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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE METODQ ELETROANAL’I'TICO
UTILIZANDO SENSORES ELETROQUIMICOS DESCARTAVEIS
PARA DETECCAO DO BIOMARCADOR MIRNA-203 VISANDO O

DIAGNOSTICO DE CANCER DE CABECA E PESCOCO. Um grande
esforco tem sido realizado no desenvolvimento de novos métodos analiticos para a
deteccdo de biomarcadores visando o diagndstico de cancer. Diante disso, neste
trabalho foi desenvolvido um método eletroanalitico empregando sensores
eletroquimicos descartaveis (SEDs) de baixo custo para o diagndstico precoce de
cancer de cabeca e pescoco (CCP) de forma simples, rapida e precisa. Os SEDs
foram fabricados utilizando uma impressora de recorte para artesanato e materiais
descartaveis, tais como folhas de poliéster (transparéncia para impressora a laser),
adesivos de vinil, mascaras de polaseal (plastico para plastificacdo), tintas
condutora de carbono e Ag/AgCIl. Todos os eletrodos presentes no SED foram
fabricados empregando a técnica de serigrafia, os quais foram utilizados para a
deteccdo do biomarcador microRNA-203 (miRNA-203) relacionado ao CCP. O
método analitico para a deteccdo de miRNA-203 foi desenvolvido utilizando uma
sequéncia de DNA sonda de captura (DNAs.) a qual foi imobilizada em particulas
magnéticas (PMs) para captura do miRNA-203 (PMs.) por meio de ensaios de
hibridizacdo resultando na formacdo do bioconjugado PMs.-miRNA-203, apods a
captura do miRNA-203 uma sequéncia de DNA sonda de deteccdo (DNAgg)
complementar a DNAg. foi imobilizada em nanoparticulas de ouro (AuNPSgg)
permitindo a sua ligacdo na regido terminal da DNAg. formando o bioconjugado
PMs.-miRNA203-AuNPssy. O bioconjugado formado foi caracterizado utilizando
as técnicas de Microscopia Eletronica de Varredura, Microscopia Eletronica de
Transmissdo, e Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios-X. O sinal
analitico foi obtido empregando a técnica de Voltametria de Onda Quadrada
(SWV) e solucéo de HCI 0,2 mol L™ como eletrdlito de suporte. Apés a otimizacao
dos parametros da SWV, o método foi aplicado em amostras de RNA total extraido
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 eletroanalitico desenvolvido apresentou uma curva analitica com faixa
linear de 1,0 a 500,0 fmol L™, coeficiente de correlacéo linear de 0,997 e limite de
deteccdo de 0,52 fmol L. O método proposto diferenciou individuos saudaveis 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 diagndstico precoce de CCP de forma simples, rapida
e precisa 0 que pode vir a contribuir para um tratamento mais efetivo aos pacientes
portadores da doenca.
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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/AgCI 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 MPc,-miRNA-203, after the capture of miRNA-203 a detection probe
DNA sequence (DNAp,) complementary to DNAc, was immobilized on gold
nanoparticles (AuNPsp,) allowing its binding in the terminal region of DNAc,
forming the bioconjugate MPc,-miRNA203-AuNPsp,. 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™ HCI 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™, linear correlation coefficient of 0.997, and limit
of detection of 0.52 fmol L. 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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CAPITULO 1:
INTRODUCAO




1 - INTRODUCAO

1.1 - Céancer de cabeca e pescoco

O cancer pode ser definido como um grupo de mais de 100 doencas, as
quais provocam o crescimento desordenado de células, invadindo tecidos e 6rgaos.
Quando estas células sdo divididas aceleradamente, elas tendem a ser bastante
agressivas e sem controle ocasionando o surgimento de tumores, 0s quais podem
espalhar-se para diversas regides do corpo. Os tipos de cancer estdo relacionados
com os diversos tipos de células do corpo, por exemplo, se iniciam em tecidos
epiteliais tais como mucosas ou pele, sdo chamados de carcinomas. Ao passo que
se 0 surgimento ocorre em tecidos conjuntivos, como por exemplo, cartilagem,
musculo ou 0sso, sdo denominados sarcomas’. Em alguns casos, as células
cancerigenas geneticamente instaveis podem se adaptar aos tecidos distantes do
tumor primario resultando no espalhamento da doenca, esse processo é conhecido
como metastase’.

Os numeros de casos de cancer vém crescendo cada vez mais em todo
0 mundo, em 2015 a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimou o cancer
como a primeira ou segunda causa de mortes em pessoas com menos de 70 anos de
idade em mais de 90 paises®. No Brasil, a estimativa para o ano de 2020 é de mais
de 309 mil casos de cancer em homens e mais de 316 mil novos casos em
mulheres, sem relatar os casos de céncer de pele ndo melanoma. Os tumores da
cavidade oral, laringe, labios, faringe, tireoide e cavidade nasal sdo agrupados
como canceres de cabeca e pescoco (CCP). No Brasil, o Instituto Nacional de
Cancer (INCA), estimou para 2020 a ocorréncia de mais de 11 mil novos casos de
cancer da cavidade oral, 6.470 de laringe e 11.950 de tireoide™.

Alguns fatores podem contribuir para o desenvolvimento do CCP, tais

como: alimentacdo pobre em nutrientes sem o consumo de frutas e vegetais®,



consumo de &lcool e tabaco®®, higiene bucal deficiente® e a presenca de agentes
infecciosos, como por exemplo, o virus do papiloma humano®'®. Além disso, o
historico familiar também pode contribuir para o surgimento do CCP'. Diante
disso, nota-se a importancia de desenvolver novos métodos analiticos para
contribuir no diagnostico de CCP.

O diagndstico de CCP tem sido normalmente realizado empregando
exames de imagens tais como: ultrassonografia’?, endoscopia®®, tomografia
computadorizada' e ressonancia magnética’®. Estas técnicas sdo ferramentas
importantes no diagnostico e tratamento da doenca, contudo, alguns desses exames
podem ser invasivos gerando desconforto aos pacientes e exposi¢do a radiagdes
ionizantes o que pode provocar danos a saude dos mesmos. Além disso, em alguns
casos € bastante dificil realizar o diagnostico de cancer com exames de imagens
devido a localizacdo do tumor o que dificulta a realizacdo tanto de exames de
imagens quanto a bidpsia, impossibilitando o diagnostico da doenca em estagios
iniciais.

Portanto, nota-se a relevancia de estudar este tipo de neoplasia maligna
contribuindo para o0 desenvolvimento de novos métodos de analises
complementares aos exames de imagens a fim de realizar um diagndstico precoce,
rapido, seguro e ndo invasivo, possibilitando a melhora no diagnostico e
acompanhamento da doenca gerando qualidade de vida das pessoas portadoras de
CCP. Neste sentido, é de suma importancia a utilizacdo de novas ferramentas de
diagndstico, como, a utilizacdo de biomarcadores entre eles proteinas e microRNAs

(miRNAS) a fim de contribuir para o diagnostico da doenca.



1.2 - Biomarcadores

A utilizagdo de biomarcadores em analises clinicas tem sido bastante
realizada para o diagnostico de varias doencas através do seu emprego em etapas
pré-clinicas™. O biomarcador pode ser mensurado e utilizado para auxiliar no
diagnostico ou estdgio de doencas uma vez que 0 mMesmMoO € um composto ou
parametro bioldgico que indica um estado patoldgico ou normal do individuo™.
Alguns exemplos de biomarcadores sdo proteinas™ incluindo anticorpos'®, DNA
(do inglés, Deoxyribonucleic acid)®®, RNA (do inglés, Ribonucleic Acid)® e
mMiRNA?,

Os miRNAs podem ser definidos como uma classe de fragmentos de
RNA ndo-codificantes normalmente com 21 a 25 nucleotideos, que possuem
funcéo reguladora da expresséo do gene®®. Essas moléculas também apresentam um
papel relevante em varios processos relacionados ao cancer dos quais se destacam a
apoptose, diferenciacdo, proliferacdo, controle do ciclo celular, metabolismo e
migracdo®**?®, Assim, nota-se a relevancia da utilizacdo dos miRNAs em analises
clinicas e a sua utilizagdo como biomarcadores de varias doengas.

Alguns estudos tém demonstrado a utilizacdo de mMiIRNAs com
bastante eficacia como biomarcadores para cancer?’, evidenciando o seu emprego

12 mama®,

no diagnodstico de varios tipos de cancer®, tais como: colorreta
préstata®!, pancreas®, endométrio®, boca®, estomago®™ e CCP*. Além disso, os
mMIiRNAs também podem ser empregados como biomarcadores no diagnostico de
outros tipos de doencas, como por exemplo, artrite reumatoide®, fibrose hepética®
e Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)®.

Apesar da ampla utilizacdo de biomarcadores em etapas pre-clinicas
para o diagnostico de varias doencas, poucos biomarcadores apresentam elevada

confiabilidade nos resultados clinicos o que impossibilita o uso de alguns



biomarcadores em exames de rotina na maioria dos casos®. Este fato faz com que
ndo seja comum a deteccdo de um determinado biomarcador para realizar o
diagnostico preventivo em analises clinicas de rotina. No entanto, a realizacdo de
analises clinicas empregando miRNAS pode ser uma estratégia bastante promissora
para o diagnéstico de doengas como o cancer, pois estes tém se mostrado como
excelentes biomarcadores possibilitando sua deteccdo de forma menos invasiva,
sendo possivel realizar o diagndstico de cancer com uma pequena quantidade de
amostra de sangue sem a necessidade de hospitalizacio do individuo?.

O miRNA-203 tem se demonstrado importante nos estudos
relacionados ao CCP, pois além de poder ser utilizado como biomarcador este
mMIRNA também tem apresentado atividade como supressor de tumor sendo um
miRNA bastante importante no tratamento de pacientes portadores da doenca®.
Diante disso, de Carvalho et al.** realizaram estudos demonstrando a utilizacéo do
biomarcador miRNA-203 no diagnostico de CCP por meio da analise de amostras
de linfonodos obtidas de pacientes empregando a técnica de gqRT-PCR (do inglés,
Quantitative Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction). Neste trabalho, o
MIRNA-203 mostrou-se seletivo indicando a viabilidade da utilizacdo desse
miRNA como biomarcador para o diagnéstico de CCP. As amostras de linfonodos
foram coletadas em diferentes momentos durante o acompanhamento do paciente
desde o estagio inicial da doenca passando pelo planejamento da terapia até a
vigilancia dos pacientes. Os resultados demonstraram que o0 miRNA-203 pode ser
bastante atil em anélises clinicas com o objetivo de orientar o tratamento de

pacientes com CCP.



1.2.1 - Métodos de deteccdo de miRNAs

O metodo corrente para a deteccdo miRNAs envolve o emprego da

técnica de Northern blotting®**

e reacdo da transcriptase reversa, seguida de
reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR)*“"*. Entretanto, a técnica de Northern
blotting apresenta analises demoradas, com baixa sensibilidade e rendimento, além
deste método ser semi-quantitativo. As andlises utilizando RT—PCR normalmente
necessitam de uma etapa de isolamento dos miRNAs, purificacdo, e inversao da
transcricdo para cDNA (do inglés, Complementary Deoxyribonucleic Acid)
previamente a etapa de amplificacdo via reacdo em cadeia de polimerase
empregando as bases nitrogenadas: adenina (A), timina (T), citosina (C) e
guanina (G), além da utilizacdo da enzima transcriptase reversa. Alem disso, 0s
equipamentos empregados para execucdo desta técnica apresentam um custo
relativamente elevado e devido a sua complexidade n&o possui larga aplicacdo em
analise de rotina em laboratdrios de analises clinicas.

Diante disso, varios métodos analiticos tém sido desenvolvidos para a
deteccdo de miRNAs, dentre eles destacam-se 0s que empregam as técnicas de
eletroforese capilar®® e em microchip®, luminescéncia enzimatica®!, ressonancia de
plasma de superficie®, eletroquimiluminescéncia® e fluorescéncia®. Estes métodos
apresentam como vantagem principal a elevada sensibilidade e baixos limites de
deteccéo, entretanto, a complexa instrumentacdo e o custo elevado dos reagentes
sdo desvantagens que tornam inviavel o emprego destes metodos em alguns casos.
Além disso, a maioria desses métodos utiliza dispositivos que ndo sao descartaveis,
tornando dificil a portabilidade dos mesmos e a utilizacdo em anélises point-of-
care, ou seja, analises no ponto de atendimento.

Portanto, o desenvolvimento de novos dispositivos descartaveis para o

diagnostico de CCP através da deteccdo e quantificacdo de biomarcadores miRNAs



é de extrema importancia, a fim de possibilitar um diagnostico precoce, rapido,
preciso, simples e de baixo custo, ndo permitindo o avanco da doenca. Varios
trabalhos tém demonstrado a deteccdo de biomarcadores miRNAs por meio da
utilizacdo de estratégias analiticas com deteccdo eletroquimica destes
biomarcadores™. As técnicas eletroquimicas comumente empregadas para deteccio
de miRNAs sdo amperometria, voltametria, potenciometria, condutometria e
espectroscopia de impedancia eletroquimica™.

No entanto, varios trabalhos descritos na literatura ndo realizam o
emprego de sensores eletroquimicos descartaveis (SEDs) oque pode ser uma
desvantagem para um método com aplicacdo em diagndéstico de cancer, uma vez
que as amostras biologicas requerem plataformas descartaveis e portateis visando
minimizar problemas de contaminacgéo, reduzir o custo dos sensores e garantir

portabilidade.

1.3 - Sensores eletroquimicos descartaveis (SEDs)

Os SEDs tém sido utilizados na deteccdo e determinacdo de varios
tipos de analitos, tais como fons metéalicos®, compostos organicos®’, herbicidas®,
carboidratos™, anticorpos®, DNA® e RNA%. Além de apresentarem como
principal vantagem o fato de serem descartaveis, os SEDs apresentam ainda varias
caracteristicas atrativas tais como: baixo custo, baixo consumo de amostra (uL),
facil miniaturizacdo, portabilidade, utilizacdo em andlises point-of-care®,
possibilidade de modificagdo com diversos compostos, medidas rapidas®, simples
utilizacdo, facil preparo e fabricacdo em grande escala®. Assim, nota-se 0 quanto é

atrativo utilizar SEDs em métodos eletroanaliticos e desenvolver novas técnicas de



fabricacdo desse tipo de sensor eletroquimico em virtude das suas inGmeras
vantagens.

Os SEDs sdo normalmente fabricados empregando as técnicas de
sputtering®®, impressdo a jato de tinta® e serigrafia®. Os materiais comumente

69,70,66
€

empregados nestas técnicas para a fabricacdo dos eletrodos sé@o metais
materiais a base de carbono’'%"®. Os eletrodos podem ser fabricados em uma
diversidade de substratos apresentando destaque para 0s sensores fabricados em

materiais poliméricos™ e a base de papel™

. O nosso grupo de pesquisa tem
realizado um grande esfor¢co no desenvolvimento de varios tipos de SEDs com
diversas aplicacGes 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 (transparéncias para impressora a laser) utilizando tinta
condutora de carbono para confeccdo dos eletrodos de trabalho (WE, do inglés
Worcking Electrode) e contra eletrodo (CE), e uma tinta de Ag/AgCl para a
fabricacdo do pseudo-eletrodo de referéncia (RE, do inglés Reference Electrode).
Na parte inferior da FIGURA 1-A, observa-se um SED constituido por um arranjo
de oito sensores no mesmo dispositivo, todos com os WEs, CEs e REs devidamente

separados e isolados com uma méscara de polaseal ™

, OU seja, neste tipo de SED ¢
possivel utilizar oito células eletroquimicas simultaneamente obtendo oito réplicas

em cada medida.
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FIGURA 1 - A) Superior: SED fabricado em folhas de pollester Inferior: SED
contendo um arranjo de oito células eletroquimicas, Fonte: Afonso et al., 2016™.
B) SED fabricado em papel filtro, Fonte: de Oliveira et al., 2019". C) USED
magnético contendo um arranjo de oito WEs, Fonte: de Oliveira et al., 2018™.

