
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Na FIGURA 14-A é possível observar a montagem do µSED em que o 

RE é colado na parte superior do cartão adesivo dupla-face e o arranjo de 8 WEs 

contendo o CE é colado na parte inferior do cartão. Posteriormente, são feitos dois 

furos no µSED (FIGURA 14-B), de modo que seja possível conectá-lo à bomba 

microfluídica (bomba de seringa) através de conectores a base de  

poliéter-éter-cetona (PEEK) de 0,2 mm, os quais foram fixados com uma fita 

adesiva 3M Comman permitindo a entrada e saída da solução através do canal 

microfluídico com dimensões de 35 mm de comprimento por 4 mm de largura e  

0,3 mm de espessura, com um volume interno total igual a 42,0 μL. 

 

 

3.6.2 - Modificação dos µSEDs com a sonda de DNA 

 

O arranjo contendo os 8 WEs presentes no µSED foi modificado com 

a DNASd. Para isto, os WEs foram lavados com água ultrapura e secados a 

temperatura ambiente, em seguida, a modificação de cada WE foi realizada 

utilizando a técnica Layer-by-layer (LbL) através da utilização de PDDA e  

AuNPs-GSH, possibilitando a formação de camadas do policátion PDDA e  

AuNPs-GSH sobre os WEs seguida da imobilização covalente da DNASd 

empregando uma solução mista contendo EDC e NHS de maneira análoga ao 

procedimento descrito por de Oliveira et al.
109

 realizado para a modificação dos 

WEs (serigrafados com tinta de carbono) com moléculas de anticorpos. A  

FIGURA 15 apresenta todas as etapas envolvidas na modificação dos WEs com a 

sonda de DNASd originando o µSED-DNASd. 

Inicialmente, os WEs foram colocados sobre placas de Petri contendo 

papel umedecido com água ultrapura a fim de manter a umidade durante o processo 
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de modificação. Para isto, foram adicionados 5,0 µL de PDDA 2,0 mg mL
-1

 

contendo NaCl 50,0 mmol L
-1

 aos WEs (FIGURA 15-B).  

 

 
FIGURA 15 - Etapas envolvidas na modificação dos WEs com a DNASc:  

A) Arranjo de 8 WEs contendo o CE. B) Adição de PDDA ao WE. C) Adição das 

AuNPs ao WE. D) Ligação amida formada entre as AuNPs e a DNASd. E) Bloqueio 

com BSA. 

 

Após 20 min o excesso de solução foi retirado por retropipetagem e 

adicionaram-se 5,0 µL de uma suspensão de AuNPs-GSH (preparadas em tampão 

HEPES 20,0 mmol L
−1

 pH 8,0) aos WEs deixando-os por 20 min (FIGURA 15-C). 

A ligação entre as AuNPs-GSH e a DNASd foi formada por meio de uma ligação 

amida empregando os reagentes EDC e NHS após a adição das AuNPs, uma vez 

que as AuNPs apresentam grupos carboxilas em sua superfície e a DNASd apresenta 

um grupo amino na região 5´ da sequência de bases da DNASd. Assim, um volume 

de 5,0 µL da solução mista de EDC 0,4 mol L
−1 

e NHS 0,1 mol L
−1

 foi adicionado 

aos WEs. Após 10 min, os eletrodos foram lavados cuidadosamente mergulhando-



42 

 

os três vezes em um béquer contendo água ultrapura. Posteriormente, os WEs 

foram secos utilizando papel absorvente e adicionaram-se 5,0 µL de uma solução 

estoque da DNASd 1,0 µmol L
−1

 aos WEs, os quais foram mantidos por 18 h a 4 ºC 

a fim de realizar a imobilização da DNASd sobre os WEs (FIGURA 15-D). 

Em seguida, os WEs foram lavados com uma solução de PBS-TW20  

pH 7,4 cuidadosamente e adicionaram-se 5,0 µL de uma solução de  

BSA 2,0 % m/m preparada em solução de PBS pH 7,4 mantendo-os por 1 h 

(FIGURA 15-E). Posteriormente, os WEs foram novamente lavados 

cuidadosamente com a solução de PBS-TW20 pH 7,4 e o excesso de solução foi 

retirado com papel absorvente deixando-os secar à temperatura ambiente. 

Todo o processo de modificação dos WEs com a DNASd foi realizado 

previamente a montagem do dispositivo (µSED-DNASd) utilizando o cartão adesivo 

dupla-face para formação do canal microfluídico e isolamento dos contatos 

elétricos dos eletrodos. 

 

 

3.6.3 - Medidas eletroquímicas com os µSEDs 

 

As medidas eletroquímicas foram realizadas utilizando um Multi 

Pontensiostato Portátil Dropsens modelo μSTAT 8000 conectado a um computador 

gerenciado pelo programa DropView 8400. Para a caracterização dos eletrodos e 

estimativa da área eletroativa dos mesmos foi empregado a técnica de voltametria 

cíclica (CV, do inglês Cyclic Voltammetry) e uma solução de ácido ferroceno 

monocarboxílico pH = 8,0 preparada em KCl 0,5 mol L
−1

, com um intervalo de 

potencial de 0,0 a +0,6 V. 

As medidas eletroquímicas em fluxo foram realizadas utilizando a 

técnica de amperometria. Inicialmente, o µSED-DNASd contendo o arranjo de  
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8 WEs modificados com a DNASd foi condicionado empregando uma solução 

carreadora de PBS-TW20 pH 6,5 com vazão de 100,0 μL min
−1

 por 

aproximadamente 5 min antes da injeção do bioconjugado PMSc-HRP-DNACp. 

Posteriormente, a dispersão de PMSc-HRP-DNACp foi injetada no sistema 

microfluídico preenchendo todo o canal microfluídico com a mesma. O fluxo foi 

interrompido durante 1 h, a fim de proporcionar a hibridização entre o complexo  

PM-DNASc-DNACp-HRP e a DNASd presente na superfície dos WEs  

(FIGURA 16-A) com a formação de uma estrutura sobre os WEs com a sequência 

PMSc-HRP-DNACp-DNASd conforme é apresentado na FIGURA 16-B. 

O fluxo foi novamente iniciado através da passagem da solução 

carreadora removendo as PMs não conjugadas do canal microfluídico. 

Posteriormente, a etapa de detecção foi realizada empregando a técnica de 

Amperometria em fluxo através da aplicação de um potencial igual a −0,25 V  

vs. pseudo-referência de Ag/AgCl utilizando uma solução de PBS como eletrólito 

de suporte. 

 

 
FIGURA 16 - Ilustração das etapas envolvidas na detecção eletroquímica do 

miRNA-203 via marcação com HRP. A) µSED-DNASd. B) Incubação das  

PMSc-DNACp com o µSED-DNASd. C) Registro de sinal através da técnica de 

Amperometria. 
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A detecção do DNACp foi realizada indiretamente pela resposta 

eletroquímica do marcador (HRP) presente nas PMs. Para isto, foi injetada no 

sistema microfluídico uma solução contendo H2O2 0,2 mmol L
−1

 e HQ  

2,0 mmol L
−1

, previamente preparada em tampão PBS 0,01 mol L
−1

 pH 6,5 

desaerada com gás N2, utilizando uma alça de amostragem de 100,0 μL. Assim, foi 

possível obter um sinal analítico utilizando o mediador redox HQ e substrato H2O2, 

uma vez que a quinona (Q) formada foi reduzida na superfície eletródica 

originando o sinal analítico (FIGURA 16-C) proporcional à concentração do 

DNACp presente no bioconjugado. A FIGURA 17 apresenta o sistema 

microfluídico utilizado para a detecção do miRNA-203 utilizando os µSED 

contendo a bomba de seringa, injetor, µSED e o multipotenciostato.  

 

 
FIGURA 17 - Fotografia do sistema microfluídico empregado para a detecção 

eletroquímica de miRNA-203 empregando a enzima HRP como marcador 

eletroquímico. Fonte: de Oliveira, T. R. 2019
110

. 
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A bomba de seringa foi conectada à válvula injetora e ao µSED através 

de tubos PEEK permitindo o carreamento das soluções aquosas até o canal 

microfluídico do µSED. O sistema microfluídico utilizado foi o mesmo proposto 

por de Oliveira, T. R. et al.
110

. 

Além do sistema microfluídico, também foi empregado outro tipo de 

sistema para a detecção eletroquímica de miRNA-203 de forma mais simples sem a 

utilização da bomba de seringa e gás N2 conforme é apresentado na próxima Seção.  

 

 

3.6.4 - Medidas eletroquímicas com os SEDs 

 

A caracterização dos eletrodos, estudos de repetitividade e estimativa 

da área eletroativa dos eletrodos foi realizada utilizando uma solução de ácido 

ferroceno monocarboxílico pH = 8,0 preparada em KCl 0,5 mol L
−1

 e a técnica de 

CV, aplicando um intervalo de potencial de 0,0 a +0,6 V durante as medidas de 

CV. 