A técnica de serigrafia também permite a fabricacdo de SEDs
utilizando papel filtro como substrato (FIGURA 1-B) e parafina para a criacdo de
barreiras hidrofobicas de forma simples, rapida e com baixo custo. Este tipo de
SED fabricado em papel € composto de duas células eletroquimicas cada uma com
quatro WEs e sendo os CE e RE compartilhados com as duas células
eletroquimicas possibilitando a quantificacdo simultanea de acido ascérbico (AA),
paracetamol (PAR) e cafeina (CAF) em amostras de formulacdes farmacéuticas de
forma rapida, simples e com baixo custo’.

Os autores realizaram as medidas eletroquimicas adicionando 5,0 uL
de eletrdlito de suporte em cada célula eletroquimica do SED empregando a técnica
de voltametria de onda quadrada (SWV, do inglés Square Wave Voltammetry) para
as medidas do branco analitico. Posteriormente, foram adicionados 3,0 pL da
solucdo da amostra contendo AA em uma das células eletroquimicas (EC 1, ver
FIGURA 1-B) e na outra célula eletroquimica (EC 2, ver FIGURA 1-B)
adicionaram-se 3,0 uL da solugdo da amostra contendo PAR e CAF e as medidas

de SWV foram realizadas possibilitando a quantificacdo dos analitos por meio dos



10

sinais analiticos apresentados nos voltamogramas de SWV referentes aos picos de
oxidacao dos analitos.

Também é possivel empregar materiais de baixo custo e a técnica de
serigrafia para a fabricacdo de SEDs para aplicacdes em microfluidica (USEDs)
conforme apresenta a (FIGURA 1-C). Neste trabalho, os autores desenvolveram
um USED para a deteccdo de Salmonella typhimurium (S. typhi) em amostras de
leite. A S. typhi foi capturada magneticamente e separada das amostras utilizando
particulas magnéticas (PMs) modificadas com anticorpos monoclonais anti-
Salmonella seguido pela adicdo de um anticorpo policlonal anti-Salmonella
marcado com nanoparticulas de ouro (AuNPs) formando um bioconjugado. Apds a
captura e marcacéo, o bioconjugado foi injetado no USED e capturado na superficie
do WE, através de imas posicionados externamente atras dos WEs. A detecgédo
eletroquimica de S. typhi foi realizada indiretamente através da resposta
eletroquimica do ouro oriunda das AuNPs medindo padrbes e amostras
simultaneamente no mesmo PSED’®.

Diante disso, nota-se a versatilidade da utilizacdo de SED para a
deteccéo eletroquimica direta ou indireta de diversos analitos em diferentes tipos de
amostras, 0 que torna bastante atrativo 0 emprego destes sensores para a detecgédo
de miRNAs. Entretanto, para a analise de amostras que contém miRNAs ¢ bastante
importante 0 emprego de sensores com elevada sensibilidade e baixos limites de
deteccdo (LD), tornando necessario a combinagdo dos SEDs com outros materiais,

como por exemplo o0 emprego de PMs.
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1.4 — Particulas Magneéticas (PMs) em métodos eletroanaliticos

As PMs sdo particulas normalmente formadas por 6xido de ferro”” "8,
as quais podem apresentar estruturas na forma de magnetita (FesO4), maghemita
(y-Fe,03) e hematita (a-Fe,03)* com tamanhos que variam da escala nanométrica a
micrométrica®. As PMs tém sido amplamente empregadas em vérios métodos
eletroanaliticos pois elas possibilitam a captura e separacdo de inGmeras
biomoléculas em solucdo tais como: proteinas e peptideos®, acidos nucleicos
(como por exemplo RNA e DNA)®, células™ e oligonucleotideos®. Além disso, as
PMs também podem ser empregadas para imobilizacdo de polimeros e compostos
contendo grupos funcionais como tosil, amino, carboxilicos, aldeido, epdxido e
éster NHS (N-Hidroxisuccinimida)®.

A FIGURA 2 ilustra a diversidade de moléculas que podem ser
imobilizadas na superficie de PMs. As PMs também possuem Varias caracteristicas
atrativas, como por exemplo a elevada capacidade para a pré-concentracdo de
analitos, separacdo, lavagem, marcacdo e amplificacdo de sinal’’. As PMs
possibilitam a captura do analito presente na amostra e através do uso de
separadores magnéticos é possivel separar as PMs com o analito do sobrenadante,
permitindo ressuspender as PMs para uma nova suspensao contendo um volume
final menor de solucdo do que a solucdo inicial da amostra, permitindo a

pré-concentracdo do analito de forma bastante eficiente.
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FIGURA 2 - Representacdo esquematica da diversidade de moléculas que podem
ser ancoradas na superficie de PMs. Fonte: KUDR, Jiri et al., 2018,

Estas caracteristicas sdo de extrema importancia nos métodos
eletroanaliticos, pois além de minimizar problemas de interferéncia essas
propriedades tambem possibilitam a melhora na sensibilidade e a obtencdo de
baixos valores de LD podendo alcancar valores na ordem de amol L™*,*® uma vez
que as PMs conjugadas com biomoléculas podem ser utilizadas para pré-concentrar

0 analitos que se encontram diluidos nas amostras possibilitando a ressuspenséo das
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PMs em um volume menor do que o da solucdo de origem. Além disso, 0 processo
de lavagem é de suma importancia para a eliminacdo de interferentes evitando a
formacdo de ligacbes ndo especificas com outras biomoléculas presentes no
meio®.

Portanto, as PMs tém sido amplamente utilizadas no desenvolvimento
de varios métodos eletroanaliticos a fim de realizar a deteccdo e quantificacdo de
miRNAs em amostras bioldgicas. No trabalho de Z. Wang et al.**, os autores
desenvolveram um biossensor eletroquimico para a deteccdo ultrassensivel
(LD = 0,22 amol L, 2,2 x 10 mol L™) e especifica do miRNA hsa-miR-200a
em amostras de saliva utilizando PM modificadas com sondas de captura e um
eletrodo de ouro magnetico visando o diagnostico de cancer de boca com faixa
linear de 1 amol L™* a 10 fmol L™*. A FIGURA 3 apresenta as etapas envolvidas na
construcdo do biossensor e o procedimento analitico para a deteccdo do miRNA
nas amostras de saliva. Os autores utilizaram uma sonda de captura (C,, Capture
probe) funcionalizada com biotina para ser imobilizada na superficie das PM
modificadas com estreptavidina e uma segunda sonda (S,, signal probe) também

biotinilada conforme pode ser observado na FIGURA 3.
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FIGURA 3 - Representacdo esquematica do biossensor eletroquimico magnético
para a deteccdo de miRNA. Fonte: Z. Wang et al., 2013*".
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Na auséncia do miRNA alvo (T, target) presente nas amostras de
saliva as duas sondas né&o estdo hibridizadas. No entanto, na presenga do T, a C,
pode ser hibridizada com o T e a S, formando uma estrutura ternaria na forma de
“Y” na superficie das MBs (do inglés, Magnetic Beads). Este bioconjugado
formado pode entéo ser capturado pela streptavidina contendo a enzima HRP (do
inglés, horseradish peroxidase) através da S, biotinilada resultando na formacdo de
MBs (PMs) marcadas com HRP (MBs-HRP), as quais podem catalisar
efetivamente a oxidacéo da 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidina (TMB) mediada por H,0..
As MBs-HRP foram atraidas para a superficie do WE por meio de um campo
magnético eletrogerado possibilitando a realizacdo das medidas eletroquimicas
através da imersdo do WE em uma solucdo de TMB contendo H,0,, a HRP
presente nas MBs catalisa a oxidacdo do TMB (TMB,y) resultando em um aumento
da corrente conforme pode ser observado na FIGURA 3 referente a reducéo do
TMB,y.

Assim, nota-se a relevancia de utilizar PMs em métodos
eletroanaliticos para a deteccdo de biomoléculas em virtude das diversas vantagens
que este material proporciona ao metodo, sobretudo os baixos valores de LD e a
possibilidade de realizar etapas de lavagens minimizando problemas provocados
por interferentes nas medidas eletroquimicas. Entretanto, além da utilizacdo de
PMs em alguns casos também é necessario a utilizacdo de outros materiais para o
desenvolvimento dos métodos eletroanaliticos, como por exemplo a utilizacdo de

nanoparticulas de ouro (AuNPS).
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1.5 - AuNPs para deteccao eletroquimica de biomoléculas

As AuNPs tem sido amplamente empregadas tanto como marcadores
eletroquimicos quanto para imobilizacdo de varios tipos de biomoléculas tais como
anticorpos®, bactérias®, células cancerigenas™, proteinas®, DNA%* e miRNAY,
visando o diagndstico e prevencdo de doencas, a ampla utilizacdo das AuNPs
nesses metodos eletroanaliticos pode ser justificada pela sua compatibilidade com
as biomoléculas®. Assim, nota-se a diversidade de biomoléculas que podem ser
imobilizadas na superficie das AuNPs tornando viavel a sua aplicagdo no
desenvolvimento de varios métodos eletroanaliticos.

As AuNPs podem ser modificadas com finas camadas organicas
através da sua funcionalizagdo com diversos grupos funcionais, como, grupos
carboxilicos®, permitindo a imobilizacdo de biomoléculas (por exemplo
anticorpos) covalentemente ou através de interacdes eletrostaticas®. Além disso, as
AuUNPs também podem ser empregadas para a imobilizacdo de sequéncias de
DNA101192 ‘bartanto, as AUNPs tém sido aplicadas em diversos tipos de sensores
eletroquimicos para a deteccdo e quantificacdo de miRNAs em varios tipos de
amostras biolégicas visando o diagnéstico de doencas como cancer™.

Diante disso, H. Yin et al.*®

propuseram um biossensor amperomético
para a deteccdo do miRNA-21 empregando AuNPs e um GCE (do inglés, Glassy
Carbon Electrode) modificado com nanofolhas de grafeno com o intuito de realizar
o0 diagndstico de cancer de figado, as etapas envolvidas na construcdo do biossensor
sdo apresentadas na FIGURA 4. Neste trabalho, inicialmente as AuNPs foram
modificadas com um LNA (do inglés, Locked Nucleic Acid) e uma sequéncia de
DNA biotinilada. Paralelamente, o0 GCE foi modificado com grafeno e uma sonda
de MB (do inglés, Hairpin Molecule Beacon) possibilitando a hibridizagdo com o

miRNA. Em seguida, as AuNPs previamente modificadas com LNA e uma
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sequéncia de DNA biotinilada foram adicionadas ao eletrodo e adicionou-se
estreptavidina-HRP, a qual se ligou a biotina que estava localizada na regido

terminal da sonda de DNA biotinilada presente nas AUNPs.

Reporter LNA (S2)

AuNPs /V\Q
VAVAVAVAN
> PN NN 2N 7 AVAN
MicroRNA k .

Biotin functionalized
Signal DNA (S3)

Graphene HAuCly MB Probe -S
| TR = I > >R 1111

GCE

»

»
Streptadivin-HRP

(1) Hydroquinonc+H202

(2) Electrochemical reduction
of benzoquione

I1/uA

t/s
FIGURA 4 - Etapas de amplificagdo envolvidas na determinacédo

cronoamperométrica de microRNA atraves de ensaios de hibridizacdo.
Fonte: H. Yin et al., 2012'%,

Assim, a deteccdo eletroquimica foi realizada utilizando uma solucédo
mista de hidrogquinona e H,0, através da reducédo da benzoguinona que gerou uma
resposta de corrente em funcdo do tempo. Este biossensor apresentou uma

excelente seletividade e elevada sensibilidade com LD igual a 0,06 pmol L™, o qual
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foi aplicado com sucesso na deteccdo do miRNA-21 em amostras de células de
pacientes saudaveis e portadores de cancer de figado.

J. Zhang e X. Hun'® desenvolveram um biossensor eletroquimico para
a deteccdo do miRNA-155 utilizando WEs modificados com nanofolhas de carbeto
de molibdénio (Mo,C), AuNPs e sondas de DNA hairpin conforme ¢é apresentado
na FIGURA 5. A FIGURA 5-a ¢ ilustrado o eletrodo de carbono vitreo sem
modificacdo, modificado com AuNPs (FIGURA 5-b), apds a modificacdo com
Mo,C (FIGURA 5-c) e com AuNPs e Mo,C (FIGURA 5-d).

O processo de modificacdo do WE foi realizado através da
eletrodeposicdo de ouro coloidal sobre um eletrodo de carbono vitreo modificado
com Mo,C (FIGURA 5-d) seguido da adi¢cdo de uma sonda de DNA hairpin com
grupos tidis (H1). Posteriormente, foi realizada a incubacdo do biossensor com o
biomarcador miRNA-155 e outra sequéncia de DNA hairpin marcada com
ferroceno carboxilico (H2-Fc) (FIGURA 5-f) e realizaram-se as medidas
eletroquimicas utilizando a técnica de DPV (do inglés, Differencial Pulse

Voltammetry).
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FIGURA 5 - llustracdo esquematica das etapag envolvidas na fabricacdo do
biossensor eletroquimico para deteccdo de miRNA-155 em amostras de soro
humano. Fonte: J. Zhang and X. Hun, 2019 **,

A resposta eletroquimica teve um aumento linear com o aumento da
concentracdo do miRNA-155 em um intervalo de concentragdo de 0,1 fmol L™ a
1,0 nmol L™, o valor de LD obtido foi de 0,033 fmol L. O método eletroanalitico
foi empregado para a quantificacdo do miRNA-155 em amostras de soro humano,
apresentando resultados satisfatorios na analise das amostras. O método para a
deteccdo de miRNA-155 apresenta um valor de LD significativamente baixo para a
deteccdo deste biomarcador em amostra de soro humano. Contudo, este método
apresenta a mesma limitacdo dos métodos previamente citados, ou seja, a utilizacéo
de um sensor ndo descartavel. Alem disso, o preparo do Mo,C envolve a utilizacio

de uma grande quantidade de solvente organico (dimetilformamida), o que pode
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gerar uma grande quantidade de residuos durante a realizacdo das anélises das
amostras.

Portanto, o desenvolvimento de novos métodos eletroanaliticos
baseados no uso de SEDs, com baixos valores de LD, pouca geracdo de residuos e
que sejam portateis a fim de que seja possivel a realizacdo de anélises point-of-care
e consequentemente um diagndstico rapido, preciso e de baixo custo é altamente

desejavel.



CAPITULO 2:
OBJETIVOS
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2 - OBJETIVO
2.1- Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um método
eletroanalitico utilizando sensores eletroquimicos descartaveis (SEDs) para a
deteccdo do biomarcador miRNA-203 em amostras de linhagens de células e
linfonodos de pacientes com cancer de cabeca e pescoco (CCP) visando o

diagndstico da doenca.

2.2- Objetivos especificos

Desenvolver SEDs e USEDs utilizando a técnica de serigrafia e
materiais descartaveis de baixo custo;

Sintetizar AuNPs estabilizadas com grupos citrato (AuNPs) e
funcionalizadas com glutationa (AuNPs-GSH) e realizar a bioconjugacdo com
sondas de DNA.

Avaliar as condigcdes experimentais para captura do biomarcador
miRNA-203 utilizando sondas de DNA, PM e AuNPs;

Caracterizar os SEDs e uSEDs e os bioconjugados formados antes e
apos a captura do miRNA-203;

Aplicar o método eletroanalitico na determinacdo de miRNA-203 em
amostras de RNA total extraido de linhagens celulares e de linfonodos obtidas de
individuos saudaveis e portadores de CCP.

Verificar os resultados encontrados na quantificagdo de miRNA-203
com o0 método de RT-PCR.



CAPITULO 3:
PROCEDIMENTO
EXPERIMENTAL
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3 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.1- Reagentes e solucdes

Os reagentes, todos de grau analitico, utilizados foram: &cido
2-N-morfolinoetanossulfénico (MES), acido tetracloroaurico(lll) tri-hidratado
(99,9%), citrato trissddico, albumina de soro bovino (BSA, do inglés, bovine serum
albumin),  poli(cloreto de dialildimetilaménio) (PDDA, do inglés,
poly(diallyldimethylammonium)  chloride), ((N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-(2-
acido etanosulfénico) (HEPES), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
(EDC), L-glutationa reduzida (GSH), &cido ferroceno monocarboxilico, enzima
horseradish peroxidase (HRP), N-hidroxisuccinimida (NHS), Tween 20 (TW20),
peréxido de hidrogénio (H,0,, 30%) e hidroguinona (HQ) foram obtidos da Sigma-
Aldrich (St. Louis, EUA). Fosfato de potassio monobasico, fosfato de sédio
dibésico, cloreto de potassio, cloreto de sodio, acido nitrico, acido cloridrico,
metanol e hidréxido de sddio foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha).

A solucdo aquosa de tampdo borato 0,05 mol L™ (pH 9,0) foi
preparada utilizando acido bérico e cloreto de potassio ambos 0,05 mol L. O
Tampdo HEPES 10,0 mmol L™ pH 7,0 foi preparado contendo NaCl
100,0 mmol L™, KCI 25,0 mmol L™ e MgCl, 10,0 mmol L™. O tampdo fosfato
salino (PBS) 10,0 mmol L™ foi preparado com Na,HPO, 10,0 mmol L}, KH,PO,
1,8 mmol L™, KCI 2,7 mmol L™ e NaCl 137,0 mmol L. O pH de todas as
solugdes tampéo foi ajustado utilizando solucdes diluidas de HCI ou NaOH. A
solucdo tampdo PBS contendo TW20 0,05 % (m/v) (PBS-TW20) foi preparada
diluindo o TW20 em solucdo de PBS. A solucdo de é&cido ferroceno
monocarboxilico 1,0 mmol L™ pH = 8,0 foi preparada em uma solucdo aquosa de
KCI 0,5 mol L™
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Todas as sondas de DNA foram obtidas da IDT Sintese Biotecnologia
(Belo Horizonte, MG, Brasil), foram utilizadas as sondas de DNA: de captura
(DNAs.), deteccdo (DNAgy) e controle positivo (DNA).

A TABELA 1 apresenta as sequéncias de bases nitrogenadas de cada
sonda de DNA utilizada.

TABELA 1 - Sequéncias de bases nitrogenadas das sondas de DNA utilizadas no
desenvolvimento do método eletroanalitico.

Nome Sequéncia

DNA, 5'-NH,-GACCGCTAGTGGTCCTAAACATTTCACAACATGATACGGTC-3
DNAgq 5'-NH,-GACCGTATCATGTT-3'
DNAc, 5'-GTGAAATGTTTAGGACCACTAG-3'

As solugbes contendo DNA e BSA foram todas preparadas em PBS
10,0 mmol L™, ao passo que as solucdes de EDC e NHS foram preparadas em
tampdo MES 50,0 mmol L™ pH 5,6 imediatamente antes da utilizacdo. Todas as
solugGes foram preparadas com agua ultrapura obtida de um sistema de purificacéo
de agua Milli-Q (Millipore, Bedford, USA) com resistividade ndo inferior
a 18,2 MQ cm.

3.2- Materiais e instrumentacao

Todos os materiais empregados na fabricacdo de SEDs, como adesivo
vinilico, folha de poliéster (folha de transparéncia para impressoras a laser), cartéo
adesivo dupla face e polaseal (plastico para plastificacdo) 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 particulas

magnéticas (MPs) funcionalizadas com grupos carboxilicos (concentracdo de
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particulas: 20 mg mL™) foram adquiridas da Polysciences, Inc. (N° de produto
86011-10, Warrington, PA, EUA).

Todos os estudos eletroquimicos foram realizados utilizando o
multipotenciostato Dropsens modelo puStat 8000 (Asturias, 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 frequéncia (f) aplicada de 30 Hz,
amplitude (a) e incremento de potencial (AE;) iguais a 40 e 4 mV, respectivamente.
No sistema microfluidico empregaram-se uma bomba de seringa (New Era
Pumping System NE-1000, USA) e uma valvula cromatografica manual (Rheodyne
97251, Thermo Scientific, USA). Todos os ensaios de hibridizacdo foram realizados
utilizando um termo-shaker para microtubos da marca Boeco, modelo TS 100
(Hamburgo, Alemanha).

O pH de todas as solugdes foi ajustado empregando um pHmetro
Digimed DM20 (Digimed, Brasil). As medidas espectrofotométricas das AuNPs
foram realizadas empregando um espectrofotdbmetro Shimadzu modelo 2550,
acoplado a um microcomputador. As imagens de microscopia eletronica de
varredura (MEV) das AuNPs foram obtidas utilizando um microscopio de emisséo
de campo FEI Inspect F50 (FE-SEM). As imagens de microscopia eletrénica de
transmissdo (MET) e analise de Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X
(EDX) foram obtidas com um microscopio eletrénico de transmissdo JEOL,
operando a 200 kV.

Para a fabricacdo 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 vinilicos e

polaseal nos formatos desejados. Os USEDs foram fabricados utilizando um plotter
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de recorte (F1 Suprimentos, Brasil) para o recorte do cartdo adesivo dupla face
além da utilizacdo de um plotter de recorte Silhouette para o recorte dos demais

materiais utilizados na construcdo dos sensores.

3.3- Sintese das AuNPs decoradas com glutaniona

No desenvolvimento do método eletroanalitico empregaram-se dois
tipos de AuNPs, AuNPs estabilizadas com citrato (descritas como AuNPs) e
funcionalizadas com glutationa (AuNPs-GSH). A sintese das AuNPs-GSH foi
realizada de acordo com o procedimento desenvolvido por Zheng e Huang®. Para
isso, 79,0 mg de HAuCl;.3H,O e 30,8 mg de glutationa foram pesadas.
Posteriormente, 2,0 mL de acido acetico concentrado e 12,0 mL de metanol foram
adicionados a mistura e uma solucdo de NaBH, foi preparada diluindo 120,0 mg de
NaBH,; em 6,0 mL de agua ultrapura, a qual foi adicionada lentamente a solucéo
anterior sob rapida agitacdo durante 2 h. Na FIGURA 6 ¢ apresentado a formacao
das AuNPs-GSH.

HO O
f
HAuClI,

0 0 O CH,COOH 0
NHJU\ H,0 %/\ /
HO NH OH ———> o \/S]/
NaBH, 0

FIGURA 6 - Sintese das AuNPs decoradas com glutationa (AuNPs GSH).
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A suspensdo foi filtrada com uma membrana de filtragcdo molecular de
50 kDa (previamente lavada com uma solucdo de NaOH 0,1 mol L™) e realizou-se
a centrifugacdo a 3500 rpm. As AuNPs-GSH formadas foram lavadas quatro vezes
com agua ultrapura e ressuspendendo as mesmas em 15 mL de uma solucéo aquosa
de tampdo HEPES 20,0 mmol L™ (pH = 8,0). Posteriormente, as AuNPs-GSH

foram armazenadas a 4 °C e protegidas da luz.

3.4 - Sintese das AuNPs estabilizadas com citrato

As AUNPs estabilizadas com citrato foram sintetizadas conforme

1.1, em que o citrato tem a funcéo

procedimento proposto por J. TURKEVICH et a
de agente redutor, estabilizante, além de fornecer carga negativa para a superficie
das AuNPs prevenindo a aglomeracdo de particulas’®. Inicialmente, um volume de
200 mL de HAuCl,.3H,0 0,01 % m/v preparado em &gua ultrapura foi aquecido

sob agitacéo vigorosa até a solucdo entrar em ebulicdo (FIGURA 7-A).

A) HAUC|4

FIGURA 7 - Etapas envolvidas na sintese das AuNPs: A) Aquecimento sob
agitacdo até ebulicdo. B) Adicdo da solucéo de citrato de sodio. C) Interrupcdo do
aquecimento e formacao das AuNPs.

Posteriormente, 50 mL de uma solucdo de citrato de sédio

40,0 mmol L™ foram adicionados rapidamente a solucdo (FIGURA 7-B) e a
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mistura foi agitada até apresentar uma coloracdo vermelho palido (FIGURA 7-C).
A agitacdo foi realizada sem aguecimento até a suspensao atingir a temperatura
ambiente. Todas as AuNPs sintetizadas foram protegidas da luz e armazenadas a

uma temperatura de 4 °C.

3.4.1 - Bioconjugacao das AuUNPs com DNAgq

Inicialmente, 150,0 uL de uma solucdo de DNA sonda de deteccdo
(DNAsg) 3,0 pmol L™ preparada em tampdo HEPES 10,0 mmol L™ pH 7,0 foram
adicionados em 850,0 uL de uma suspencdo de AuNPs estabilizadas com citrato
pH 9,0 (ajustado com uma solucdo aquosa de tampdo borato 50,0 mmol L™)
(FIGURA 8-A e 8-B) a fim de realizar a desprotonacao do citrato e estabilizacdo de

mais cargas negativas na superficie das AuNPs'®.

a gn 0)
NH,
’ =
AuNPs ¢4

o
NH2

AuNPs BSA DNAg,
FIGURA 8 - Etapas envolvidas na formacdo das AuNPssy. A) AuNPs. B) Adicéo
da DNAy. C) Centrifugacdo das AuNPssg. D) Adicdo de BSA. E) AuNPsgy
finalizada.
Em sequida, a dispersdo foi mantida sob agitacdo suave durante 18 h a

o
e
i

L

Sequéncia da DNA¢;: 5'-NH,-GACCGTATCATGTT

fim de obter as AuNPs bioconjugadas com a DNAsy (AuNPssg) através da interacdo
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eletrostatica entre os grupos NH, oriundos do espacador SAMMCGE'®" presentes na
regido terminal da DNAg, (carga positiva) e as AuNPs (carga negativa)'™. Em
seguida, a dispersdo AuNPssy; 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™ pH 7,0 as AuNPsg4 agitando a mistura em
um vortex durante 1 min (esta etapa foi repetida duas vezes). Posteriormente,
100,0 pL de uma solucdo de BSA 5% foram adicionados a solucdo AuNPss, e esta
solucdo foi agitada por 30 min a 800 rpm em thermo-shaker. A FIGURA 8
apresenta a ilustracédo de todas as etapas envolvidas na formacao das AuNPSsg.
Posteriormente, foi realizada uma nova centrifugacdo e lavagem com
1,0 ml de PBS 10,0 mmol L™ pH 7,0 por mais duas vezes. Enfim, as AuNPs
foram ressuspendidas em 1,1 mL de PBS 10,0 mmol L™ pH 7,0 e realizou-se a
agitacdo em vortex por 5 min. Apés todo o procedimento de bioconjugacao, todas

as AUNPssy foram armazenadas a 4 °C e protegidas da luz.

3.5 - Modificacdo das particulas magnéticas (PMs) com a sonda de
DNA de captura (DNAg,)

As PMs (20,0 mg mL ™) foram agitadas em banho ultrassénico durante
10 min e um volume igual a 98,0 uL da suspensdo foi retirado realizando a
separacdo 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 solucdo tamp&o MES 50,0 mmol L™ pH 5,2. Esta suspensdo foi submetida a
agitacdo em vortex 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 solucéo de EDC 3,2 mg mL ™ diluido em
tampdo MES 50,0 mmol L™ pH 5,2 foi adicionado as MPs mantendo-as sob
agitacdo suave durante 30 min a temperatura ambiente (FIGURA 9-D). A
suspensdo foi separada magneticamente, o sobrenadante foi removido e 0,6 mL de
tamp&o MES 50,0 mmol L™ pH 5,2 foram adicionados e realizou-se a agitacdo em
vortex por 5 s sendo esta etapa repetida mais uma vez. O EDC tem a funcéo de
ativar os grupos carboxila presentes na superficie das PMs resultando na formacéo
de um intermediario o-aciluréia instavel e bastante reativo'® conforme apresentado
na FIGURA 9-E.

Sequéncia da DNAg,:
5'-NH,-6ACCGCTAGTEGCTCCTAAACATTTCACAACATGATACGGTC

A) B) C)
D) pise i—
’ Imd ‘U\OH //C{/e \

6) F)

PM DNA;, PMs. Ligagéo amida o-aciluréia
(Estavel) (Intermediério)

FIGURA 9 - Representacdo esquematica das etapas envolvidas na formacdo das
PMs.. A) Suspensdo de PMs. B) Separacdo magnetica. C) PMs separadas.
D) Adicdo de EDC as PMs. E) Formacéo do intermediario o-aciluréia na superficie
das PMs. F) Adicéo da sonda de DNAs.. G) Adicdo de BSA as PMs..

A suspenséo de PMs foi separada magneticamente, o sobrenadante foi
removido e foram adicionados 10,0 uL de uma solugdo de DNAg 3,0 pmol L' e
990,0 pL de PBS 10,0 mmol L™ pH 7,0 (FIGURA 9-F). Esta mistura foi mantida
sob agitacdo suave atraves de um agitador de tubos rotativo (fabricacdo do grupo de
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pesquisa) durante 24 h a fim de obter a suspensdo de PMs bioconjugadas com a
DNAs. (PMsg). A sonda de DNAs. contém grupos NH, na regido terminal da
sequéncia 0 que torna possivel a reacdo de amidizacdo'® entre o intermediério
o-aciluréia e a DNAg, ancorando a DNAg, na superficie das PMs resultando na
formacao das PMs, conforme apresentado na FIGURA 9-F.

Posteriormente, as PMs, 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 PMg, formadas foram ressuspendidas em 1,0 mL de glicina
1,0 mol L™ pH 8,0 e realizou-se a agitacdo da mistura durante 30 min com o
objetivo de evitar ligagdes ndo especificas através do bloqueio dos sitios de ligacdo
livres (FIGURA 9-G). A suspensdo de PMs, foi lavada trés vezes com a solucdo 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 bioconjugacdo das
PMs com a DNAG..
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Apos a finalizacdo do procedimento de bioconjugacdo das PMs com a
DNAg., as PMg, foram armazenadas a 4 °C e protegidas da luz. Posteriormente,
realizaram-se os ensaios de hibridizacao a fim de promover a captura e deteccdo do
biomarcador miRNA-203.