Os estudos eletroquímicos envolvendo a detecção de miRNA-203 

foram realizados empregando a técnica de SWV. Na otimização dos parâmetros da 

SWV utilizaram-se 75,0 μL de uma suspensão de AuNPs preparada em solução 

aquosa de HCl 0,2 mol L
−1

 1:1 (v/v) a qual foi adicionada diretamente em cada 

célula eletroquímica do SED de uma única vez para a realização das medidas 

eletroquímicas. Os parâmetros eletroquímicos otimizados da SWV foram: potencial 

de eletrodeposição (Edep), tempo de eletrodeposição (tdep), frequência (f), amplitude 

de pulso (a) e incremento de potencial (∆Es). Na FIGURA 18 é apresentado todo o 

sistema utilizado no método eletroanalítico utilizando os SEDs para a detecção de  

miRNA-203. 
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O sistema eletroquímico apresentado na FIGURA 18 foi utilizado para 

a realização de todas as medidas eletroquímicas empregando o método 

eletroanalítico proposto para a quantificação de miRNA-203 com os SEDs. Para os 

estudos uma alíquota de 10,0 µL da dispersão contendo o bioconjugado  

PMSc-DNACp-AuNPsSd foi adicionada em cada WE do arranjo de 8 eletrodos do 

SED (ver FIGURA 11-D) para a medida eletroquímica visando obter o sinal 

analítico (ver FIGURA 11-E) referente ao processo redox do ouro presente nas 

AuNPsSd ligadas na sequência da região terminal da DNASc ancorada nas PMs. 

 

 
FIGURA 18 - Foto do sistema eletroquímico utilizado para a detecção  

de miRNA-203 nas amostras de RNA total utilizando o SED. 
 

Do lado oposto de cada WE foi posicionado um ímã de neodímio de 

forma a permitir a captura e retenção do bioconjugado sobre a superfície de cada 

WE. Assim, após 5 min o excesso de solução foi retirado com papel absorvente e  

adicionaram-se 75,0 µL de uma solução de HCl 0,2 mol L
−1

 à cada célula 

eletroquímica do SED para atuar como eletrólito de suporte nas medidas 
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eletroquímicas. Posteriormente, foi aplicado um potencial de +1,25 V vs. pseudo-

referência de Ag/AgCl durante 120 s e registraram-se os SWVs com varredura de 

+1,1 a −0,15 V. 

 

 

3.7 - Análise das amostras de linhagens celulares e linfonodos 

 

A quantificação de miRNA-203 foi realizada em amostras de RNA 

total obtidas de linhagens celulares e de linfonodos de pacientes com CCP, a 

sequência de miRNA-203 quantificada nas amostras foi a seguinte:  

5′-GUGAAAUGUUUAGGACCACUAG-3′. Todas as amostras foram fornecidas 

pelo Centro de Pesquisa em Oncologia Molecular (CPOM) da Fundação Pio XII do 

Hospital de Amor (HA) de Barretos através da colaboração do Dr. Matias Eliseo 

Melendez e Dra. Ana Carolina de Carvalho Peters seguindo todos os 

procedimentos éticos. O Prof. Ronaldo C. Faria do DQ/UFSCar possui parceiras já 

firmadas e aprovadas no comitê de ética da UFSCar sob número CAAE 

53407516.4.1001.5504.  

Todas as amostras de RNA total extraído de linhagens celulares e 

linfonodos de pacientes com CCP foram estocadas a −20 e −80 ºC, 

respectivamente. As amostras foram descongeladas antes da realização de cada 

medida e foram analisadas utilizando o método eletroanalítico proposto e por  

RT-PCR realizado no HA. Todas as amostras foram diluídas em tampão HEPES 

10,0 mmol L
-1

 pH 7,0 para uma concentração final de RNA total igual a 0,1 pg L
-1

 

previamente a realização dos ensaios de hibridização. 

Uma alíquota de 10,0 µL contendo a dispersão de PMSc foi adicionada 

a um volume de 0,5 mL da amostra. A mistura foi mantida sob agitação a 800 rpm 

durante 15 min a 85 °C (FIGURA 11-A) utilizando um thermo-shaker. Em seguida, 
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a mistura foi mantida sob agitação por 1 h em temperatura ambiente e realizou-se a 

separação magnética do bioconjugado PMSc-mRNA203 seguida da lavagem com 

PBS por três vezes. Posteriormente, 0,25 mL da dispersão de AuNPsSd foram 

adicionados ao bioconjugado (PMSc-mRNA203) e a mistura foi agitada por 1 h a 

800 rpm (FIGURA 11-B). O bioconjugado PMSc-mRNA203-AuNPsSd foi lavado 

com solução de PBS-TW20-BSA e, em seguida com PBS. Posteriormente, o 

bioconjugado foi redisperso em 0,25 mL de PBS.  

Para a realização das medidas eletroquímicas, foram adicionados  

10,0 μL do bioconjugado em cada WE do SED. Após 5 min, a solução em excesso 

foi removida por capilaridade empregando um papel absorvente e foram 

adicionados 75,0 μL de solução de HCl 0,2 mol L
−1

 a cada célula eletroquímica 

para atuar como eletrólito de suporte e, em seguida, foi realizada a medida 

eletroquímica empregando a técnica de SWV (FIGURA 11-E).   
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4 - RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 - Caracterização espectroscópica das AuNPs e AuNPs-GSH 

 

As AuNPs e AuNPs-GSH foram caracterizadas empregando a 

espectroscopia de UV-vis realizando a varredura de 300 a 750 nm, diluindo as 

mesmas em água ultrapura previamente as medidas. A FIGURA 19 apresenta os 

espectros UV-vis obtidos para as AuNPs e AuNPs-GSH. 

 

 
FIGURA 19 - Espectros de UV-vis registrados para as AuNPs e AuNPs-GSH. 

 

Na FIGURA 19 observa-se que a AuNPs (linha rosa) apresenta 

absorbância no pico de ressonância do plasma de superfície (ASPR, do inglês 

Absorbance at the surface plasma resonance) igual a 0,843 e absorbância em 450 

nm (A450) igual a 0,515, ao passo que o espectro de UV-vis (linha púrpura) 

registrado para a AuNPs-GSH apresentou ASPR e A450 iguais a 0,515 e 0,444, 

respectivamente. Para estimar o diâmetro das AuNPs o valor de ASPR foi dividido 

pela A450 tanto para as AuNPs quanto para as AuNPs-GSH de acordo com o 
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método proposto por Haiss et. al.
111

. Nesse método, é possível estimar o diâmetro 

das AuNPs por meio de uma relação matemática em que os autores relacionam o 

diâmetro das AuNPs com a razão entre ASPR e A450 conforme apresenta a  

TABELA 2. 

 

TABELA 2 - Razão entre ASPR e A450 e relação com o diâmetro das AuNPs. Fonte: 

Haiss et. al., 2007
111

. 

Aspr/A450 Diâmetro / nm Aspr/A450 Diâmetro / nm 
1,10 3 1,61 14 

1,19 4 1,65 16 

1,27 5 1,69 18 

1,33 6 1,73 20 

 

Os valores obtidos de ASPR/A450 para as AuNPs e AuNPs-GSH foram 

iguais a 1,61 e 1,16. Assim, os diâmetros estimados para as AuNPs e AuNPs-GSH 

utilizando este método foram de aproximadamente 14 e 4 nm, respectivamente. 

Para as AuNPs-GSH foi considerado o diâmetro igual a 4 nm, este valor está 

associado a razão ASPR/A450 igual a 1,19 e este é o valor mais próximo de 1,16 dos 

valores apresentados na TABELA 2. As AuNPs apresentam tamanhos de 

aproximadamente 20 nm
105

 ao passo que as AuNPs-GSH caracterizadas por Mani 

et al.
112

 resultaram em tamanhos médios iguais a 5 nm. Assim, observa-se que os 

resultados obtidos estão de acordo com os apresentados na literatura com valores 

de tamanho de partículas próximos aos previamente descritos. 

 

 

4.1.1 - Caracterização microscópica das AuNPs 

 

Para obtenção das imagens de microscopia eletrônica de varredura 

(MEV) das AuNPs, uma gota da suspensão das AuNPs foi adicionada à superfície 

de uma placa de silício oxidado (Si/SiO2) com dimensões aproximadas de  
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5 x 5 x 1 mm. Após secagem à temperatura ambiente, a placa foi fixada em um stub 

com uma fita condutora à base de carbono, que também foi utilizada para fazer 

contato elétrico entre a superfície da placa de Si/SiO2 e do stub. A FIGURA 20-A 

apresenta a imagem de MEV obtida para as AuNPs ao passo que a FIGURA 20-B 

apresenta o gráfico de distribuição de tamanho das AuNPs. 

 

  

FIGURA 20 - A) MEV realizada para as AuNPs previamente sintetizadas.  

B) Histograma de distribuição de tamanho das AuNPs. 
 

A FIGURA 20-B, mostra um tamanho médio de 18 nm para as AuNPs 

sintetizadas o que indica que o resultados obtidos experimentalmente estão 

concordantes com os apresentados na literatura, uma vez que a síntese proposta por 

J. TURKEVICH et al.
105

 resulta em um tamanho médio de AuNPs igual a 20 nm, 

ou seja, um valor bastante próximo ao encontrado experimentalmente 

demonstrando que o resultado encontrado está de acordo com o apresentado na 

literatura. 

  

100 nm

A)
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4.1.2 - Caracterização microscópica do bioconjugado PMSc-DNACp-

AuNPsSd 

 

Para observar a estrutura e morfologia do material bioconjugado 

obtido, foram realizadas medidas de MET empregando um grid de cobre recoberto 

com filme fino de carbono. Para isto, o grid foi imerso em uma suspensão contendo 

o bioconjugado, em seguida, o grid foi retirado da suspensão deixando-o em 

dessecador por 24 h. Este procedimento foi repetido para todos os bioconjugados 

previamente as análises de MET. Na FIGURA 21 são apresentadas as imagens de 

MET obtidas para os bioconjugados: PMSc, AuNPsSd e PMSc-DNACp-AuNPsSd.  

Na FIGURA 21-A é possível observar as imagens de MET obtidas 

para as PMSc com tamanho de aproximadamente 1,0 µm, este tamanho está 

próximo ao informado pelo fabricante para PMs (sem modificação) que apresenta 

um diâmetro médio de 1,5 µm
113

. A imagem de MET registrada para as AuNPsSd 

(FIGURA 21-B) apresenta as AuNPs com diâmetros de aproximadamente 18 nm, 

tamanho que já foi observado pelas análises de MEV realizadas para as AuNPs sem 

modificação (ver Seção 4.1.1). 
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FIGURA 21 – Imagens de MET realizadas para os bioconjugados: A) PMSc,  

B) AuNPsSd, C) PMSc-DNACp-AuNPsSd e D) Ampliação de C). 
 

Comparando as imagens obtidas para o bioconjugado  

PMSc-DNACp-AuNPsSd, FIGURA 21-C e 21-D, é possível observar a presença de 

AuNPs com diâmetro de aproximadamente 18 nm (FIGURA 21-D) indicando que 

o processo de hibridização foi realizado com sucesso. Entretanto, foram realizadas 

medidas de EDX a fim de confirmar a presença das AuNPs no bioconjugado. A 

FIGURA 22 apresenta as medidas de EDX realizadas para as PMSc, AuNPsSd e 

PMSc-DNACp-AuNPsSd. 

A)

500 nm 100 nm

20 nm2 µm

D)

B)

C)
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FIGURA 22 - Análise de EDX para os bioconjugados: A) PMSc, B) AuNPsSd e  

C) PMSc-DNACp-AuNPsSd. 
 

Na FIGURA 22-A é possível observar picos bastante intensos de Fe e 

O na medida de EDX realizada para as PMSc, as PMs obtidas comercialmente são 

compostas de mais de 90 % de óxido de ferro
113

 e portanto espera-se o registro de 

A)

B)

C)
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elevados sinais tanto de Fe quanto de O nas análises de EDX realizadas para este 

material. A medida de EDX realizada para as AuNPsSd apresenta sinais de Au 

confirmando a presença deste metal no material bioconjugado conforme pode ser 

observado na FIGURA 22-B. Também foram observados picos intensos de Cu nos 

espectros de EDX apresentados na FIGURA 22-B, os picos de Cu podem ser 

referentes ao porta-amostra (grid) que foi utilizado para o preparo das amostras 

previamente as medidas de EDX, uma vez que ele possui cobre em sua 

composição. A presença de sinais intensos de Cu em medidas de EDX também foi 

observada em alguns trabalhos reportados na literatura, tais como análises de EDX 

realizadas para AuNPs sintetizadas e funcionalizadas com polietilenoglicol
114

,  

Poli-L-lisina
115

 e extrato de plantas
116

. Assim, os resultados apresentados nas 

análises de EDX para as AuNPsSd estão de acordo com os descritos na literatura. 

Os picos de Au (circulados em rosa) apresentados na análise de EDX 

para o bioconjugado PMSc-DNACp-AuNPsSd na FIGURA 22-C confirmam a 

presença de Au no bioconjugado. Além disso, o pico bastante intenso de C na 

FIGURA 22-C indica a presença da grande quantidade material orgânico presente 

no bioconjugado final (PMSc-DNACp-AuNPsSd) oriundo da DNASc, DNACp e 

DNASd. Também foi possível detectar a presença de Fe devido à presença das PM 

no bioconjugado. Portanto, o processo de hibridização foi realizado com sucesso 

indicando que este método de bioconjugação e marcação com AuNPs pode ser 

empregado para a detecção indireta de miRNA-203 através de medidas 

eletroquímicas utilizando os SEDs. 
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4.1.3 - Caracterização eletroquímica e morfológica do SED  

 

A avaliação dos SEDs construídos foi realizada por meio de medidas 

eletroquímicas utilizando uma solução de ácido ferroceno monocarboxílico  

1,0 mmol L
−1

 preparada em KCl 0,5 mol L
−1

. As medidas de CV foram realizadas 

após a adição de 75,0 µL desta solução em cada uma das oito células 

eletroquímicas (CE) de um único SED (FIGURA 23-A) e em três SEDs diferentes  

(FIGURA 23-B). 

 

 
FIGURA 23 - A) Medidas de CV registradas com solução aquosa de ácido 

ferroceno monocarboxílico 1,0 mmol L
−1

 em KCl 0,5 mol L
−1

 para as 8 CEs do 

SED (n = 8), ν = 50 mV s
−1

 de 0,0 a +0,6 V. B) ipa registradas para cada CE dos 3 

SEDs. 
 

Na FIGURA 23-A é possível observar os voltamogramas cíclicos bem 

definidos e com uma ótima repetitividade para as oito CEs do SED. A fim de 

avaliar a repetitividade dos SEDs, a corrente de pico anódica (ipa) de cada CV dos 

três SEDs foi medida (FIGURA 23-B) para 3 dispositivos distintos. O  

Dispositivo 1 apresentou um valor de ipa média igual a 6,61 µA, ao passo que os 

Dispositivos 2 e 3 apresentaram valores de ipa média iguais a 6,98 e 7,79 µA. Além 

disso, também foi calculado o RSD (do inglês, Relative Standard Deviation) para 
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cada SED. Para o Dispositivo 1 o valor de RSD obtido foi igual a 2,88 %, ao passo 

que para os Dispositivos 2 e 3 os valores foram iguais a 7,98 e 7,43 %, 

respectivamente. Estes resultados demonstram que os SEDs apresentam uma ótima 

repetitividade e os SEDs podem ser utilizados com confiança para a realização de 

medidas eletroquímicas com oito réplicas em um único dispositivo. 

A solução de ácido ferroceno monocarboxílico também foi utilizada 

para realizar o estudo da área eletroativa dos eletrodos. Para isto, o valor de 

velocidade de varredura (ν) foi variado de 10 a 300 mV s
−1

 (FIGURA 24) e a ipa foi 

registrada para cada medida de CV realizada (FIGURA 24, inserido). 

 

 
FIGURA 24 – Medidas de CV registradas em solução de ácido ferroceno 

monocarboxílico 1,0 mmol L
−1

, KCl 0,5 mol L
-1

 pH = 8,0 utilizando o SED em 

diferentes valores de ν. Inserido: ipa versus ν
1/2

, r
2
 = 0,997. 

 

O gráfico inserido na FIGURA 24 foi linear com equação de reta igual 

a ipa = +0,114 +34,950 ν
1/2

, com coeficiente de determinação (r
2
) = 0,997. Esta 
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equação pode ser utilizada para estimar a área eletroativa aparente combinando-a 

com a equação de Randles-Sevcik
117

 conforme segue abaixo. 

 

2/12/12/35 )1069,2( CvADni
p

    Equação 1 

 

em que ip é a corrente de pico (A), n é o número de elétrons da reação, A é a área 

eletroativa (cm
2
), D é o coeficiente de difusão do ácido ferroceno monocarboxílico 

em solução de KCl 0,5 mol L
-1

 (5,7 × 10
−6

 cm
2
 s
−1

)
118

, v é a velocidade de varredura 

de potencial (V s
−1

), e C é a concentração do ácido ferroceno monocarboxílico em 

solução (mol cm
−3

). 

A área eletroativa estimada para o SED foi igual 0,0677cm
2
, para n = 3 

e com RSD igual a 9,65 %, a área geométrica do WE (3 mm de diâmetro) presente 

no SED é igual a 0,0765 cm
2
, ou seja, o valor estimado de área eletroativa 

(0,0677cm
2
) utilizando a Equação de Randles-Sevcik é um valor bastante próximo 

ao da área geométrica do WE. 

Além dos estudos eletroquímicos para a caracterização dos SEDs, 

também foram realizados estudos para avaliar a morfologia dos eletrodos que 

constituem os SEDs. Para isto, realizaram-se medidas de MEV para o WE do SED. 

A FIGURA 25 apresenta os resultados obtidos neste estudo. 
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FIGURA 25 - Imagens de MEV registradas para o WE do SED em diferentes 

ampliações: A) 100 × e B) 2000 ×. 

 

As imagens de MEV obtidas para a superfície do WE presente no SED 

(FIGURA 25-A e 25-B) apresentam uma superfície rugosa a qual é uma morfologia 

comumente encontrada para as imagens de MEV obtidas para SEDs fabricados 

com tinta de grafite
74,119,120

. Portanto, os resultados obtidos experimentalmente nas 

medidas de MEV realizadas para o SED estão de acordo com os reportados na 

literatura. Interessante observar na FIGURA 25-A que apesar da elevada 

rugosidade o filme mostra-se bastante uniforme oque pode justificar a excelente 

repetitividade obtida entre os dispositivos.  