3.5.1- Ensaio de hibridizacdo para a quantificacdo do miRNA-203

utilizando as AuNPs

Todos os ensaios de hibridizacdo para a captura do miRNA-203 foram
realizados utilizando uma solucéo padréo de DNAc, como controle positivo para o
MiRNA-203. A DNAc, possui a mesma sequéncia do miRNA-203 com excecéao
das bases uracila (U) que séo substituidas por bases timina (T) o que néo interfere
no desenvolvimento do método de hibridizacdo uma vez que a DNAs, foi projetada
com as sequéncias de bases que se ligam tanto com a DNA¢, quanto com o
MIRNA-203. Neste estudo, um volume de 10,0 puL contendo a disperséo de PMs,
foi adicionado a 0,5 mL de uma solugéo contendo a DNA(, preparada em tampao
HEPES 0,1 mol L™ pH 7,0 (contendo NaCl 100,0 mmol L™, KCI 25,0 mmol L™ e
MgCl, 10,0 mmol L™) e a mistura foi mantida sob agitacdo em thermo-shaker a
85 °C por um periodo de 15 min a 800 rpm conforme apresentado na
FIGURA 11-A.
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FIGURA 11 - Representacdo esquematica das etapas envolvidas na formacdo do
bioconjugado. A) Hibridizagdo das PMg. com a DNAc, B) Formacgdo das
PMsc-DNA¢, € C) PMsc-DNAc,-AUNPsgg. D) Adigdo do PMs.-DNAc,-AUNPsgg a0
WE. E) Registro de sinal através da técnica de SWV.

Em seguida, a solucdo foi mantida sob agitacdo suave durante 1 h a
temperatura ambiente a fim de realizar a formacdo do bioconjugado
PMs.-DNA¢, (FIGURA 11-B), seguida da separacdo magnética e lavagem com
PBS 10,0 mmol L™ pH 7,0 por trés vezes. Posteriormente, adicionaram-se 0,25 mL
da dispersdo contendo as AuNPssy a dispersdo do bioconjugado e a mistura foi
agitada a 800 rpm durante 1 h. A dispersdo formada contendo o bioconjugado
PMsc-DNAc,-AuNPssy  (FIGURA 11-C) foi lavada com a solugdo 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 pL deste bioconjugado foram adicionados ao WE do SED
(FIGURA 11-D) para a realizagdo das medidas eletroquimicas a fim de obter o
sinal analitico oriundo da reducéo eletroquimica do Au atraves da técnica de SWV
conforme é apresentado na FIGURA 11-E. A FIGURA 11-D ilustra a adi¢do 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 realizagdo de
todas as medidas eletroguimicas utilizando as AuUNPs como marcador
eletroquimico a fim de promover a captura, deteccdo e quantificacdo de
miRNA-203.

Além da deteccdo eletroquimica do biomarcador mMiRNA-203
utilizando as AuNPs, outra estratégia de deteccdo foi avaliada empregando a
enzima HRP como marcador eletroquimico, a qual é apresentada na proxima

Secéo.

3.5.2 - Ensaio de hibridizacdo para a quantificacdo do miRNA-203

utilizando a enzima HRP

Inicialmente, foram adicionados em microtubos 100,0 pL da solugéo
estoque de PMs previamente agitadas em banho ultrassonico por 10 min.
Posteriormente, elas foram lavadas com 200,0 pL de tamp&o MES 0,05 mol L™
(pH 5,2) e separadas magneticamente durante 2 min e em seguida o sobrenadante
foi descartado. Este procedimento foi repetido por trés vezes. Na sequéncia foram
adicionados aos microtubos contendo as PMs 100,0 puL do tampdo MES
0,05 mol L™ (pH 5,2) e 200,0 uL de uma solucdo de EDC utilizando a mesma
solucdo tampdo (FIGURA 12-A). A mistura foi agitada utilizando um agitador do
tipo vortex durante 2 min e agitador giratorio por 30 min a fim de ativar os grupos
carboxilas (-COOH) presentes na superficie das PMs formando o intermediario
o-aciluréia'® conforme apresentado na (FIGURA 12-B). Posteriormente, as PMs
foram separadas magneticamente e lavadas com tampao MES 0,05 mol/L pH 5,2

descartando o sobrenadante (este procedimento foi repetido duas vezes).
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FIGURA 12 — Representacdo esquematica das etapas envolvidas na formacéo do
bioconjugado PM-DNAs.-DNAc,-HRP. A) Adicéo de EDC as PMs. B) Formagéo
do intermediario o-aciluréia na superficie das PMs. C) Hibridizacdo da DNAg, com
0 DNAc,. D) Formagéo da DNAs.-DNAc,. E) Imobilizacdo da DNAg-DNA, nas
PMs. F) formagéo do bioconjugado PM-DNAs.-DNA¢,-HRP.

Paralelamente a preparacdo das PMs, foi realizada o preparo das
solugcdes de DNAs. e DNA¢, em tampdo HEPES 0,1 mol Lt pH 7,0 contendo
NaCl 100,0 mmol L™, KCI 25,0 mmol L™ e MgCl, 10,0 mmol L™ A mistura
contendo 0,25 mL da solucéo de DNAc, e 0,25 mL da DNAg foi aquecida a 85 °C
durante 15 min (FIGURA 12-C) utilizando um thermo-shaker com agitagao suave.
Posteriormente, a mistura foi deixada até alcangar a temperatura ambiente e em
seguida a mesma foi colocada em agitador rotatorio durante 24 h a 37 °C, este
procedimento foi realizado previamente a cada estudo a fim de realizar a
hibridizagdo entre a DNAs. e a DNAc, (DNAs-DNAc,) (FIGURA 12-D). A
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captura da DNAs.-DNAc, na solugéo padréo foi realizada utilizando as PMs para a
preparacdo do bioconjugado PM-DNAs.-DNAc,-HRP. Para isto, foram adicionados
250,0 pL da solucéo de DNAs.-DNA(, a solucéo e agitou-se a mesma em vortex e
em agitador rotatorio durante 24 h a 37 °C a fim de realizar a formacdo do
bioconjugado PM-DNAg.-DNA, (FIGURA 12-E). Posteriormente, a suspenséo foi
separada magneticamente e lavada com 200,0 pL de uma solucdo tampédo PBS-
TW?20 pH 7,0 descartando o sobrenadante.

Em seguida, foram adicionados 240,0 uL de uma solucéo da enzima
HRP 5,0 mg mL™ (preparada em PBS) em 760,0 pL de tamp&do PBS-TW20-BSA,
esta solucdo foi adicionada ao bioconjugado PM-DNAs-DNAc, deixando a
mistura em agitador giratorio por 18 h, este procedimento permite a conjugacao da
enzima HRP a PMs resultando na formacdo do bioconjugado
PM-DNAs.-DNAc,-HRP (FIGURA 12-F). Apés a agitagdo, foi realizada a
separacdo magnetica do bioconjugado lavando-o com 200,0 uL PBS-TW20-BSA
(procedimento realizado por 4 vezes, descartando o sobrenadante).

Posteriormente, adicionaram-se a suspensdao 200,0 pL de glicina
1,0 mol L™ (pH 8,0) e agitou-se a suspensdo no vortex e apds no agitador giratorio
durante 30 min a temperatura ambiente. Apos isso, foi feita a lavagem (com tampéo
PBS-TW20-BSA) e realizou-se a separacdo magnética. Enfim, foi realizada a
ressuspensdo do bioconjugado com 100,0 pL de uma solugdo tampéo
PBS-TW20-BSA.
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3.6 - Construcdo dos SEDs

Os SEDs foram fabricados utilizando a técnica de serigrafia com
procedimento analogo ao descrito por Afonso et al.” conforme apresentado na
FIGURA 13. Todos os eletrodos dos SEDs no caso WE (3 mm de diametro), CE e
RE foram fabricados concomitantemente conforme apresenta a FIGURA 13. Para
isto, inicialmente um adesivo vinilico foi recortado empregando um plotter de
recorte para artesanato, impressora de recorte, (FIGURA 13-A) no formato
elaborado com auxilio do software Silhouette. Apos o recorte no formato desejado,
as areas recortadas foram retiradas conforme apresentado na FIGURA 13-B.

Posteriormente, foi realizada a serigrafia empregando uma tinta
condutora de carbono possibilitando a deposicdo da tinta de carbono na éarea
recortada (FIGURA 13-C), a qual foi curada a 90 °C durante 30 min. Em seguida,
realizou-se a pintura do pseudo-eletrodo de referéncia (RE) com uma tinta de
Ag/AgCl (FIGURA 13-D) que foi curada a 60 °C por 30 min. O adesivo vinilico foi
retirado (FIGURA 13-E e 13-F) e uma mascara hidrofobica foi criada
(FIGURA 13-G) utilizando cartdo polaseal previamente recortado com a
impressora de recorte no formato adequado a fim de possibilitar o isolamento dos
contatos elétricos e delimitacdo das areas eletroativas de cada eletrodo dos SEDs.
Os SEDs contendo o cartdo polaseal foram colocados em uma prensa térmica com
temperatura igual a 120 °C durante 200 s (FIGURA 13-H) possibilitando o
isolamento dos contatos elétricos e delimitacdo da area eletroativa dos eletrodos
(FIGURA 13-I).
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FIGURA 13 - Representagao esquematica da fabricacdo dos SEDs. A) Recorte do
adesivo de baixa aderéncia com impressora de recorte. B) Remocao das partes
recortadas indesejadas. C) Serigrafia dos eletrodos com tinta de carbono.
D) Pintura dos REs utilizando tinta de Ag/AgCl. E) Remocéo do adesivo. F) SED
sem adesivo vinilico. G) Adicdo de mascara de cartdo polaseal. H) Aquecimento do
SED em prensa térmica. 1) Formacdo da méascara hidrofobica. J) Adicdo de imas de
neodimio na parte de tras dos WEs. K) Fotografia do SED finalizado.

Posteriormente, todos os SEDs foram lavados com &gua ultrapura e
secados a temperatura ambiente, em seguida adicionaram-se imas de neodimio na
parte de tras de cada WE do SEDs (FIGURA 13-J) com auxilio de uma fita adesiva
dupla face previamente fixada na parte de trds do SED. Este procedimento foi
adotado para a fabricacéo de todos os SEDs utilizados neste trabalho.
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3.6.1 - Construcao dos SEDs microfluidicos (USEDs)

Os SEDs microfluidicos (USEDs) foram fabricados em um arranjo
contendo oito WEs (diametro de 2 mm) de acordo com o procedimento descrito por
De Oliveira et al.'®®. O desenho e formato dos WEs, CE e RE foram feitos de
maneira analoga a fabricacdo dos SED (Secdo 3.6) utilizando adesivo vinilico e
impressora de recorte da marca Silhoutte Studio com formato adequado para
fabricacao dos USEDs. O procedimento de fabricagao e o tempo de cura da tinta de
carbono e tinta de Ag/AgCl foi 0 mesmo utilizado anteriormente para a fabricacéo
dos SED:s.

Apbs a serigrafia de todos os eletrodos foi realizada a montagem dos
USEDs, para isto, empregou-se um cartdo adesivo dupla-face de poliestireno, o qual
foi recortado utilizando o plotter de recorte possibilitando a formagdo do canal
microfluidico e a0 mesmo tempo o isolamento dos contatos elétricos dos eletrodos,
uma vez que o cartdo foi montado de forma a permanecer apenas a area exposta dos
WEs e RE (FIGURA 14-A e 14-B). A FIGURA 14 apresenta as etapas envolvidas

na montagem do USEDs.
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FIGURA 14 - A) Representacdo esquematica da construcdo do USED. B) uSED
finalizado com os conectores de entrada e saida da solucdo no sistema
microfluidico.

Ar'ranjo de 8 WEs . CE
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Na FIGURA 14-A é possivel observar a montagem do uSED em que o
RE ¢ colado na parte superior do cartdo adesivo dupla-face e o arranjo de 8 WEs
contendo o CE é colado na parte inferior do cartdo. Posteriormente, sdo feitos dois
furos no uSED (FIGURA 14-B), de modo que seja possivel conecta-lo a bomba
microfluidica (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 saida da solucdo através do canal
microfluidico com dimensdes 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 pL.

3.6.2 - Modificacdo dos uSEDs com a sonda de DNA

O arranjo contendo os 8 WEs presentes no USED foi modificado com
a DNAgy. Para isto, os WEs foram lavados com &gua ultrapura e secados a
temperatura ambiente, em seguida, a modificacdo de cada WE foi realizada
utilizando a técnica Layer-by-layer (LbL) atraves da utilizacdo de PDDA e
AuUNPs-GSH, possibilitando a formacdo de camadas do polication PDDA e
AUNPs-GSH sobre os WEs seguida da imobilizacdo covalente da DNAgg
empregando uma solucdo mista contendo EDC e NHS de maneira analoga ao

procedimento descrito por de Oliveira et al.'®®

realizado para a modificacdo dos
WEs (serigrafados com tinta de carbono) com moléculas de anticorpos. A
FIGURA 15 apresenta todas as etapas envolvidas na modificacdo dos WES com a
sonda de DNAsq originando o USED-DNAgg.

Inicialmente, os WEs foram colocados sobre placas de Petri contendo

papel umedecido com agua ultrapura a fim de manter a umidade durante o processo
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de modificacdo. Para isto, foram adicionados 5,0 pL de PDDA 2,0 mg mL™
contendo NaCl 50,0 mmol L™ aos WEs (FIGURA 15-B).

HO.
PDDA 0 AuNPs
A)
&
NH ﬁ%;}}
2 DNAgq BSA LUSED-DNA,

FIGURA 15 - Etapas envolvidas na modificacdo dos WEs com a DNAsg:
A) Arranjo de 8 WEs contendo o CE. B) Adicdo de PDDA ao WE. C) Adicdo das
AuNPs ao WE. D) Ligacdo amida formada entre as AuNPs e a DNAsq. E) Bloqueio
com BSA.

Apds 20 min o excesso de solucdo foi retirado por retropipetagem e
adicionaram-se 5,0 pL de uma suspensdo de AuNPs-GSH (preparadas em tampéo
HEPES 20,0 mmol L™ pH 8,0) aos WESs deixando-os por 20 min (FIGURA 15-C).
A ligacdo entre as AuNPs-GSH e a DNAgy foi formada por meio de uma ligagao
amida empregando os reagentes EDC e NHS apo0s a adi¢do das AuNPs, uma vez
que as AuNPs apresentam grupos carboxilas em sua superficie e a DNAsgy apresenta
um grupo amino na regido 5° da sequéncia de bases da DNAgqy. Assim, um volume
de 5,0 pL da solucéo mista de EDC 0,4 mol L™ e NHS 0,1 mol L™ foi adicionado

aos WEs. Apds 10 min, os eletrodos foram lavados cuidadosamente mergulhando-
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0s trés vezes em um béquer contendo &gua ultrapura. Posteriormente, os WES
foram secos utilizando papel absorvente e adicionaram-se 5,0 uL de uma solucéo
estoque da DNAg; 1,0 umol L™ aos WEs, os quais foram mantidos por 18 h a 4 °C
a fim de realizar a imobilizacdo da DNAsy sobre os WEs (FIGURA 15-D).

Em seguida, os WEs foram lavados com uma solugdo de PBS-TW20
pH 7,4 cuidadosamente e adicionaram-se 50 pL de uma solucdo de
BSA 2,0 % m/m preparada em solugcdo de PBS pH 7,4 mantendo-os por 1 h
(FIGURA 15-E). Posteriormente, os WEs foram novamente lavados
cuidadosamente com a solucdo de PBS-TW20 pH 7,4 e o excesso de solugéo foi
retirado com papel absorvente deixando-o0s secar a temperatura ambiente.