 

 

4.2 - Caracterização eletroquímica e morfológica do µSED-DNASd 

 

Medidas de CV foram realizadas utilizando a solução de ácido 

ferroceno monocarboxílico 1,0 mmol L
−1

, KCl 0,5 mol L
−1

 pH = 8,0 com o µSED 

em cada etapa de modificação do sensor, desde o eletrodo sem modificação, apenas 

a tinta de carbono, até a modificação final com a DNASd (µSED-DNASd). A 
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FIGURA 26 apresenta os voltamogramas cíclicos obtidos em cada etapa de 

modificação.  

Nos voltamogramas cíclicos apresentados na FIGURA 26 não foram 

observadas diferenças significativas nas intensidades de sinais das ipa entre o 

eletrodo recém preparado e o eletrodo modificado com PDDA (linhas preta e 

vermelha). Apesar do PDDA ser um polímero não condutor o fato de a resposta de 

corrente não ter diminuído pode estar relacionado a carga positiva do PDDA e 

negativa da sonda eletroquímica utilizada, mesmo com a atração das cargas não 

ocorreu diminuição no pico mantendo o padrão de resposta, não ocorrendo 

deformações no pico indicando que possivelmente não houve adsorção da sonda na 

superfície eletródica do µSED-PDDA. Contudo, quando as AuNPs foram 

adicionadas ao µSED (FIGURA 26, linha verde), ocorreu um aumento bastante 

significativo da ipa ao passo que a modificação do sensor com a DNASd resulta em 

um diminuição da intensidade da ipa. Este efeito pode ser justificado pelo fato das 

AuNPs aumentarem a área superficial dos WEs
112

 recobrindo na superfície do 

eletrodo tanto o material de carbono quanto material polimérico que compõem a 

tinta de carbono o que melhora as respostas resultando no aumento da corrente de 

pico
121

. A diminuição da corrente após a adição da DNASd (FIGURA 26, linha 

azul) pode ser atribuída ao fato da biomolécula de DNA atuar bloqueando a 

superfície eletródica do WE o que dificulta o processo de transferência eletrônica 

durante a realização das medidas eletroquímicas, associado ao fato de a fita simples 

de DNA possuir carga negativa assim como a sonda eletroquímica utilizada
122

. 
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FIGURA 26 - Voltamogramas cíclicos registrados com solução de ácido ferroceno 

monocarboxílico 1,0 mmol L
−1

, KCl 0,5 mol L
−1

 pH = 8,0 após cada etapa de 

construção do µSED-DNASd, ν = 50 mV s
−1

. 
 

Posteriormente, a área eletroativa dos eletrodos foi estimada para cada 

etapa de modificação do µSED de maneira análoga à realizada para os SED. A 

TABELA 3 apresenta os resultados obtidos neste estudo. 

 

TABELA 3 - Valores de área eletroativa estimada em cada etapa de 

modificação do µSED. 

Etapa de Fabricação Área Eletroativa
a
 / cm

2
 RSD / % 

µSED 0,038 ± 0,002   2,88 

µSED−PDDA 0,037 ± 0,001 1,98 

µSED−PDDA−AuNPs 0,059 ± 0,004 6,96 
a
Valores expressos como média ± desvio padrão. (n = 3). 

 

A área geométrica do WE (diâmetro de 2 mm) presente no µSED é 

igual a 0,0314 cm
2
, ou seja, o valor estimado de área eletroativa para o µSED 

(0,038 cm
2
) é próximo ao valor da área geométrica do WE, apresentando um 

resultado semelhante ao encontrado no estudo da área eletroativa estimada para o 
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SED na Secção anterior. A TABELA 3 mostra claramente que os valores estimados 

de área eletroativa para o µSED e µSED−PDDA não apresentam diferenças 

significativas. Entretanto, quando as AuNPs-GSH são adicionadas ao sensor 

(µSED−PDDA−AuNPs) ocorre um aumento de 55,3 % na área eletroativa. Este 

efeito também foi observado no trabalho de Mani et al.
112

 em que os autores 

observaram um aumento de 44,8 % na área eletroativa de eletrodos de carbono 

vítreo modificados com PDDA e AuNPs-GSH. O maior valor de área eletroativa 

obtido com o µSED−PDDA−AuNPs pode ser atribuído a maior rugosidade dos 

eletrodos fabricados com tinta condutora a base de carbono quando comparados 

com os eletrodos de carbono vítreo nos estudos de Mani et al.
112

. Assim, nota-se 

que os resultados obtidos experimentalmente estão de acordo com os apresentados 

na literatura e indicam que o eletrodo foi efetivamente modificado levando a 

formação do sensor. 

Posteriormente, foram obtidas imagens de MEV do WE para as etapas 

de modificação do µSED com PDDA e AuNPs, a FIGURA 27 apresenta as 

microscopias obtidas neste estudo. A FIGURA 27-A apresenta uma estrutura 

porosa típica de eletrodos fabricados com tintas de grafite conforme foi discutido 

na microscopia realizada para o SED (ver FIGURA 25). Entretanto, a imagem de 

MEV para o µSED (FIGURA 27-A) apresenta uma morfologia um pouco diferente 

da observada no SED (ver FIGURA 25), o que pode ser justificado pelo fato da 

tinta utilizada para a fabricação do µSED ter sido obtida de um lote diferente da 

tinta empregada no SED. Na FIGURA 27-B observa-se a formação de um filme 

devido adição do PDDA como já era esperado em virtude deste material se tratar de 

um polímero catiônico. Após a adição das AuNPs ao WE do µSED  

(FIGURA 27-C) é possível observar a formação de aglomerado de AuNPs-GSH o 

qual pode ser melhor visualizado através da ampliação na FIGURA 27-D. 
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FIGURA 27 - Imagens de MEV registradas dos WE em cada etapa de fabricação 

do µSED: A) µSED (sem modificação), B) µSED-PDDA, C) µSED-PDDA-AuNPs 

e D) Ampliação de C). 

 

Portanto, diante dos resultados apresentados nas caracterizações 

eletroquímica e morfológica do µSED é possível concluir que toda etapa de 

modificação foi realizada com sucesso e que este sensor tem potencialidade para a 

detecção eletroquímica de miRNA-203. 

 

 

4.2.1 - Detecção de miRNA-203 utilizando o µSED-DNASd 

 

Inicialmente, foram realizados estudos de hibridização com a DNASc e 

DNACp, conforme o procedimento descrito na Seção 3.5.2, visando o 

desenvolvimento de um método eletroanalítico para a detecção de miRNA-203. Os 
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estudos eletroquímicos para a detecção de miRNA-203 empregando o  

µSED-DNASd foram realizados utilizando o mediador redox HQ e como substrato 

o H2O2 a fim de obter indiretamente um sinal analítico para a DNACp através da 

enzima HRP presente no bioconjugado PMSc-HRP-DNACp. A detecção da DNACp 

foi feita indiretamente pela redução eletroquímica da benzoquinona (BQ) gerada no 

ciclo eletrocatalítico da enzima HRP (marcador eletroquímico) presente nas PMs 

após a incubação do bioconjugado no µSED-DNASd. A FIGURA 28 apresenta um 

esquema do ciclo eletrocatalítico da enzima HRP utilizando a HQ e H2O2 como 

substrato para as medidas eletroquímicas realizadas utilizando o µSED-DNASd.  

 
FIGURA 28 - Esquema do ciclo catalítico da enzima HRP na superfície do WE 

após a incubação com PMSc-HRP-DNACp no µSED-DNASd. HRPred = enzima HRP 

reduzida (forma nativa), HRPox = HRP oxidada. 
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O substrato H2O2 tem a função de ativar a enzima HRP (HRPred) 

oxidando-a (HRPox), a qual é posteriormente reduzida retornando à sua forma 

nativa (HRPred) ocasionando a oxidação da HQ para BQ
112

, a qual é reduzida na 

superfície eletródica através da aplicação de um potencial igual  

−0,25 V utilizando a técnica de amperometria ocorrendo a transferência de dois 

elétrons e dois prótons conforme pode ser observado na FIGURA 28. 

Inicialmente, acontece a oxidação do sítio ativo da enzima 

(HRPFe(III)) pelo H2O2 originando um composto intermediário HRPFe(IV)=O 

conforme é apresentado na Reação 1
123

, o qual reage com a HQ resultando no 

retorno da enzima para a sua forma nativa HRPFe(III) e a formação da BQ  

(Reação 2), a qual é reduzida na superfície eletródica
124,125,126

 em um processo 

eletrocatalítico originando o sinal analítico proporcional à concentração do 

biomarcador miRNA-203 conforme é apresentado na Reação 3. 

 

 

Os estudos de hibridização para formação do bioconjugado  

PMSc-HRP-DNACp foram realizados variando a concentração da DNACp de 0,0 
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(ausência) a 25,0 nmol L
−1

. Posteriormente, cada suspensão contendo os 

bioconjugados preparados em diferentes concentrações foram adicionados aos 

µSED-DNASd para realizar a incubação seguida das medidas eletroquímicas 

utilizando a técnica de amperometria em fluxo após a injeção da solução de 

detecção contendo HQ 2,0 mmol L
−1

 e H2O2 0,2 mmol L
−1

 preparada em  

PBS 10,0 mmol L
−1

. A FIGURA 29 apresenta os amperogramas obtidos no estudo. 

 

 
FIGURA 29 - Amperogramas registrados em diferentes concentrações de  

DNACp utilizando o µSED. Vazão de 100 μL min
−1

, E = −0,25 V, solução de 

detecção H2O2 0,2 mmol L
−1

 e HQ 2,0 mmol L
−1

. 

 

A FIGURA 29 mostra claramente um aumento no sinal analítico com 

o aumento da concentração de DNACp no processo de hibridização. Este efeito 

pode ser explicado pelo fato do aumento da concentração do biomarcador resultar 

em uma maior quantidade de sequências da DNASc (presentes nas PMs) ligadas à 

DNACp o que faz com que mais sequências na região terminal da DNASc estejam 

disponíveis para sofrer hibridização na sequência complementar (DNASd) ancorada 

na superfície do WE presente no µSED-DNASd.e consequentemente um aumento na 



68 

 

resposta de corrente transiente, uma vez que quanto mais sequências se ligarem aos 

eletrodos no µSED mais partículas magnéticas, oriundas do bioconjugado  

PMSc-HRP-DNACp, estarão ligadas no µSED-DNASd e por sua vez um maior 

número de enzimas HRP. Na FIGURA 29 é possível observar um sinal na ausência 

da DNACp (linha preta), esse efeito pode ser explicado pelo fato de que uma 

pequena quantidade do bioconjugado (PMSc-HRP) pode ser adsorvida no canal 

microfluídico do µSED-DNASd (apesar da realização de lavagem com a solução 

carreadora de PBS-TW20 pH 6,5) originando uma resposta após a injeção da 

solução de detecção HQ e H2O2. 

Apesar dos resultados promissores apresentados com a marcação 

eletroquímica com a enzima HRP para a detecção do miRNA-203, este método 

necessita da realização da hibridização entre a DNASc e a DNACp separadamente 

das PMs e da enzima HRP, uma vez que esta enzima perde atividade com o 

aumento da temperatura, em aproximadamente 55 ºC
127

. O método necessita de 

uma etapa de aquecimento empregando 85 ºC para promover a desnaturação e 

consequente abertura do anel da sequência de captura DNASc. Portanto, utilizar 

PMs previamente conjugadas com a enzima HRP e a DNASc para realizar os 

ensaios de hibridização irá requerer uma etapa adicional após a captura do alvo o 

que resulta em um maior tempo (aproximadamente 45 min para o preparo das PMs) 

para a realização dos experimentos com possibilidade de perda do analito 

utilizando esta estratégia de detecção eletroquímica de miRNA-203. 

Diante disso, outra estratégia de detecção eletroquímica do 

biomarcador miRNA-203 foi avaliada utilizando as AuNPs como marcador 

eletroquímico em virtude deste material ser compatível com biomoléculas, sendo 

que nesta estratégia a etapa de aquecimento não irá apresentar problemas vindo a 

ser promissor para o desenvolvimento de um método simples para detecção de 

miRNA, sem necessidade de realizar as etapas morosas da técnica de RT-PCR que 
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envolve a transcrição da sequência de RNA para DNA seguida da etapa de 

amplificação via reação de cadeia de polimerase. 

 

 

4.3 - Estudos eletroquímicos preliminares com as AuNPs 

empregando os SEDs 

 

Inicialmente, a fim de avaliar o comportamento eletroquímico das 

AuNPs foram realizadas medidas com os SEDs utilizando a técnica de DPV  

(do inglês, Differential Pulse Voltammetry) na ausência e na presença das AuNPs 

utilizando como eletrólito de suporte uma solução de HCl 0,2 mol L
−1

, as medidas 

eletroquímicas utilizando AuNPs têm sido comumente realizadas utilizando HCl 

como eletrólito de suporte
76,128,129

. A FIGURA 30 apresenta as curvas de DPV 

obtidas utilizando o SED.  

Neste estudo, inicialmente foi realizada a aplicação de um potencial de 

+1,25 V durante 120 s resultando na oxidação do Au presente nas AuNPs para 

Au(III) que na presença dos íons Cl

 forma o íon complexo [AuCl4]


, 

imediatamente após a oxidação eletroquímica, foi realizada uma varredura de 

potencial de +1,10 a −0,15 V, vs. Ag/AgCl originando um pico catódico  

(FIGURA 30, linha rosa) devido a redução do Au(III) para Au conforme é 

apresentado na Reação 4
130

. A medida de DPV realizada na presença das AuNPs 

resultou no surgimento de um pico em aproximadamente 0,32 V oriundo do 

processo de redução do ouro presente nas AuNPs. 

 

 [AuCl4]


+ 3e

Aus + 4Cl


Reação 4 
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FIGURA 30 – Medidas de DPV registradas na ausência e presença de AuNPs  

 em HCl 0,2 mol L
−1

 1:1 (v/v). Edep = +1,25 V, tdep = 120 s, v = 40 mV, ∆Es = 4 mV 

e a = 40 mV s
−1

. 

 

Posteriormente, foram realizados novos estudos eletroquímicos 

utilizando a técnica de SWV (do inglês, Square Wave Voltammetry) utilizando as 

AuNPs preparadas em solução aquosa de HCl nas mesmas condições anteriores 

conforme será apresentado no item a seguir. 

 

 

4.4 - Otimização dos parâmetros eletroquímicos da SWV 

 

Além da técnica de DPV, também foram realizados estudos utilizando 

a SWV na presença das AuNPs nas mesmas condições experimentais da  

FIGURA 30 a fim de obter uma maior intensidade de sinal analítico com uma 

melhor resolução de pico e maior rapidez nas medidas eletroquímicas. Para isto, 

inicialmente, realizaram-se medidas de SWV em diferentes valores de potencial de 

eletrodeposição (Edep) e tempo de eletrodeposição (tdep). A FIGURA 31-A apresenta 
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os voltamogramas obtidos em diferentes valores de tdep utilizando  

Edep = +1,25 V, ao passo que a FIGURA 31-B apresenta os valores de ip medidos 

em diferentes Edep e tdep. 

Na FIGURA 31-A é possível observar uma melhora significativa na 

intensidade de sinal e no perfil voltamétrico dos voltamogramas registrados para a 

suspensão de AuNPs em HCl 0,2 mol L
−1

 empregando a técnica de SWV. As 

medidas realizadas por DPV resultaram em uma menor intensidade de sinal e uma 

pior resolução de pico conforme apresentado na FIGURA 30. Assim, os 

voltamogramas registrados empregando a SWV apresentaram respostas com uma 

maior intensidade de corrente (5 vezes maior) e melhor perfil voltamétrico do que 

os registrados por DPV demonstrando que a SWV pode ser aplicada para a 

detecção da presença de AuNPs de forma rápida e adequada para o 

desenvolvimento do método eletroanalítico utilizando as AuNPs como marcador 

eletroquímico. 

 

 
FIGURA 31 - A) Medidas de SWV registradas com as AuNPs em HCl 0,2 mol L

−1
 

utilizando diferentes valores de tdep. Edep = +1,25 V, f = 30 Hz, a = 40 mV,  

∆Es = 3 mV. B) ip medida para diferentes valores de Edep e tdep.  
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O aumento dos valores de Edep e tdep resultou em uma maior 

intensidade de sinal para o Au nas medidas voltamétricas realizadas por SWV, 

sendo que os maiores valores de ip foram observados para as medidas realizadas 

com Edep = +1,25 V e tdep = 120 s conforme pode ser observado na FIGURA 31-B. 

Portanto, a SWV foi escolhida para a realização dos estudos subsequentes 

mantendo o valor de Edep = +1,25 V e tdep = 120 s empregando os SEDs. 

As condições experimentais da FIGURA 31 foram mantidas para a 

realização dos estudos de otimização dos parâmetros da SWV. O primeiro 

parâmetro otimizado foi a frequência (f). Neste estudo, as medidas eletroquímicas 

foram realizadas variando a f de 10 a 50 Hz. Os voltamogramas obtidos neste 

estudo são apresentados na FIGURA 32. 

 

 
FIGURA 32 - A) SWV registrados com AuNPs em HCl utilizando diferentes 

valores de f. Edep = +1,25 V, tdep = 120s, a = 40 mV, ∆Es = 3 mV. B) -ipAu para os 

diferentes valores f. 

 

Os voltamogramas apresentados na FIGURA 32-A demonstram um 

aumento nos picos de redução do ouro com o aumento dos valores de f de 10 a  

50 Hz. No entanto, também ocorreu uma piora na repetitividade com o aumento 

deste parâmetro (FIGURA 32-B). O valor de f igual a 30 Hz apresenta uma 

melhora na intensidade de sinal com uma repetitividade (desvio padrão = 0,64) 
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melhor do que a apresentada utilizando f = 50 Hz (desvio padrão = 0,82) nas 

medidas eletroquímicas conforme apresentado na FIGURA 32-B. Assim, o valor de 

f = 30 Hz foi selecionado para a realização dos estudos subsequentes de otimização 

dos parâmetros da SWV. 