Todo o processo de modificacdo dos WEs com a DNAg, foi realizado
previamente a montagem do dispositivo (USED-DNAsy) utilizando o cartdo adesivo
dupla-face para formacdo do canal microfluidico e isolamento dos contatos

elétricos dos eletrodos.

3.6.3 - Medidas eletroquimicas com os USEDs

As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando um Multi
Pontensiostato Portatil Dropsens modelo uSTAT 8000 conectado a um computador
gerenciado pelo programa DropView 8400. Para a caracterizagcdo dos eletrodos e
estimativa da area eletroativa dos mesmos foi empregado a técnica de voltametria
ciclica (CV, do inglés Cyclic Voltammetry) e uma solucdo de &cido ferroceno
monocarboxilico pH = 8,0 preparada em KCI 0,5 mol L™, com um intervalo de
potencial de 0,0 a +0,6 V.

As medidas eletroquimicas em fluxo foram realizadas utilizando a

técnica de amperometria. Inicialmente, o USED-DNAsgy contendo o arranjo de
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8 WEs modificados com a DNAgy foi condicionado empregando uma solucdo
carreadora de PBS-TW20 pH 6,5 com vazdo de 1000 pL min ' por
aproximadamente 5 min antes da injecdo do bioconjugado PMs.-HRP-DNAC,.
Posteriormente, a dispersdo de PMs--HRP-DNAc, foi injetada no sistema
microfluidico preenchendo todo o canal microfluidico com a mesma. O fluxo foi
interrompido durante 1 h, a fim de proporcionar a hibridizacdo entre o complexo
PM-DNAs.-DNAc,-HRP e a DNAg presente na superficie dos WEs
(FIGURA 16-A) com a formacéo de uma estrutura sobre os WES com a sequéncia
PMs.-HRP-DNAc,-DNAg4 conforme € apresentado na FIGURA 16-B.

O fluxo foi novamente iniciado através da passagem da solucédo
carreadora removendo as PMs ndo conjugadas do canal microfluidico.
Posteriormente, a etapa de deteccdo foi realizada empregando a técnica de
Amperometria em fluxo através da aplicacdo de um potencial igual a —0,25 V
vs. pseudo-referéncia de Ag/AgCI utilizando uma solucdo de PBS como eletrélito

de suporte.
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FIGURA 16 - llustracdo das etapas envolvidas na deteccdo eletroquimica do
mMIRNA-203 via marcagdo com HRP. A) USED-DNAgy. B) Incubacdo das
PMs.-DNAc, com 0 HSED-DNAgy. C) Registro de sinal através da técnica de
Amperometria.
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A deteccdo do DNAc, foi realizada indiretamente pela resposta
eletroquimica do marcador (HRP) presente nas PMs. Para isto, foi injetada no
sistema microfluidico uma solucdo contendo H,0O, 0,2 mmol Lt e HQ
2,0 mmol L™, previamente preparada em tampdo PBS 0,01 mol L™ pH 6,5
desaerada com gas N, utilizando uma al¢a de amostragem de 100,0 uL. Assim, foi
possivel obter um sinal analitico utilizando o mediador redox HQ e substrato H,O,,
uma vez que a quinona (Q) formada foi reduzida na superficie eletrodica
originando o sinal analitico (FIGURA 16-C) proporcional a concentracdo do
DNAc, presente no bioconjugado. A FIGURA 17 apresenta o sistema
microfluidico utilizado para a deteccdo do miRNA-203 utilizando os USED

contendo a bomba de seringa, injetor, USED e 0 multipotenciostato.

Bomba de
seringa

Injetor

FIGURA 17 - Fotografia do sistema microfluidico empregado para a deteccdo
eletroquimica de mMIRNA-203 empregando a enzima HRP como marcador
eletroquimico. Fonte: de Oliveira, T. R. 2019,
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A bomba de seringa foi conectada a valvula injetora e ao USED através
de tubos PEEK permitindo o carreamento das solucdes aquosas até o canal
microfluidico do uSED. O sistema microfluidico utilizado foi 0 mesmo proposto
por de Oliveira, T. R. et al.**?,

Além do sistema microfluidico, também foi empregado outro tipo de
sistema para a deteccdo eletroquimica de miRNA-203 de forma mais simples sem a

utilizacdo da bomba de seringa e gas N, conforme € apresentado na proxima Secé&o.

3.6.4 - Medidas eletroguimicas com os SEDs

A caracterizacdo dos eletrodos, estudos de repetitividade e estimativa
da &rea eletroativa dos eletrodos foi realizada utilizando uma solucdo de acido
ferroceno monocarboxilico pH = 8,0 preparada em KCI 0,5 mol L™ e a técnica de
CV, aplicando um intervalo de potencial de 0,0 a +0,6 V durante as medidas de
CV.

Os estudos eletroquimicos envolvendo a deteccdo de miRNA-203
foram realizados empregando a técnica de SWV. Na otimizacdo dos parametros da
SWV utilizaram-se 75,0 uL de uma suspensdo de AuNPs preparada em solugéo
aquosa de HCI 0,2 mol L™ 1:1 (v/v) a qual foi adicionada diretamente em cada
celula eletroquimica do SED de uma Unica vez para a realizacdo das medidas
eletroguimicas. Os parametros eletroquimicos otimizados da SWV foram: potencial
de eletrodeposicéo (Eqep), tempo de eletrodeposicao (teep), frequéncia (f), amplitude
de pulso (a) e incremento de potencial (AEs). Na FIGURA 18 é apresentado todo o
sistema utilizado no método eletroanalitico utilizando os SEDs para a deteccdo de
MiRNA-203.
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O sistema eletroguimico apresentado na FIGURA 18 foi utilizado para
a realizacdo de todas as medidas eletroquimicas empregando o0 metodo
eletroanalitico proposto para a quantificacdo de miRNA-203 com os SEDs. Para 0s
estudos uma aliquota de 10,0 pL da dispersdo contendo o bioconjugado
PMs.-DNAc,-AUNPssy foi adicionada em cada WE do arranjo de 8 eletrodos do
SED (ver FIGURA 11-D) para a medida eletroguimica visando obter o sinal
analitico (ver FIGURA 11-E) referente ao processo redox do ouro presente nas

AUNPssq ligadas na sequéncia da regido terminal da DNAg, ancorada nas PMs.
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FIGURA 18 - Foto do sistema eletroquimico utilizado para a deteccdo
de miRNA-203 nas amostras de RNA total utilizando o SED.

Do lado oposto de cada WE foi posicionado um imé de neodimio de
forma a permitir a captura e retencdo do bioconjugado sobre a superficie de cada
WE. Assim, ap6s 5 min o excesso de solucdo foi retirado com papel absorvente e
adicionaram-se 75,0 pL de uma solucdo de HCI 0,2 mol L™ & cada célula

eletroquimica do SED para atuar como eletrélito de suporte nas medidas



47

eletroquimicas. Posteriormente, foi aplicado um potencial de +1,25 V vs. pseudo-
referéncia de Ag/AgCI durante 120 s e registraram-se os SWVs com varredura de
+1,1a-0,15V.

3.7 - Analise das amostras de linhagens celulares e linfonodos

A quantificacdo de miRNA-203 foi realizada em amostras de RNA
total obtidas de linhagens celulares e de linfonodos de pacientes com CCP, a
sequéncia 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 Fundacéo Pio XII do
Hospital de Amor (HA) de Barretos através da colaboracdo 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 ja
firmadas e aprovadas no comité de ética da UFSCar sob numero CAAE
53407516.4.1001.5504.

Todas as amostras de RNA total extraido de linhagens celulares e
linfonodos de pacientes com CCP foram estocadas a —20 e —-80 °C,
respectivamente. As amostras foram descongeladas antes da realizacdo de cada
medida e foram analisadas utilizando o método eletroanalitico proposto e por
RT-PCR realizado no HA. Todas as amostras foram diluidas em tampdo HEPES
10,0 mmol L™ pH 7,0 para uma concentraco final de RNA total igual a 0,1 pg L™
previamente a realizacdo dos ensaios de hibridizagéo.

Uma aliquota de 10,0 pL contendo a dispersdo de PMs, foi adicionada
a um volume de 0,5 mL da amostra. A mistura foi mantida sob agitacdo 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 agitacdo por 1 h em temperatura ambiente e realizou-se a
separacdo magnetica do bioconjugado PMs.-mRNA203 seguida da lavagem com
PBS por trés vezes. Posteriormente, 0,25 mL da dispersdo de AuNPssy foram
adicionados ao bioconjugado (PMs.-mRNAZ203) e a mistura foi agitada por 1 h a
800 rpm (FIGURA 11-B). O bioconjugado PMs.-mRNA203-AuNPssy foi lavado
com solucdo de PBS-TW20-BSA e, em seguida com PBS. Posteriormente, o
bioconjugado foi redisperso em 0,25 mL de PBS.

Para a realizacdo das medidas eletroquimicas, foram adicionados
10,0 puL do bioconjugado em cada WE do SED. Apds 5 min, a solugdo em excesso
foi removida por capilaridade empregando um papel absorvente e foram
adicionados 75,0 pL de solugdo de HCI 0,2 mol L™ a cada célula eletroquimica
para atuar como eletrolito de suporte e, em seguida, foi realizada a medida
eletroguimica empregando a técnica de SWV (FIGURA 11-E).



CAPITULO 4:
RESULTADOS
E DISCUSSAO




50

4 - RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1- Caracterizacao espectroscopica das AuUNPs e AuUNPs-GSH

As AuUNPs e AuNPs-GSH foram caracterizadas empregando a
espectroscopia de UV-vis realizando a varredura de 300 a 750 nm, diluindo as
mesmas em agua ultrapura previamente as medidas. A FIGURA 19 apresenta 0s
espectros UV-vis obtidos para as AUNPs e AuNPs-GSH.

_____—’
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e AUNPs-GSH
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’ A, = 0.515
=

0,4}
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A/ nm
FIGURA 19 - Espectros de UV-vis registrados para as AUNPs e AUNPs-GSH.

Na FIGURA 19 observa-se que a AuNPs (linha rosa) apresenta
absorbancia no pico de ressonancia do plasma de superficie (Aspr, do inglés
Absorbance at the surface plasma resonance) igual a 0,843 e absorbancia em 450
nm (Asso) igual a 0,515, ao passo que o espectro de UV-vis (linha pdrpura)
registrado para a AuNPs-GSH apresentou Aspr € Auso iguais a 0,515 e 0,444,
respectivamente. Para estimar o didmetro das AuNPs o valor de Aspr foi dividido

pela Ayso tanto para as AuNPs quanto para as AuNPs-GSH de acordo com o
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método proposto por Haiss et. al.'**. Nesse método, é possivel estimar o didmetro
das AuNPs por meio de uma relacdo matematica em que o0s autores relacionam o
diametro das AuNPs com a razdo entre Agspr € Ay conforme apresenta a
TABELA 2.

TABELA 2 - Razdo entre Agspr € Ayso € relacdo com o didmetro das AuNPs. Fonte:
Haiss et. al., 2007,

Aspr/ Agso Diametro / nm Aspr/ Asso Diametro / 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/Asso para as AUNPs e AuNPs-GSH foram
iguais a 1,61 e 1,16. Assim, os didametros 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 diametro igual a 4 nm, este valor esta
associado a razdo Aspr/Ausso igual a 1,19 e este é o valor mais proximo de 1,16 dos
valores apresentados na TABELA 2. As AuNPs apresentam tamanhos de
aproximadamente 20 nm'® ao passo que as AuNPs-GSH caracterizadas por Mani

et al.1*?

resultaram em tamanhos médios iguais a 5 nm. Assim, observa-se que 0s
resultados obtidos estdo de acordo com os apresentados na literatura com valores

de tamanho de particulas préximos aos previamente descritos.

4.1.1 - Caracterizacdo microscopica das AuNPs

Para obtencdo das imagens de microscopia eletrbnica de varredura
(MEV) das AuNPs, uma gota da suspensdo das AuNPs foi adicionada a superficie

de uma placa de silicio oxidado (Si/SiO,) com dimensbes aproximadas de
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5 x5 x 1 mm. Apds secagem a temperatura ambiente, a placa foi fixada em um stub
com uma fita condutora a base de carbono, que também foi utilizada para fazer
contato elétrico entre a superficie da placa de Si/SiO; 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 gréafico de distribuicdo de tamanho das AuNPs.

0
10 12 14 16 18 20 22 24 26
Diametro / nm

FIGURA 20 - A) MEV reallzada para as AuNPs previamente sintetizadas.
B) Histograma de distribuigdo 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 estdo
concordantes com os apresentados na literatura, uma vez que a sintese proposta por
J. TURKEVICH et al.'® resulta em um tamanho médio de AuNPs igual a 20 nm,
ou seja, um valor bastante proximo ao encontrado experimentalmente
demonstrando que o resultado encontrado esta de acordo com o apresentado na

literatura.
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4.1.2 - Caracterizagdo microscopica do bioconjugado PMg.-DNAc,-
AUNPSgg4

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 suspensdo contendo
0 bioconjugado, em seguida, o grid foi retirado da suspensdo deixando-o em
dessecador por 24 h. Este procedimento foi repetido para todos os bioconjugados
previamente as analises de MET. Na FIGURA 21 sdo apresentadas as imagens de
MET obtidas para os bioconjugados: PMsc, AUNPSsg @ PMsc-DNAc,-AUNPSsg.

Na FIGURA 21-A é possivel observar as imagens de MET obtidas
para as PMs. com tamanho de aproximadamente 1,0 um, este tamanho esta
proximo ao informado pelo fabricante para PMs (sem modificacdo) que apresenta

um didmetro médio de 1,5 pm**

. A imagem de MET registrada para as AuNPSgq
(FIGURA 21-B) apresenta as AuNPs com diametros de aproximadamente 18 nm,
tamanho que ja foi observado pelas analises de MEV realizadas para as AUNPs sem

modificacéo (ver Sec¢édo 4.1.1).
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FIGURA 21 - Imagens de MET realizadas para os bioconjugados: A) PMsg,
B) AUNPsgy, C) PMsc-DNA,-AuNPssq € D) Ampliacéo de C).

Comparando as imagens obtidas para o0 bioconjugado
PMsc-DNAcp-AUuNPssy, FIGURA 21-C e 21-D, € possivel observar a presencga de
AuUNPs com didmetro de aproximadamente 18 nm (FIGURA 21-D) indicando que
0 processo de hibridizacdo foi realizado com sucesso. Entretanto, foram realizadas
medidas de EDX a fim de confirmar a presenca das AuNPs no bioconjugado. A
FIGURA 22 apresenta as medidas de EDX realizadas para as PMs;, AUNPSg, €
PMsc-DNAc,-AUNPSsg.
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FIGURA 22 - Anélise de EDX para os bioconjugados: A) PMs., B) AuNPsg, €
C) PMgsc-DNAp-AUNPSsgg.

Na FIGURA 22-A ¢é possivel observar picos bastante intensos de Fe e
O na medida de EDX realizada para as PMs., as PMs obtidas comercialmente sdo

compostas de mais de 90 % de 6xido de ferro'*® e portanto espera-se o registro de
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elevados sinais tanto de Fe quanto de O nas analises de EDX realizadas para este
material. A medida de EDX realizada para as AuNPssy apresenta sinais de Au
confirmando a presenca 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
composicdo. A presenca de sinais intensos de Cu em medidas de EDX também foi
observada em alguns trabalhos reportados na literatura, tais como analises de EDX
realizadas para AuNPs sintetizadas e funcionalizadas com polietilenoglicol**,
Poli-L-lisina**® e extrato de plantas®. Assim, os resultados apresentados nas
analises de EDX para as AuNPssq estdo de acordo com os descritos na literatura.