Em seguida, avaliou-se a influência de diferentes valores de amplitude 

de pulso (a) na resposta para o ouro. Para isto, o parâmetro foi variado de 10 a  

50 mV conforme apresenta a FIGURA 33. A FIGURA 33-A mostra claramente 

uma melhora na resposta quando o valor de a foi aumentando. Além disso, 

apresentou uma boa repetitividade nas medidas por SWV quando este parâmetro 

foi aumentado (ver FIGURA 33-B) apesar de ocorrer um pequeno alargamento nos 

picos de redução do ouro nos voltamogramas com o aumento dos valores de a 

(FIGURA 33-A). Assim, o valor de a igual a 50 mV foi escolhido uma vez que 

com este valor obteve-se uma maior intensidade de sinal sem prejudicar a 

repetitividade das medidas eletroquímicas. 

 

 

FIGURA 33 - A) Medidas de SWV registradas com AuNPs em HCl 0,2 mol L
−1

 

utilizando diferentes valores de a. Edep = +1,25 V, tdep = 120s, f = 30 Hz,  

∆Es = 3 mV. B) -ipAu para os diferentes valores de a. 
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Posteriormente, realizou-se a otimização do incremento de  

potencial (∆Es) variando o parâmetro de 1 a 3 mV conforme é apresentado na 

FIGURA 34-A e 34-B. 

 

 
FIGURA 34 - A) SWV registradas com as AuNPs em HCl utilizando diferentes 

valores de ∆Es. Edep = +1,25 V, tdep = 120s, f = 30 Hz, a = 50 mV. B) -ipAu para os 

diferentes valores ∆Es. 

 

Na FIGURA 34-A e 34-B é possível observar um aumento no sinal 

analítico com o aumento no valor do ∆Es. As medidas realizadas utilizando  

o ∆Es = 3 mV apresentaram respostas com valores de corrente maiores e com uma 

repetitividade melhor do que as medidas com ∆Es = 2 mV (FIGURA 34-B). Não 

foram avaliados valores de ∆Es acima de 3 mV, pois observou-se uma pequena 

diferença de sinal nas medidas com ∆Es igual a 2 e 3 mV. Entretanto, As medidas 

de SWV realizadas empregando ∆Es = 3 mV apresentaram melhor perfil 

voltamétrico e repetitividade (comparando com as medidas com ∆Es = 2 mV). 

Assim, o valor escolhido de ∆Es foi igual a 3 mV. 

A TABELA 4 apresenta a faixa avaliada e os parâmetros selecionados 

da SWV nos estudos de otimização. 
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TABELA 4 - Faixa avaliada e parâmetros otimizados da SWV. 

Parâmetro Faixa avaliada Selecionado 

Edep +0,85 a +1,25 V +1,25 V 

tdep 50 a 120 s 120 s 

f 10 a 50 Hz 30 Hz 

a 10 a 50 mV 50 mV 

∆Es 1 a 3 mV 3 mV 

 

Portanto, os parâmetros otimizados para as medidas com a técnica de 

SWV foram: Edep = +1,25 V, tdep = 120 s, f = 30 Hz, a = 50 mV e ∆Es = 3 mV. Com 

estes parâmetros as medidas voltamétricas mostraram-se rápidas, necessitando de 

apenas 120 s para serem realizadas e com picos de corrente de redução de Au(III) 

com um ótimo perfil. Assim, estas condições foram mantidas e empregadas nos 

ensaios para a detecção eletroquímica indireta do biomarcador miRNA-203 

utilizando as AuNPs como marcador eletroquímico. 

 

 

4.5 - Detecção do biomarcador miRNA-203 

 

Após a otimização dos parâmetros da SWV foram realizados estudos 

para a captura do biomarcador miRNA-203 utilizando as PMs decoradas com a 

DNASc (PMSc) e as AuNPs decoradas com a DNASd (AuNPsSd), de forma a obter a 

formação do bioconjugado PMSc-DNACp-AuNPsSd conforme o procedimento 

descrito na Seção 3.5.1. Assim, os ensaios de hibridização utilizando a PMSc, 

DNACp e AuNPsSd foram realizados avaliando duas concentrações de  

DNACp, 0,5 e 10,0 pmol L
−1

. A detecção de DNACp foi realizada após a adição do 

bioconjugado formado PMSc-DNACp-AuNPsSd no SED (contendo imãs de neodímio 

posicionados na parte de trás de cada WE, ver FIGURA 13-K ) utilizando uma 

solução de HCl 0,2 mol L
−1

 como eletrólito de suporte. Para isto, um volume de 
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10,0 µL da dispersão contendo o bioconjugado foi adicionado em cada WE do 

arranjo de 8 eletrodos do SED. 

Após 5 min retirou-se o excesso de solução empregando papel 

absorvente e foram adicionados 75,0 µL de HCl 0,2 mol L
−1

 à cada CE do SED. 

Em seguida, foram realizadas as medidas utilizando a SWV aplicando um  

Edep = +1,25 V vs. pseudo-referência de Ag/AgCl por 120 s seguida da varredura de 

+1,10 a −0,15 V possibilitando a detecção eletroquímica por meio da redução 

eletroquímica do ouro presente no bioconjugado PMSc-DNACp-AuNPsSd, o qual foi 

previamente oxidado na etapa anterior, levando a formação de um pico em 

aproximadamente +0,3 V. Na FIGURA 35 são apresentados os voltamogramas 

utilizando a SWV registrados após a adição dos bioconjugados ao SED. 

 

 
FIGURA 35 – SWV registrados com HCl 0,2 mol L

-1
 na (−) ausência de DNACp e 

em diferentes concentrações de DNACp para a formação do bioconjugado: (−) 0,5 e 

(−) 10,0 pmol L
−1

. Edep = +1,25 V, tdep = 120 s, a = 50 mV, ∆Es = 3 mV, f = 30 Hz. 
 

Os voltamogramas de SWV apresentados na FIGURA 35 demonstram 

que um aumento na corrente de pico de redução do ouro ocorre quando a 
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concentração de DNACp também é aumentada no processo de hibridação. Este 

efeito pode ser explicado pelo fato de que mais DNACp foram capturadas via 

hibridização com a sequência de DNASc ligada na PMSc deixando mais sequências 

terminais disponíveis para se ligar à DNASd, imobilizada nas AuNPsSd, aumentando 

a quantidade de AuNPsSd no bioconjugado, o que resulta em um aumento no pico 

de redução do ouro nas medidas de SVW. 

A FIGURA 36 apresenta uma ilustração do processo de hibridização 

com a DNASc (presente na PMSc) e o miRNA-203 seguido da ligação com a DNASd 

(presente na AuNPsSd). Como a DNACp apresenta a mesma sequência de 

nucleotídeos (ver TABELA 1) que o miRNA-203 com exceção das bases de U que 

são substituídas por bases T, a hibridização com a DNASc ocorre tanto com a 

DNACp quanto com o miRNA-203. Na FIGURA 36-A é possível observar a 

sequência da DNASc na forma de um hairpin loop de DNA a qual forma um ―laço‖ 

devido a sequência de nucleotídeos complementares nas regiões terminais da fita 

simples de DNA
131

. A sequência de DNA de captura foi elaborada de forma que a 

sequência de nucleotídeos da região central seja complementar a sequência do 

miRNA alvo (miRNA-203). Assim, com o aumento da temperatura ocorre a 

desnaturação e a abertura do ―laço‖ no DNA de captura
132,133

. 
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FIGURA 36 – Representação esquemática do processo de hibridização da DNASc 

com o miRNA-203 seguido da ligação com a DNASd. 

 

Com o resfriamento da dispersão, os nucleotídeos na região central 

(em vermelho) da DNASc estarão disponíveis para hibridizar com o miRNA-203 

(FIGURA 36-B), uma vez que ambos são complementares. Assim as sequências de 

DNASc que foram hibridizadas com o miRNA-203 não irão voltar a forma de uma 
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alça deixando livre a sequência de nucleotídeos nas regiões terminais. Assim 

posteriormente, é realizada a adição de uma nova sonda de DNA (DNASd) com 

uma sequência de nucleotídeos complementares à região terminal da sequência da 

DNASc possibilitando a ligação da DNASd na DNASc conforme pode ser visualizado 

na FIGURA 36-C. Diante disso, espera-se que o aumento da concentração de 

miRNA-203 resulte em um aumento do sinal analítico uma vez que irá aumentar a 

quantidade de AuNPs presentes no bioconjugado, conforme foi demonstrado na 

FIGURA 35. 

Portanto, nota-se que o método eletroanalítico proposto apresenta uma 

resposta para a detecção eletroquímica indireta de miRNA-203, em que o método 

consegue diferenciar níveis de concentrações de miRNA-203 presentes no meio. 

 

 

4.6 - Construção da curva analítica 

 

Posteriormente, foram realizados novos estudos de hibridização 

empregando a solução padrão de DNACp variando a sua concentração no intervalo 

de 1,0 a 500,0 fmol L
−1

 a fim de construir uma curva analítica para a DNACp. Após 

a hibridização, os bioconjugados formados (PMSc-DNACp-AuNPsSd) utilizando 

diferentes concentrações de miRNA-203 foram adicionados ao SED para a 

realização das medidas eletroquímicas. Na FIGURA 37-A são apresentados os 

voltamogramas de SWV obtidos para diferentes concentrações de DNACp ao passo 

que na FIGURA 37-B é apresentada a curva analítica obtida para a DNACp. 
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FIGURA 37 - A) SWV registrados em diferentes concentrações de DNACp 

empregando HCl 0,2 mol L
−1

. Edep = +1,25 V, tdep = 120 s, a = 50 mV, ∆Es = 3 mV, 

f = 30 Hz. B) Curva analítica obtida a partir dos dados de A). 
 