Os picos de Au (circulados em rosa) apresentados na andlise de EDX
para 0 bioconjugado PMs.-DNAc,-AUNPssy na FIGURA 22-C confirmam a
presenca de Au no bioconjugado. Além disso, 0 pico bastante intenso de C na
FIGURA 22-C indica a presenca da grande quantidade material organico presente
no bioconjugado final (PMsc-DNAc,-AuNPssg) oriundo da DNAs.,, DNAc, e
DNAsy. Também foi possivel detectar a presenca de Fe devido a presenca das PM
no bioconjugado. Portanto, o processo de hibridizacdo foi realizado com sucesso
indicando que este método de bioconjugacdo e marcacdo com AuUNPs pode ser
empregado para a deteccdo indireta de mMIRNA-203 através de medidas

eletroguimicas utilizando os SEDs.
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4.1.3 - Caracterizacao eletroquimica e morfoldgica do SED

A avaliacdo dos SEDs construidos foi realizada por meio de medidas
eletroquimicas utilizando uma solucdo de é&cido ferroceno monocarboxilico
1,0 mmol L™ preparada em KCI 0,5 mol L™. As medidas de CV foram realizadas
apos a adicdo de 75,0 pL desta solucdo em cada uma das oito células
eletroquimicas (CE) de um Unico SED (FIGURA 23-A) e em trés SEDs diferentes
(FIGURA 23-B).

00 01 02 03 04 05 06
E/V vs. Ag/AgCl
FIGURA 23 - A) Medidas de CV registradas com solucdo aquosa de acido
ferroceno monocarboxilico 1,0 mmol L™ em KCI 0,5 mol L™ para as 8 CEs do
SED (n=8),v=50mV s ' de 0,0 a+0,6 V. B) iy, registradas para cada CE dos 3

SEDs.

Na FIGURA 23-A é possivel observar os voltamogramas ciclicos bem
definidos e com uma Gtima repetitividade para as oito CEs do SED. A fim de
avaliar a repetitividade dos SEDs, a corrente de pico anddica (i,,) de cada CV dos
trés SEDs foi medida (FIGURA 23-B) para 3 dispositivos distintos. O
Dispositivo 1 apresentou um valor de i, média igual a 6,61 PA, ao passo que 0s
Dispositivos 2 e 3 apresentaram valores de i,, média iguais a 6,98 e 7,79 pA. Alem

disso, também foi calculado o RSD (do inglés, 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 6tima
repetitividade e os SEDs podem ser utilizados com confianca para a realizacdo de
medidas eletroquimicas com oito réplicas em um Unico dispositivo.

A solucdo de acido ferroceno monocarboxilico também foi utilizada
para realizar o estudo da area eletroativa dos eletrodos. Para isto, o valor de
velocidade de varredura (v) foi variado de 10 a 300 mV s * (FIGURA 24) e a Ipa fOI
registrada para cada medida de CV realizada (FIGURA 24, inserido).

24F
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E/V vs. Ag/AgCl

FIGURA 24 — Medidas de CV registradas em solucdo de é&cido ferroceno

monocarboxilico 1,0 mmol L™, KCI 0,5 mol L™ pH = 8,0 utilizando o SED em

diferentes valores de v. Inserido: iy, versus V2 12 =0,997.

O grafico inserido na FIGURA 24 foi linear com equacdo de reta igual

a ipa = +0,114 +34,950 v'*, com coeficiente de determinacfo (r°) = 0,997. Esta
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equacdo pode ser utilizada para estimar a area eletroativa aparente combinando-a

com a equacao de Randles-Sevcik''” conforme segue abaixo.

i, =%(2,69x10%) n**AD"*Cv""* Equacéo 1

em que i, é a corrente de pico (A), n € o numero de elétrons da reacdo, A é a area
eletroativa (cm?), D é o coeficiente de difusdo do acido ferroceno monocarboxilico
em solugdo de KCI 0,5 mol L™ (5,7 x 10 ® cm? s™)'*8, v é a velocidade de varredura
de potencial (V s, e C é a concentracdo do acido ferroceno monocarboxilico em
solucdo (mol cm™).

A 4rea eletroativa estimada para o SED foi igual 0,0677cm?, paran = 3
e com RSD igual a 9,65 %, a area geométrica do WE (3 mm de didmetro) presente
no SED é igual a 0,0765 cm® ou seja, o valor estimado de area eletroativa
(0,0677cm?) utilizando a Equacdo de Randles-Sevcik é um valor bastante proximo
ao da area geométrica do WE.

Além dos estudos eletroquimicos para a caracterizagdo 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 o0 WE do SED em diferentes
ampliagdes: A) 100 x e B) 2000 x.

As imagens de MEV obtidas para a superficie do WE presente no SED
(FIGURA 25-A e 25-B) apresentam uma superficie rugosa a qual € uma morfologia
comumente encontrada para as imagens de MEV obtidas para SEDs fabricados
com tinta de grafite’***'?°. Portanto, os resultados obtidos experimentalmente nas
medidas de MEV realizadas para 0 SED estdo 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 - Caracterizacgao eletroguimica e morfologica do uSED-DNAgqy

Medidas de CV foram realizadas utilizando a solucdo de é&cido
ferroceno monocarboxilico 1,0 mmol L™, KCI 0,5 mol L™' pH = 8,0 com o uSED
em cada etapa de modificacdo do sensor, desde o eletrodo sem modificacéo, apenas
a tinta de carbono, até a modificacdo final com a DNAgy (USED-DNAgg). A
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FIGURA 26 apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos em cada etapa de
modificacao.

Nos voltamogramas ciclicos apresentados na FIGURA 26 ndo foram
observadas diferengas significativas nas intensidades de sinais das i, entre o
eletrodo recém preparado e o eletrodo modificado com PDDA (linhas preta e
vermelha). Apesar do PDDA ser um polimero ndo condutor o fato de a resposta de
corrente ndo ter diminuido pode estar relacionado a carga positiva do PDDA e
negativa da sonda eletroquimica utilizada, mesmo com a atra¢do das cargas nédo
ocorreu diminuicdo no pico mantendo o padrdo de resposta, ndo ocorrendo
deformacdes no pico indicando que possivelmente nao houve adsorcdo da sonda na
superficie eletrodica do PSED-PDDA. Contudo, quando as AuNPs foram
adicionadas ao USED (FIGURA 26, linha verde), ocorreu um aumento bastante
significativo da i,, a0 passo que a modificacdo do sensor com a DNAgy resulta em
um diminuicéo da intensidade da ip,. Este efeito pode ser justificado pelo fato das

AuNPs aumentarem a area superficial dos WEs'*

recobrindo na superficie do
eletrodo tanto o material de carbono quanto material polimérico que compdem a
tinta de carbono o que melhora as respostas resultando no aumento da corrente de
pico'®. A diminuicdo da corrente ap6s a adicdo da DNAsy (FIGURA 26, linha
azul) pode ser atribuida ao fato da biomolécula de DNA atuar blogueando a
superficie eletrodica do WE o que dificulta o processo de transferéncia eletronica
durante a realizacdo das medidas eletroquimicas, associado ao fato de a fita simples

de DNA possuir carga negativa assim como a sonda eletroquimica utilizada'*.
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FIGURA 26 - Voltamogramas ciclicos registrados com solucédo de acido ferroceno
monocarboxilico 1,0 mmol L™, KCI 0,5 mol L™ pH = 8,0 ap6s cada etapa de
construcdo do pSED-DNAgg, v =50 mV s .

Posteriormente, a area eletroativa dos eletrodos foi estimada para cada
etapa de modificacdo do USED de maneira anédloga a realizada para os SED. A

TABELA 3 apresenta os resultados obtidos neste estudo.

TABELA 3 - Valores de area eletroativa estimada em cada etapa de
modificacdo do USED.

Etapa de Fabricacao Area Eletroativa® / cm’ RSD / %
uSED 0,038 + 0,002 2,88
uSED-PDDA 0,037 + 0,001 1,98
uSED-PDDA—-AuNPs 0,059 + 0,004 6,96

*Valores expressos como média * desvio padréo. (n = 3).

A area geométrica do WE (didmetro de 2 mm) presente no USED é
igual a 0,0314 cm? ou seja, o valor estimado de &rea eletroativa para 0 USED
(0,038 cm?) é proximo ao valor da &rea geométrica do WE, apresentando um
resultado semelhante ao encontrado no estudo da area eletroativa estimada para o
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SED na Seccdo anterior. A TABELA 3 mostra claramente que os valores estimados
de area eletroativa para o USED e YSED-PDDA nédo apresentam diferencas
significativas. Entretanto, quando as AuNPs-GSH sdo adicionadas ao sensor
(LSED—PDDA—-AUNPs) ocorre um aumento de 55,3 % na area eletroativa. Este

efeito também foi observado no trabalho de Mani et al.l*?

em que 0s autores
observaram um aumento de 44,8 % na area eletroativa de eletrodos de carbono
vitreo modificados com PDDA e AuNPs-GSH. O maior valor de area eletroativa
obtido com o HSED—PDDA-AuUNPs pode ser atribuido a maior rugosidade dos
eletrodos fabricados com tinta condutora a base de carbono quando comparados
com os eletrodos de carbono vitreo nos estudos de Mani et al.**. Assim, nota-se
que os resultados obtidos experimentalmente estdo de acordo com os apresentados
na literatura e indicam que o eletrodo foi efetivamente modificado levando a
formacéo do sensor.

Posteriormente, foram obtidas imagens de MEV do WE para as etapas
de modificacdo do USED com PDDA e AuNPs, a FIGURA 27 apresenta as
microscopias obtidas neste estudo. A FIGURA 27-A apresenta uma estrutura
porosa tipica de eletrodos fabricados com tintas de grafite conforme foi discutido
na microscopia realizada para o SED (ver FIGURA 25). Entretanto, a imagem de
MEYV para o WSED (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 fabricacdo do USED ter sido obtida de um lote diferente da
tinta empregada no SED. Na FIGURA 27-B observa-se a formacdo de um filme
devido adicdo do PDDA como ja era esperado em virtude deste material se tratar de
um polimero catidnico. Apd6s a adicdo das AuNPs ao WE do HSED
(FIGURA 27-C) é possivel observar a formagdo de aglomerado de AuNPs-GSH o

qual pode ser melhor visualizado através da ampliagdo na FIGURA 27-D.



64

400 nm

FIGURA 27 - Imagens de MEV registradas dos WE em cada etapa de fabricacéo
do uSED: A) uSED (sem modificacéo), B) uSED-PDDA, C) uSED-PDDA-AuUNPs
e D) Ampliacéo de C).

Portanto, diante dos resultados apresentados nas caracterizagdes
eletroquimica e morfoldgica do PSED € possivel concluir que toda etapa de
modificacéo foi realizada com sucesso e que este sensor tem potencialidade para a
deteccdo eletroquimica de miRNA-203.

4.2.1 - Deteccao de miRNA-203 utilizando 0 PSED-DNAgg

Inicialmente, foram realizados estudos de hibridizacdo com a DNAg. e
DNAc, conforme o procedimento descrito na Segcdo 3.5.2, visando o0

desenvolvimento de um método eletroanalitico para a deteccdo de miRNA-203. Os



65

estudos eletroquimicos para a deteccdo de mMIRNA-203 empregando o
USED-DNAsy foram realizados utilizando o mediador redox HQ e como substrato
0 H,0, a fim de obter indiretamente um sinal analitico para a DNAc, através da
enzima HRP presente no bioconjugado PMs.-HRP-DNAc,. A deteccdo da DNAc,
foi feita indiretamente pela reducdo eletroquimica da benzoquinona (BQ) gerada no
ciclo eletrocatalitico da enzima HRP (marcador eletroquimico) presente nas PMs
apos a incubacdo do bioconjugado no USED-DNAsy. A FIGURA 28 apresenta um
esquema do ciclo eletrocatalitico da enzima HRP utilizando a HQ e H,0, como

substrato para as medidas eletroquimicas realizadas utilizando 0 PSED-DNAgg.

FIGURA 28 - Esquema do ciclo catalitico da enzima HRP na superficie do WE
apos a incubagéo com PMs.-HRP-DNAc, no USED-DNAsy. HRPr4 = enzima HRP
reduzida (forma nativa), HRP,, = HRP oxidada.



66

O substrato H,O, tem a funcdo de ativar a enzima HRP (HRP,yg)
oxidando-a (HRP,,), a qual é posteriormente reduzida retornando a sua forma

nativa (HRP,.q) ocasionando a oxidacdo da HQ para BQ'?

, @ qual é reduzida na
superficie eletrdica através da aplicacio de um potencial igual
—0,25 V utilizando a técnica de amperometria ocorrendo a transferéncia de dois
elétrons e dois prétons conforme pode ser observado na FIGURA 28.

Inicialmente, acontece a oxidacdo do sitio ativo da enzima
(HRPFe(l11)) pelo H,O, originando um composto intermediario HRPFe(IV)=0

123
1

conforme € apresentado na Reacdo , 0 qual reage com a HQ resultando no

retorno da enzima para a sua forma nativa HRPFe(lll) e a formacdo da BQ

(Reagfo 2), a qual é reduzida na superficie eletrodica™****>**°

em um processo
eletrocatalitico originando o sinal analitico proporcional a concentracdo do

biomarcador miRNA-203 conforme € apresentado na Reagéo 3.

HRPFe(lll) + H,0, — HRPFe(IV)=0 + H,0 Reagdo 1
OH 0

HRPFe(IV)=0 + © — HRPFe(Ill) + + H,0 Reagio 2
OH

0

OH
+2¢ +2H — © Reacdo 3
OH

Os estudos de hibridizacdo para formacdo do bioconjugado

PMs.-HRP-DNA, foram realizados variando a concentracdo da DNAc, de 0,0
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(auséncia) a 25,0 nmol L. Posteriormente, cada suspensdo contendo 0S
bioconjugados preparados em diferentes concentragbes foram adicionados aos
USED-DNAsy para realizar a incubacdo seguida das medidas eletroguimicas
utilizando a técnica de amperometria em fluxo apds a injecdo da solucdo de
deteccdo contendo HQ 2,0 mmol L™ e H,0, 0,2 mmol L™ preparada em

PBS 10,0 mmol L™*. A FIGURA 29 apresenta os amperogramas obtidos no estudo.
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FIGURA 29 - Amperogramas registrados em diferentes concentracdes de
DNAc, utilizando o pSED. Vazdo de 100 pL min !, E = 0,25 V, solucdo de
deteccdo H,0, 0,2 mmol L™ e HQ 2,0 mmol L™.

A FIGURA 29 mostra claramente um aumento no sinal analitico com
0 aumento da concentragdo de DNAc, no processo de hibridizagdo. Este efeito
pode ser explicado pelo fato do aumento da concentracdo do biomarcador resultar
em uma maior quantidade de sequéncias da DNAs. (presentes nas PMs) ligadas a
DNAc, o que faz com que mais sequéncias na regiao terminal da DNAg. estejam
disponiveis para sofrer hibridiza¢do na sequéncia complementar (DNAsy) ancorada

na superficie do WE presente no uSED-DNAs4 e consequentemente um aumento na
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resposta de corrente transiente, uma vez que quanto mais sequéncias se ligarem aos
eletrodos no PSED mais particulas magnéticas, oriundas do bioconjugado
PMs.-HRP-DNA(,, estardo ligadas no PSED-DNAgy e por sua vez um maior
namero de enzimas HRP. Na FIGURA 29 é possivel observar um sinal na auséncia
da DNAc, (linha preta), esse efeito pode ser explicado pelo fato de que uma
pequena quantidade do bioconjugado (PMs.-HRP) pode ser adsorvida no canal
microfluidico do HSED-DNAsy (apesar da realizacdo de lavagem com a solucdo
carreadora de PBS-TW20 pH 6,5) originando uma resposta ap0s a injecdo da
solucdo de deteccdo HQ e H,0..

Apesar dos resultados promissores apresentados com a marcacao
eletroquimica com a enzima HRP para a deteccdo do miRNA-203, este método
necessita da realizacdo da hibridizagdo entre a DNAs. € a DNAc, separadamente
das PMs e da enzima HRP, uma vez que esta enzima perde atividade com o
aumento da temperatura, em aproximadamente 55 °C'*’. O método necessita de
uma etapa de aquecimento empregando 85 °C para promover a deshaturacdo e
consequente abertura do anel da sequéncia de captura DNAs.. Portanto, utilizar
PMs previamente conjugadas com a enzima HRP e a DNAg, para realizar os
ensaios de hibridizacdo ira requerer uma etapa adicional apds a captura do alvo o
que resulta em um maior tempo (aproximadamente 45 min para o preparo das PMs)
para a realizagdo dos experimentos com possibilidade de perda do analito
utilizando esta estratégia de deteccdo eletroquimica de miRNA-203.

Diante disso, outra estratégia de deteccdo eletroquimica do
biomarcador miRNA-203 foi avaliada utilizando as AuNPs como marcador
eletroquimico em virtude deste material ser compativel com biomoléculas, sendo
que nesta estratégia a etapa de aquecimento ndo ira apresentar problemas vindo a
ser promissor para o desenvolvimento de um método simples para deteccdo de

MIRNA, sem necessidade de realizar as etapas morosas da técnica de RT-PCR que
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envolve a transcricdo da sequéncia de RNA para DNA seguida da etapa de

amplificacdo via reacdo de cadeia de polimerase.

4.3 - Estudos eletroquimicos preliminares com as AuNPs

empregando os SEDs

Inicialmente, a fim de avaliar o comportamento eletroquimico das
AuNPs foram realizadas medidas com os SEDs utilizando a técnica de DPV
(do inglés, Differential Pulse Voltammetry) na auséncia e na presenca das AuNPs
utilizando como eletrélito de suporte uma solucdo de HCI 0,2 mol L™, as medidas
eletroguimicas utilizando AuNPs tém sido comumente realizadas utilizando HCI
como eletrélito de suporte®*®° A FIGURA 30 apresenta as curvas de DPV
obtidas utilizando o SED.

Neste estudo, inicialmente foi realizada a aplicagéo de um potencial de
+1,25 V durante 120 s resultando na oxidacdo do Au presente nas AuNPs para
Au(lll) que na presenca dos ions ClI- forma o ion complexo [AuCl],
imediatamente ap6s a oxidacdo eletroquimica, foi realizada uma varredura de
potencial de +1,10 a —0,15 V, vs. Ag/AgCl originando um pico catodico
(FIGURA 30, linha rosa) devido a reducdo do Au(lll) para Au conforme é
apresentado na Reacdo 4'*°. A medida de DPV realizada na presenca das AuNPs
resultou no surgimento de um pico em aproximadamente 0,32 V oriundo do

processo de reducdo do ouro presente nas AUNPS.

[AuCl,] + 3e” — Aug + 4CI™ Reacdo 4
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FIGURA 30 — Medidas de DPV registradas na auséncia e presenca de AuNPs
em HC1 0,2 mol L™ 1:1 (V/V). Egep = +1,25 V, tgep = 120's, v =40 mV, AE; = 4 mV
ea=40mVs .

Posteriormente, foram realizados novos estudos eletroquimicos
utilizando a técnica de SWV (do inglés, Square Wave Voltammetry) utilizando as
AUNPs preparadas em solucdo aquosa de HCI nas mesmas condicGes anteriores

conforme seré apresentado no item a seguir.

4.4 - Otimizacdo dos parametros eletroquimicos da SWV

Além da técnica de DPV, também foram realizados estudos utilizando
a SWV na presenga das AuUNPs nas mesmas condigdes experimentais da
FIGURA 30 a fim de obter uma maior intensidade de sinal analitico com uma
melhor resolucdo de pico e maior rapidez nas medidas eletroquimicas. Para isto,
inicialmente, realizaram-se medidas de SWV em diferentes valores de potencial de
eletrodeposicéo (Egep) € tempo de eletrodeposicao (tgp). A FIGURA 31-A apresenta
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0os voltamogramas obtidos em diferentes valores de tg, utilizando
Egep = +1,25 V, a0 passo que a FIGURA 31-B apresenta os valores de i, medidos
em diferentes Egep € tgep.

Na FIGURA 31-A é possivel observar uma melhora significativa na
intensidade de sinal e no perfil voltamétrico dos voltamogramas registrados para a
suspensdo de AuNPs em HCI 0,2 mol L™ empregando a técnica de SWV. As
medidas realizadas por DPV resultaram em uma menor intensidade de sinal e uma
pior resolucdo de pico conforme apresentado na FIGURA 30. Assim, 0sS
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
deteccdo da presenca de AuUNPs de forma répida e adequada para o
desenvolvimento do método eletroanalitico utilizando as AuNPs como marcador

eletroquimico.
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FIGURA 31 - A) Medidas de SWV registradas com as AuNPs em HCI 0,2 mol L™
utilizando diferentes valores de tgep. Egep = +1,25 V, f = 30 Hz, a = 40 mV,

AEs =3 mV. B) i, medida para diferentes valores de Egep € tgep.
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O aumento dos valores de Egep € tgep resultou em uma maior
intensidade de sinal para o Au nas medidas voltamétricas realizadas por SWV,
sendo que os maiores valores de i, foram observados para as medidas realizadas
com Egp = +1,25 V e tgep, = 120 s conforme pode ser observado na FIGURA 31-B.
Portanto, a SWV foi escolhida para a realizagdo dos estudos subsequentes
mantendo o valor de Ege, = 41,25 V € tge, = 120 s empregando os SEDs.

As condigOes experimentais da FIGURA 31 foram mantidas para a
realizacdo dos estudos de otimizacdo dos pardmetros da SWV. O primeiro
pardmetro otimizado foi a frequéncia (f). Neste estudo, as medidas eletroquimicas
foram realizadas variando a f de 10 a 50 Hz. Os voltamogramas obtidos neste

estudo sdo apresentados na FIGURA 32.
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FIGURA 32 - A) SWV registrados com AuNPs em HCI utilizando diferentes
valores de f. Egep = +1,25 V, t4ep, = 120s, a = 40 mV, AE; = 3 mV. B) -iya, para 0s
diferentes valores f.

Os voltamogramas apresentados na FIGURA 32-A demonstram um
aumento nos picos de reducdo 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 parametro (FIGURA 32-B). O valor de f igual a 30 Hz apresenta uma

melhora na intensidade de sinal com uma repetitividade (desvio padrdo = 0,64)
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melhor do que a apresentada utilizando f = 50 Hz (desvio padrdo = 0,82) nas
medidas eletroquimicas conforme apresentado na FIGURA 32-B. Assim, o valor de
f = 30 Hz foi selecionado para a realizacdo dos estudos subsequentes de otimizacgéo
dos parametros da SWV.

Em seguida, avaliou-se a influéncia de diferentes valores de amplitude
de pulso (a) na resposta para o ouro. Para isto, o parametro 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 parametro
foi aumentado (ver FIGURA 33-B) apesar de ocorrer um pequeno alargamento nos
picos de reducdo 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 eletroquimicas.
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FIGURA 33 - A) Medidas de SWV registradas com AuNPs em HCI 0,2 mol L™
utilizando diferentes valores de a. Egp = +1,25 V, tg, = 120s, f = 30 Hz,
AEs =3 mV. B) -i,n, para os diferentes valores de a.
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Posteriormente, realizou-se a otimizacdo do incremento de
potencial (AE;) variando o parametro de 1 a 3 mV conforme é apresentado na
FIGURA 34-A e 34-B.
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FIGURA 34 - A) SWV registradas com as AuNPs em HCI utilizando diferentes
valores de AE,. Egep = +1,25 V, t4ep = 120s, f = 30 Hz, a = 50 mV. B) -i,a, para os
diferentes valores AE..

Na FIGURA 34-A e 34-B é possivel observar um aumento no sinal
analitico com o aumento no valor do AE,. As medidas realizadas utilizando
0 AEs = 3 mV apresentaram respostas com valores de corrente maiores e com uma
repetitividade melhor do que as medidas com AE; = 2 mV (FIGURA 34-B). Nao
foram avaliados valores de AEs acima de 3 mV, pois observou-se uma pequena
diferenca de sinal nas medidas com AE; igual a 2 e 3 mV. Entretanto, As medidas
de SWV realizadas empregando AE; = 3 mV apresentaram melhor perfil
voltamétrico e repetitividade (comparando com as medidas com AEs = 2 mV).
Assim, o valor escolhido de AE; foi igual a 3 mV.

A TABELA 4 apresenta a faixa avaliada e os pardmetros selecionados

da SWV nos estudos de otimizacao.
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TABELA 4 - Faixa avaliada e parametros otimizados da SWV.

Parametro Faixa avaliada Selecionado
Eiep +0,85a+1,25V +1,25V
taep 50a120s 120 s

f 10 a 50 Hz 30 Hz
a 10a50 mV 50 mV
AE, la3mV 3mV

Portanto, os parametros otimizados para as medidas com a técnica de
SWV foram: Egep = +1,25 V, t4ep = 120 s, f =30 Hz, a =50 mV e AE; = 3 mV. Com
estes parametros as medidas voltametricas mostraram-se rapidas, necessitando de
apenas 120 s para serem realizadas e com picos de corrente de reducéo de Au(lll)
com um otimo perfil. Assim, estas condi¢bes foram mantidas e empregadas nos
ensaios para a deteccdo eletroquimica indireta do biomarcador miRNA-203

utilizando as AUNPs como marcador eletroquimico.

4.5 - Deteccdo do biomarcador miRNA-203

Ap0s a otimizacdo dos parametros da SWV foram realizados estudos
para a captura do biomarcador miRNA-203 utilizando as PMs decoradas com a
DNAs. (PMs.) e as AuNPs decoradas com a DNAsy (AuNPssg), de forma a obter a
formacdo do bioconjugado PMsc-DNAc,-AUNPssy; conforme o procedimento
descrito na Secdo 3.5.1. Assim, 0s ensaios de hibridizacdo utilizando a PMsgq,
DNAc, e AuNPssgs foram realizados avaliando duas concentrages de
DNAc,, 0,5 e 10,0 pmol L. A deteccdo de DNA, foi realizada apés a adi¢éo do
bioconjugado formado PMs.-DNAc,-AuNPssq no SED (contendo imés de neodimio
posicionados na parte de trds de cada WE, ver FIGURA 13-K ) utilizando uma

solucdo de HCI 0,2 mol L™ como eletrélito de suporte. Para isto, um volume de
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10,0 pL da dispersdo contendo o bioconjugado foi adicionado em cada WE do
arranjo de 8 eletrodos do SED.

Apls 5 min retirou-se o0 excesso de solucdo empregando papel
absorvente e foram adicionados 75,0 uL de HCI 0,2 mol L™ & cada CE do SED.
Em seguida, foram realizadas as medidas utilizando a SWV aplicando um
Egep = +1,25 V vs. pseudo-referéncia de Ag/AgCl por 120 s seguida da varredura de
+1,10 a —0,15 V possibilitando a detecgdo eletroquimica por meio da reducdo
eletroquimica do ouro presente no bioconjugado PMsc-DNAc,-AuNPssg, 0 qual foi
previamente oxidado na etapa anterior, levando a formacdo de um pico em
aproximadamente +0,3 V. Na FIGURA 35 sdo apresentados 0s voltamogramas

utilizando a SWV registrados apos a adi¢do dos bioconjugados ao SED.
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FIGURA 35 — SWV registrados com HCI 0,2 mol L™ na (-) auséncia de DNAc, €
em diferentes concentracdes de DNAc, para a formacéo do bioconjugado: () 0,5 e
(-) 10,0 pmol L ™. Egep = 1,25V, tgep = 1205, 2 =50 mV, AE; =3 mV, f = 30 Hz.
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Os voltamogramas de SWV apresentados na FIGURA 35 demonstram

que um aumento na corrente de pico de redugcdo do ouro ocorre quando a
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concentragdo de DNAc, também é aumentada no processo de hibridagéo. Este
efeito pode ser explicado pelo fato de que mais DNAc, foram capturadas via
hibridizacdo com a sequéncia de DNAs. ligada na PMs, deixando mais sequéncias
terminais disponiveis para se ligar 8 DNAsq, imobilizada nas AUNPSsq aumentando
a quantidade de AuNPssyq no bioconjugado, o que resulta em um aumento no pico
de reducdo do ouro nas medidas de SVW.

A FIGURA 36 apresenta uma ilustracdo do processo de hibridizacao
com a DNAg, (presente na PMs.) e 0 miRNA-203 seguido da ligacdo com a DNAg,
(presente na AuNPsgg). Como a DNAg, apresenta a mesma sequéncia de
nucleotideos (ver TABELA 1) que o miRNA-203 com excec¢do das bases de U que
sdo substituidas por bases T, a hibridizacdo com a DNAs, ocorre tanto com a
DNAc, quanto com o miRNA-203. Na FIGURA 36-A € possivel observar a
sequéncia da DNAg, na forma de um hairpin loop de DNA a qual forma um “lago”
devido a sequéncia de nucleotideos complementares nas regides terminais da fita
simples de DNA™. A sequéncia de DNA de captura foi elaborada de forma que a
sequéncia de nucleotideos da regido central seja complementar a sequéncia do
mIiRNA alvo (miRNA-203). Assim, com 0 aumento da temperatura ocorre a

desnaturacao ¢ a abertura do “laco” no DNA de captural32‘133.
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FIGURA 36 — Representacdo esquematica do processo de hibridizacdo da
com 0 mIRNA-203 seguido da ligagdo com a DNAsg.

NASC

Com o resfriamento da dispersédo, os nucleotideos na regido central
(em vermelho) da DNAg, estardo disponiveis para hibridizar com o0 miRNA-203
(FIGURA 36-B), uma vez que ambos sdo complementares. Assim as sequéncias de
DNAs. que foram hibridizadas com 0 miRNA-203 néo irdo voltar a forma de uma
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alca deixando livre a sequéncia de nucleotideos nas regides terminais. Assim
posteriormente, é realizada a adicdo de uma nova sonda de DNA (DNAsgg) com
uma sequéncia de nucleotideos complementares a regido terminal da sequéncia da
DNAs, possibilitando a ligacdo da DNAgy na DNAg, conforme pode ser visualizado
na FIGURA 36-C. Diante disso, espera-se que o aumento da concentracdo de
miRNA-203 resulte em um aumento do sinal analitico uma vez que ird aumentar a
quantidade de AuNPs presentes no bioconjugado, conforme foi demonstrado na
FIGURA 35.

Portanto, nota-se que o método eletroanalitico proposto apresenta uma
resposta para a detecgédo eletroquimica indireta de miRNA-203, em que o método

consegue diferenciar niveis de concentracdes de miRNA-203 presentes no meio.