A curva analítica obtida apresentou resposta linear no intervalo de 1,0 

a 500,0 fmol L
−1

de acordo com a equação −ipAu (µA) = −0,001 + 0,130 log 

[DNACp] (fmol L
−1

) e com r
2
 igual a 0,991. O limite de detecção (LD) do método 

foi calculado utilizando a Equação 2. 

 

                                           
m

3S
LD b Equação 2 

onde m é a inclinação da curva analítica e Sb, o desvio padrão do branco
134

. 

 

O desvio padrão do intercepto da curva analítica (n = 4) foi utilizado 

para estimar o valor do Sb
135

, o valor de LD calculado foi de 0,52 fmol L
−1

, ou seja,  

3,70 fg mL
−1

. O limite de quantificação (LQ) foi calculado utilizando a Equação 3. 

 

                                           
m

10S
LQ b Equação 3 
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O valor calculado de LQ encontrado foi de 1,57 fmol L
−1

  

(10,82 fg mL
−1

). Nota-se que os valores de LD e LQ calculados foram bastante 

coerentes, uma vez que o primeiro ponto da curva analítica é igual a 1,0 fmol L
−1

 e 

o valor de LQ neste método está um pouco acima do primeiro ponto da curva  

analítica (1,57 fmol L
−1

). 

No caso da amostra do branco (FIGURA 37-A, curva preta), foi 

realizada a hibridização da mesma maneira que para as diferentes concentrações de 

DNACp da curva analítica (FIGURA 37-B), mas sem a adição de DNACp na 

suspensão contendo as PMSc. Assim, a sequência de DNASc presente na PMSc 

desnatura na etapa de aquecimento, mas como não há DNACp para se ligar a ela, a 

fita simples hibridiza formando a alça novamente não permitindo ocorrer a 

hibridização com a DNASd presente na AuNPsSd. 

Analisando a FIGURA 37-A (curva preta), é possível observar que o 

branco apresentou um sinal analítico menor do que o sinal de todas as 

concentrações de DNACp, esse baixo sinal analítico provavelmente se deve à 

ligação não efetiva de AuNPsSd ao bioconjugado, como por exemplo a adsorção das 

AuNPsSd no bioconjugado. No entanto, o sinal do branco não chega a apresentar 

problemas para o método desenvolvido, o que pode ser observado pelo excelente 

LD obtido e pela resposta linear em uma ampla faixa de concentrações de DNACp. 

Além disso, o sinal do branco sempre foi descontado em todos os experimentos, o 

que permite o registro confiável apenas do sinal analítico do biomarcador presente 

no meio. 

Vários métodos eletroanalíticos têm sido reportados na literatura para a 

detecção e quantificação de miRNAs. A TABELA 5 apresenta alguns métodos 

eletroquímicos relatados na literatura para a determinação de miRNAs e bem como 

o método proposto para comparação. 
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TABELA 5 - Métodos eletroanalíticos reportados para detecção de miRNA. 
Tipo de Sensor Técnica LD /  

fmol L
−1

 

Referência 

GCE com AuNPs e grafeno Cronoamperometria 60 
103

 

GCE com nano-Pd-miRNA CV 1.870 
136

 

EM com Au e DNA EIS 1,0 
137

 

EM com ITO DPV 1.000 
138

 

EM com Au e oligonucleotídeo EIS 1,0 
139

 

Eletrodo impresso de carbono DPV 29.000 
140

 

EM com oligonucleotídeo SWV 56 
141

 

Eletrodo de Au magnético DPV 0,20 
97

 

EM com Au e Mo DPV 0,03 
104

 

EG induzido a laser DPV 10,0 
142

 

SED Magnético SWV 0,52 Este 

Trabalho 

EM: eletrodo modificado, ITO: óxido de estanho dopado com índio, EG: eletrodo de grafeno, 

EIS: Espectroscopia de impedância eletroquímica. 
 

Os métodos eletroanalíticos descritos na TABELA 5 apresentam 

valores de LD próximos ao encontrado pelo método proposto empregando o SED. 

Poucos métodos relatam valores de LD mais baixos do que o método proposto 

neste trabalho, como por exemplo, os métodos desenvolvidos por  

Wang et al.
97

 e J. Zhang e X. Hun
104

. O sensor desenvolvido por Wang et al.
97

 não 

é um sensor descartável e os eletrodos precisam ser polidos com solução de 

alumina previamente a realização das medidas eletroquímicas, o que pode provocar 

problemas de contaminação e o fornecimento de resultados imprecisos na 

quantificação dos miRNAs dificultando a aplicação deste sensor em análises point-

of-care. Além disso, o método é bastante demorado, a preparação das AuNPs 

modificadas com oligonucleotídeos necessita de mais de 50 h para finalização, o 

preparo das PM com as sondas de oligonucleotídeos envolveu tempos de 2 a 3 h e o 



83 

 

processo de hibridização com o miRNA foi realizado com 1 h. Ademais, o WE 

utilizado pelos autores também apresenta uma área eletroativa maior do que o 

utilizado nos SEDs, uma vez que o diâmetro do WE utilizado neste trabalho foi 

igual a 4 mm. Os autores obtiveram uma faixa linear de 5 a 600 fmol L
−1

 para o 

miRNA-182 e de 1 a 800 fmol L
−1

 para o miRNA-381, ou seja, apesar deste 

método apresentar um menor valor de LD, o primeiro ponto da curva analítica 

apresentado foi acima do obtido neste trabalho no caso do miRNA-182 e para o 

miRNA-381 o primeiro ponto da curva analítica deles foi igual ao apresentado 

neste trabalho. Portanto, o método desenvolvido pelos autores apresenta algumas 

limitações o que pode dificultar a aplicação deste método na determinação de 

miRNA. 

J. Zhang e X. Hun
104

 também desenvolveram um método moroso para 

a detecção dos miRNAs de aproximadamente 24 h para realizar o preparo do 

bioconjugado e hibridização com o miRNA, além de não utilizarem um SED sendo 

necessário realizar o polimento do WE. Além disso, o método utiliza solvente 

orgânico para a modificação do WE, o que deve ser evitado, devido a geração de 

resíduos tóxicos e a necessidade de cuidados especiais para a preparação do sensor. 

Portanto, apesar de alguns dos métodos descritos na literatura 

apresentarem valores de LD menores do que o encontrado neste trabalho, estes 

métodos utilizam sensores que não são descartáveis além de empregar um maior 

tempo para a realização das medidas eletroquímicas e reagentes que podem ser 

nocivos à saúde. Além disso, os nanomateriais utilizados no método proposto são 

relativamente simples e já se encontra fabricantes no país destes compostos. Além 

disto, o método eletroanalítico proposto neste trabalho tem como principal 

vantagem a utilização de sensores descartáveis de baixo custo  

(o custo aproximado para produzir um SED é menor do que R$ 0,50) com análises 

mais rápidas do que vários métodos eletroanalíticos descritos na  
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literatura e muito mais rápidas do que as análises utilizando RT-PCR que é o 

padrão ouro para detecção de miRNA e um custo muitas vezes mais baixo, devido 

a quantidade de insumos e etapas necessárias nesta técnica. O custo de uma análise 

com o método analítico proposto é de aproximadamente 40 reais (considerando 

todos os materiais empregados no método), a técnica de RT-PCR utilizada para o 

diagnóstico de COVID-19, por meio da detecção do RNA do vírus SARS-CoV-2 

possui um custo que pode variar de 193 a 390 reais
143,144,145

. Assim, o método 

analítico desenvolvido neste trabalho descreve um custo bastante inferior ao 

apresentado pela técnica de RT-PCR, possibilitando a aplicação do método para a 

quantificação de miRNAs com um custo bastante inferior ao da técnica de  

RT-PCR. 

Apesar de o método desenvolvido para a detecção e quantificação de 

miRNA-203 neste trabalho também utilizar um tempo longo para o preparo das 

PMSc e AuNPsSd. Ambos os bioconjugados podem ser utilizados por várias 

semanas (armazenados a 4 ºC e protegidos da luz) devido a estabilidade 

característica do DNA, principalmente quando comparado com proteínas, sendo 

necessário realizar apenas a hibridização e a marcação eletroquímica com as 

AuNPs durante as análises das amostras para a quantificação do biomarcador 

miRNA-203, o que torna o método proposto bastante atrativo para o diagnóstico de 

CCP. Assim, o método eletroanalítico proposto apresenta diversas vantagens frente 

aos métodos reportados na literatura as quais destacam a utilização de sensores 

descartáveis, análises rápidas e portabilidade. 
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4.7 - Quantificação de miRNA-203 em amostras de linhagens de 

células e linfonodos 

 

Uma vez otimizados todos os parâmetros, o método proposto foi 

avaliado para a quantificação de miRNA-203 em amostras de linhagens de células 

tumorais. Todas as amostras de linhagens de células tumorais foram fornecidas 

pelo Hospital de Amor já previamente lisadas. Para controle negativo foram 

utilizadas amostras de linhagens de células T leucêmicas Jurkat
146

 e como controle 

positivo amostras de linhagens de células derivadas de carcinoma epidermoide de 

língua (SCC25)
147

. Os ensaios de hibridização foram realizados após a diluição das 

amostras em tampão HEPES 10,0 mmol L
−1

 pH 7,0 (contendo NaCl  

100,0 mmol L
−1

, KCl 25,0 mmol L
−1

 e MgCl2 10,0 mmol L
−1

) para uma 

concentração final de RNA total igual a 0,1 pg L
−1

 seguindo o mesmo 

procedimento realizado na construção da curva analítica. A concentração de 

miRNA-203 em todas as amostras não foi informada, apenas a concentração de 

RNA total em ng µL
−1

. Assim, a unidade em ng µL
−1

 foi adotada nos estudos de 

quantificação de miRNA-203, uma vez que as amostras de RNA total contém 

também outros miRNAs (desconhecidos) diferentes do miRNA-203 oque 

impossibilita a conversão da unidade em g L
−1

 para mo L
−1

. 

A FIGURA 38 apresenta os valores obtidos para a quantificação de 

miRNA-203 nas amostras de linhagens de células Jurkat utilizadas como controle 

negativo e para controle positivo: SCC25-A e SCC25-B por meio da utilização da 

curva analítica. Na FIGURA 38 observa-se que o método eletroanalítico 

desenvolvido consegue diferenciar os níveis de concentração de miRNA-203 nas 

amostras de linhagens celulares, uma vez que a quantidade encontrada do 

biomarcador nas amostras controle negativo é bastante baixa quando comparada à 

quantidade encontrada nas amostras controle positivo (SCC25-A e SCC25-B). As 
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amostras de linhagem de células Jurkat e SCC25-A possuem uma quantidade de 

RNA total igual a 10 ng µL
−1

 e a amostra SCC25-B apresenta uma quantidade de 

RNA total de 37 ng µL
−1

. 

 

 
FIGURA 38 - Concentrações encontradas de miRNA-203 nas amostras de 

linhagens celulares Jurkat, SCC25-A e SCC25-B. 
 

Portanto, as quantidades determinadas de miRNA-203 nas amostras 

são coerentes, uma vez que a amostra com maior quantidade de RNA total 

(SCC25-B, 37 ng µL
−1

) apresenta uma maior quantidade de miRNA-203 conforme 

pode ser observado na FIGURA 38 (coluna azul). Além disso, estas amostras 

possuem outros miRNAs além do miRNA-203, o que mostra claramente a 

seletividade do método eletroanalítico desenvolvido para a quantificação de 

miRNA-203, uma vez que a PMSc possui a DNASc projetada para capturar apenas o 

miRNA-203 (ver FIGURA 36). 

Posteriormente, o método eletroanalítico proposto também foi 

empregado para a quantificação de miRNA-203 em amostras de RNA total obtidas 
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a partir de linfonodos de indivíduos saudáveis e pacientes portadores de CCP. A 

análise das amostras de 18 indivíduos foi realizada baseado em estudo duplo-cego 

sendo os resultados obtidos pelo método nas amostras com códigos aleatórios e 

posteriormente comparados com os resultados fornecidos pelo CPOM. Os 

resultados obtidos pelo método proposto e pelo método comparativo de RT-PCR, 

realizado pelo CPOM do HA, são apresentados na FIGURA 39. 

Os resultados apresentados na FIGURA 39 demonstram que o método 

eletroanalítico proposto é capaz de diferenciar os níveis do biomarcador  

miRNA-203 presente nas amostras de pacientes, pois há uma grande diferença do 

valor encontrado de miRNA-203 quando se compara a quantidade obtida pelas 

amostras de pacientes saudáveis e portadores de CCP. Além disso, ao comparar os 

valores encontrados de miRNA-203 nas amostras de pacientes (saudáveis e 

portadores de CCP) com as respostas obtidas pelo método de RT-PCR, nota-se que 

os resultados são concordantes conforme pode ser observado na FIGURA 39. 

 

 
FIGURA 39 - Concentrações encontradas de miRNA-203 obtidas com o método 

proposto e os resultados obtidos por RT-PCR nas amostras de linfonodos de 

pacientes com CCP. 
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Os valores encontrados de miRNA-203 possuem discrepância na 

comparação com os sinais obtidos por RT-PCR em algumas análises, o que pode 

ser justificado pelo fato desses resultados (RT-PCR) apresentarem apenas uma 

réplica da análise de cada amostra ao passo que os resultados apresentados com o 

método eletroanalítico proposto descrevem o valor médio da concentração de 

miRNA-203 encontrada com desvio padrão. 

Portanto, o método proposto utilizando SED pode ser utilizado como 

uma alternativa de baixo custo e rápida para o diagnóstico de CCP. O método 

proposto apresenta uma vantagem adicional ao RT-PCR que é o fato de o método 

permitir quantificar o biomarcador nas amostras de pacientes e não apenas realizar 

a comparação de sinais entre pacientes controle e portadores da doença como é o 

caso da técnica de RT-PCR, uma vez que ela trabalha com porcentagem e não 

concentração de miRNA. Além disso, o método aqui proposto permite a detecção 

de miRNAs diretamente sem a necessidade das etapas de transcrição dos miRNAs 

em cDNA e de amplificação que requerem uma quantidade significativa de 

insumos e de tempo para serem realizadas. Sabendo-se a concentração real do 

biomarcador na amostra, pode-se então realizar um diagnóstico mais confiável, 

rápido e preciso. O método proposto pode ser utilizado para outros miRNAs, tanto 

em amostras de sangue quanto em amostras de tecido, sendo necessário apenas 

modificar a sequência de nucleotídeo na região da alça no DNA hairpin. 
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5 - CONCLUSÕES 
 

A utilização do sistema microfluídico para a detecção do biomarcador 

miRNA-203 não foi promissora, em virtude da necessidade de aquecimento para a 

hibridização do miRNA-203 com a DNASc, uma vez que a HRP precisa ser 

imobilizada nas PMs após a etapa de aquecimento para garantir a utilização da 

enzima de forma segura sem a perda de sua atividade. Assim, a utilização deste tipo 

de sistema gera um maior consumo tanto de PMs quanto de marcador 

eletroquímico se comparado ao sistema de detecção utilizando o SED e as AuNPs 

como marcador eletroquímico. Além disso, esse método necessita da utilização de 

gás N2 e bomba microfluídica o que pode dificultar a portabilidade do dispositivo 

comprometendo a sua utilização em análises point-of-care. 

O novo método proposto para a captura de miRNA-203 foi aplicado 

com sucesso demonstrando a formação do bioconjugado PMSc-miRNA203-

AuNPsSd através dos ensaios de hibridização o qual foi confirmado pelas medidas 

eletroquímicas, MET e EDX. O método eletroanalítico proposto empregando o 

SED pode ser empregado como uma alternativa rápida e de baixo custo para o 

diagnóstico de CCP podendo também ser adaptado para o diagnóstico de outras 

doenças por meio da detecção de miRNAs como biomarcadores. O custo 

aproximado para fabricação de um SED é menor do que R$ 0,50 (US$ 0,09), como 

o SED possui 8 células eletroquímicas cada célula eletroquímica apresenta um 

custo de menos de R$ 0,06. Os SEDs são de rápida e fácil fabricação podendo ser 

facilmente fabricados em grande escala. Além disso, cada SED permite a realização 

de 8 medidas eletroquímicas de diferentes amostras, ou mesmo, utilizar 5 células 

para a curva analítica as outras 3 para as amostras o que é uma vantagem em 

relação aos dispositivos com somente um sensor. 

Atualmente, a técnica de RT-PCR tem sido amplamente empregada 

para o diagnóstico de COVID-19, por meio da detecção do RNA do vírus SARS-
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CoV-2. Este tipo de análise apresenta um custo que pode chegar a 390 reais
145

 e na 

maioria dos casos as amostras precisam ser transportadas para outras cidades 

devido à indisponibilidade dos equipamentos para as análises de RT-PCR. Cada 

análise utilizando o método analítico proposto apresenta um custo de 

aproximadamente 40 reais (considerando as oito réplicas do SED), ou seja, um 

custo bastante inferior ao apresentado pela técnica de RT-PCR, o que indica que o 

método desenvolvido pode ser uma alternativa de baixo custo bastante atrativa para 

análises de amostras contendo miRNAs. 

Ademais, o método eletroanalítico desenvolvido possui uma vantagem 

adicional em relação às análises realizadas por RT-PCR, que é o fato de o método 

ser capaz de quantificar o biomarcador miRNA-203 em amostras de pacientes, e 

não apenas realizar a comparação de sinais entre pacientes controle (saudáveis) e 

doentes como no caso das análises realizadas por RT-PCR. Apesar de o método ter 

sido aplicado apenas para amostras de linhagens celulares e de linfonodos, o 

método também pode ser aplicado em outras amostras biológicas tais como plasma 

sanguíneo, saliva e secreções corporais, uma vez que o método é ultrassensível para 

a detecção de miRNA-203, apresentando um baixo LD igual a 0,52 fmol L
−1

. 

Portanto, o método proposto neste trabalho permite a detecção e 

quantificação direta de miRNA-203, ou seja, sem a necessidade das etapas de 

transcrição dos miRNAs em cDNA e de amplificação que são morosas e requerem 

uma quantidade de insumos significativa. Conhecendo a concentração dos 

biomarcadores miRNA na amostra, é possível realizar um diagnóstico de CCP mais 

confiável e preciso. 
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