4.6 - Construcao da curva analitica

Posteriormente, foram realizados novos estudos de hibridizagéo
empregando a solucdo padrédo de DNA(, variando a sua concentra¢do no intervalo
de 1,0 a 500,0 fmol L™" a fim de construir uma curva analitica para a DNAc,. Apés
a hibridizagdo, os bioconjugados formados (PMsc.-DNAc,-AUNPssg) utilizando
diferentes concentracdes de mMiRNA-203 foram adicionados ao SED para a
realizacdo das medidas eletroquimicas. Na FIGURA 37-A sdo apresentados 0S
voltamogramas de SWV obtidos para diferentes concentrages de DNA(, ao passo
que na FIGURA 37-B é apresentada a curva analitica obtida para a DNAc.
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FIGURA 37 - A) SWV registrados em diferentes concentragdes de DNAc,
empregando HCI 0,2 mol L™. Egep = 1,25 V, t4ep = 120 s, 2 = 50 mV, AE; =3 mV,
f = 30 Hz. B) Curva analitica obtida a partir dos dados de A).

A curva analitica obtida apresentou resposta linear no intervalo de 1,0
a 500,0 fmol L 'de acordo com a equacéo —ipau (MA) = —0,001 + 0,130 log
[DNA(,] (fmol L™) e com r* igual a 0,991. O limite de detecgdo (LD) do método

foi calculado utilizando a Equacéo 2.

3S
m

LD =

2 Equacéo 2

onde m é a inclinacdo da curva analitica e S, 0 desvio padréo do branco™.

O desvio padrdo do intercepto da curva analitica (n = 4) foi utilizado

135

para estimar o valor do S, o valor de LD calculado foi de 0,52 fmol L% ou seja,

3,70 fg mL™*. O limite de quantificacdo (LQ) foi calculado utilizando a Equac&o 3.

LQ = 105, Equacéo 3
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O valor calculado de LQ encontrado foi de 1,57 fmol L™
(10,82 fg mL™). Nota-se que os valores de LD e LQ calculados foram bastante
coerentes, uma vez que o primeiro ponto da curva analitica é igual a 1,0 fmol L' e
0 valor de LQ neste método estd um pouco acima do primeiro ponto da curva
analitica (1,57 fmol L™).

No caso da amostra do branco (FIGURA 37-A, curva preta), foi
realizada a hibridizacdo da mesma maneira que para as diferentes concentracoes de
DNAc, da curva analitica (FIGURA 37-B), mas sem a adicdo de DNAc, na
suspensdo contendo as PMs.. Assim, a sequéncia de DNAg. presente na PMs,
desnatura na etapa de aquecimento, mas como ndo ha DNAc, para se ligar a ela, a
fita simples hibridiza formando a algca novamente ndo permitindo ocorrer a
hibridizacdo com a DNAgq presente na AuNPSsg.

Analisando a FIGURA 37-A (curva preta), € possivel observar que o
branco apresentou um sinal analitico menor do que o sinal de todas as
concentragdes de DNAc,, esse baixo sinal analitico provavelmente se deve a
ligacdo ndo efetiva de AuNPssy a0 bioconjugado, como por exemplo a adsor¢édo das
AuUNPssq no bioconjugado. No entanto, o sinal do branco ndo 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 concentracdes de DNAc,.
Além disso, o sinal do branco sempre foi descontado em todos 0s experimentos, o
que permite o registro confiavel apenas do sinal analitico do biomarcador presente
no meio.

Varios métodos eletroanaliticos tém sido reportados na literatura para a
deteccdo e quantificacdo de miRNAs. A TABELA 5 apresenta alguns métodos
eletroquimicos relatados na literatura para a determinacdo de miRNAs e bem como

0 método proposto para comparacao.
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TABELA 5 - Métodos eletroanaliticos reportados para deteccdo de miRNA.

Tipo de Sensor Técnica LD/ Referéncia
fmol L™
GCE com AuNPs e grafeno ~ Cronoamperometria 60 10
GCE com nano-Pd-miRNA CV 1.870 130
EM com Au e DNA EIS 1,0 17
EM com ITO DPV 1.000 138
EM com Au e oligonucleotideo EIS 1,0 139
Eletrodo impresso de carbono DPV 29.000 140
EM com oligonucleotideo SWV 56 i
Eletrodo de Au magnético DPV 0,20 9
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: 6xido de estanho dopado com indio, EG: eletrodo de grafeno,
EIS: Espectroscopia de impedancia eletroquimica.

Os métodos eletroanaliticos descritos na TABELA 5 apresentam
valores de LD proximos 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, o0s métodos desenvolvidos por
Wang et al.”” e J. Zhang e X. Hun'®. O sensor desenvolvido por Wang et al.”” ndo
€ um sensor descartavel e os eletrodos precisam ser polidos com solucédo de
alumina previamente a realizacdo das medidas eletroquimicas, o que pode provocar
problemas de contaminacdo e o fornecimento de resultados imprecisos na
quantificacdo dos miRNAs dificultando a aplicacdo deste sensor em analises point-
of-care. Além disso, o0 método é bastante demorado, a preparacdo das AuNPs
modificadas com oligonucleotideos necessita de mais de 50 h para finalizacéo, o

preparo das PM com as sondas de oligonucleotideos envolveu temposde2a3heo
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processo de hibridizagdo com o miRNA foi realizado com 1 h. Ademais, 0 WE
utilizado pelos autores também apresenta uma area eletroativa maior do que o
utilizado nos SEDs, uma vez que o didmetro do WE utilizado neste trabalho foi
igual a 4 mm. Os autores obtiveram uma faixa linear de 5 a 600 fmol L™ para o
miRNA-182 e de 1 a 800 fmol L™ para o miRNA-381, ou seja, apesar deste
método apresentar um menor valor de LD, o primeiro ponto da curva analitica
apresentado foi acima do obtido neste trabalho no caso do miRNA-182 e para o
miRNA-381 o primeiro ponto da curva analitica deles foi igual ao apresentado
neste trabalho. Portanto, o método desenvolvido pelos autores apresenta algumas
limitacbes o que pode dificultar a aplicacdo deste meétodo na determinacdo de
miRNA.

J. Zhang e X. Hun'* também desenvolveram um método moroso para
a deteccdo dos miRNAs de aproximadamente 24 h para realizar o preparo do
bioconjugado e hibridizacdo com 0 miRNA, alem de néo utilizarem um SED sendo
necessario realizar o polimento do WE. Além disso, o método utiliza solvente
organico para a modificacdo do WE, o que deve ser evitado, devido a geracéo de
residuos toxicos e a necessidade de cuidados especiais para a preparacao 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 nao sao descartaveis além de empregar um maior
tempo para a realizacdo das medidas eletroquimicas e reagentes que podem ser
nocivos a saude. Além disso, os nanomateriais utilizados no método proposto séo
relativamente simples e ja se encontra fabricantes no pais destes compostos. Além
disto, o metodo eletroanalitico proposto neste trabalho tem como principal
vantagem a utilizacio de sensores descartaveis de baixo custo
(o custo aproximado para produzir um SED é menor do que R$ 0,50) com analises

mais rdpidas do que varios metodos eletroanaliticos descritos na
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literatura e muito mais rapidas do que as analises utilizando RT-PCR que € o
padréo ouro para deteccdo de miRNA e um custo muitas vezes mais baixo, devido
a quantidade de insumos e etapas necessarias nesta técnica. O custo de uma anélise
com o método analitico proposto € de aproximadamente 40 reais (considerando
todos os materiais empregados no método), a técnica de RT-PCR utilizada para o
diagnostico de COVID-19, por meio da deteccdo do RNA do virus SARS-CoV-2
possui um custo que pode variar de 193 a 390 reais***'**'*. Assim, o método
analitico desenvolvido neste trabalho descreve um custo bastante inferior ao
apresentado pela técnica de RT-PCR, possibilitando a aplicacdo do método para a
quantificacdo de miRNAs com um custo bastante inferior ao da técnica de
RT-PCR.

Apesar de o método desenvolvido para a deteccdo e quantificacdo de
MiRNA-203 neste trabalho também utilizar um tempo longo para o preparo das
PMs. e AuNPssq. Ambos os bioconjugados podem ser utilizados por varias
semanas (armazenados a 4 °C e protegidos da luz) devido a estabilidade
caracteristica do DNA, principalmente quando comparado com proteinas, sendo
necessario realizar apenas a hibridizacdo e a marcacdo eletroquimica com as
AuNPs durante as andlises das amostras para a quantificacdo do biomarcador
miRNA-203, o que torna o0 método proposto bastante atrativo para o diagnostico de
CCP. Assim, o método eletroanalitico proposto apresenta diversas vantagens frente
aos métodos reportados na literatura as quais destacam a utilizacdo de sensores

descartaveis, analises rapidas e portabilidade.
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4.7 - Quantificacdo de miRNA-203 em amostras de linhagens de

células e linfonodos

Uma vez otimizados todos os parametros, o método proposto foi
avaliado para a quantificacdo de miRNA-203 em amostras de linhagens de células
tumorais. Todas as amostras de linhagens de células tumorais foram fornecidas
pelo Hospital de Amor ja previamente lisadas. Para controle negativo foram

146 & como controle

utilizadas amostras de linhagens de células T leucémicas Jurkat
positivo amostras de linhagens de células derivadas de carcinoma epidermoide de
lingua (SCC25)**. Os ensaios de hibridizacio foram realizados apés a diluicio das
amostras em tampdo HEPES 10,0 mmol L™ pH 7,0 (contendo NaCl
100,0 mmol L™, KCI 250 mmol L™ e MgCl, 10,0 mmol L) para uma
concentracdo final de RNA total igual a 0,1 pg L™ seguindo o mesmo
procedimento realizado na construcdo da curva analitica. A concentracdo de
mMiRNA-203 em todas as amostras ndo foi informada, apenas a concentragdo de
RNA total em ng pL . Assim, a unidade em ng pL™ foi adotada nos estudos de
quantificacdo de miRNA-203, uma vez que as amostras de RNA total contém
também outros mMIRNAs (desconhecidos) diferentes do miRNA-203 oque
impossibilita a convers&o da unidade em g L™* paramo L.

A FIGURA 38 apresenta os valores obtidos para a quantificacdo de
mMiRNA-203 nas amostras de linhagens de células Jurkat utilizadas como controle
negativo e para controle positivo: SCC25-A e SCC25-B por meio da utilizagdo da
curva analitica. Na FIGURA 38 observa-se que o método -eletroanalitico
desenvolvido consegue diferenciar os niveis de concentracdo de miRNA-203 nas
amostras de linhagens celulares, uma vez que a quantidade encontrada do
biomarcador nas amostras controle negativo € bastante baixa quando comparada a

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 pL ™" e a amostra SCC25-B apresenta uma quantidade de
RNA total de 37 ng uL™.
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FIGURA 38 - Concentracdes encontradas de miRNA-203 nas amostras de
linhagens celulares Jurkat, SCC25-A e SCC25-B.

Portanto, as quantidades determinadas de miRNA-203 nas amostras
sS40 coerentes, uma vez que a amostra com maior quantidade de RNA total
(SCC25-B, 37 ng uL™) 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 eletroanalitico desenvolvido para a quantificacdo de
mMiRNA-203, uma vez que a PMg, possui a DNAs. projetada para capturar apenas o
mMiRNA-203 (ver FIGURA 36).

Posteriormente, o método eletroanalitico proposto também foi

empregado para a quantificagdo de miRNA-203 em amostras de RNA total obtidas
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a partir de linfonodos de individuos saudaveis e pacientes portadores de CCP. A
analise das amostras de 18 individuos foi realizada baseado em estudo duplo-cego
sendo os resultados obtidos pelo método nas amostras com codigos aleatorios e
posteriormente comparados com o0s resultados fornecidos pelo CPOM. Os
resultados obtidos pelo método proposto e pelo método comparativo de RT-PCR,
realizado pelo CPOM do HA, séo apresentados na FIGURA 39.

Os resultados apresentados na FIGURA 39 demonstram que 0 método
eletroanalitico proposto € capaz de diferenciar os niveis do biomarcador
MIRNA-203 presente nas amostras de pacientes, pois ha uma grande diferenca do
valor encontrado de miRNA-203 quando se compara a quantidade obtida pelas
amostras de pacientes saudaveis e portadores de CCP. Além disso, ao comparar 0S
valores encontrados de miRNA-203 nas amostras de pacientes (saudaveis e
portadores de CCP) com as respostas obtidas pelo método de RT-PCR, nota-se que

os resultados sdo concordantes conforme pode ser observado na FIGURA 39.

%_ 2,5+ Il Método Proposto
o I RT-PCR
E 2,0+
g
= 1,5 B
-
'?' 1,0 -
<
é 0,5+
é f———Individuos saudiveis ———
— 0,0
N T ) ST % W % >R
SEOLEIPIIOSETELLEE

Pacientes
FIGURA 39 - Concentracdes 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 discrepancia na
comparagdo com os sinais obtidos por RT-PCR em algumas anélises, o que pode
ser justificado pelo fato desses resultados (RT-PCR) apresentarem apenas uma
réplica da anélise de cada amostra ao passo que os resultados apresentados com o
método eletroanalitico proposto descrevem o valor médio da concentracdo de
mMIRNA-203 encontrada com desvio padréo.

Portanto, 0 método proposto utilizando SED pode ser utilizado como
uma alternativa de baixo custo e rapida para o diagnéstico 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 ndo apenas realizar
a comparacao de sinais entre pacientes controle e portadores da doenga como € o
caso da técnica de RT-PCR, uma vez que ela trabalha com porcentagem e néo
concentracdo de miRNA. Além disso, o0 metodo aqui proposto permite a deteccdo
de miRNAs diretamente sem a necessidade das etapas de transcricdo dos miRNAs
em cDNA e de amplificacdo que requerem uma quantidade significativa de
insumos e de tempo para serem realizadas. Sabendo-se a concentracdo real do
biomarcador na amostra, pode-se entdo realizar um diagnéstico mais confiavel,
rapido e preciso. O método proposto pode ser utilizado para outros miRNAs, tanto
em amostras de sangue gquanto em amostras de tecido, sendo necessario apenas

modificar a sequéncia de nucleotideo na regido da alga no DNA hairpin.
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A utilizacdo do sistema microfluidico para a deteccdo do biomarcador
mMIRNA-203 néo foi promissora, em virtude da necessidade de aquecimento para a
hibridizacdo do miRNA-203 com a DNAs,, uma vez que a HRP precisa ser
imobilizada nas PMs ap0s a etapa de aquecimento para garantir a utilizacdo da
enzima de forma segura sem a perda de sua atividade. Assim, a utilizagao deste tipo
de sistema gera um maior consumo tanto de PMs quanto de marcador
eletroquimico se comparado ao sistema de deteccdo utilizando o SED e as AuNPs
como marcador eletroquimico. Além disso, esse método necessita da utilizacédo de
gas N, e bomba microfluidica o que pode dificultar a portabilidade do dispositivo
comprometendo a sua utilizacdo em andlises point-of-care.

O novo método proposto para a captura de miRNA-203 foi aplicado
com sucesso demonstrando a formacdo do bioconjugado PMs.-miRNA203-
AUNPsgy atraves dos ensaios de hibridizacdo o qual foi confirmado pelas medidas
eletroquimicas, MET e EDX. O método eletroanalitico proposto empregando o
SED pode ser empregado como uma alternativa rapida e de baixo custo para o
diagndstico de CCP podendo também ser adaptado para o diagndstico de outras
doencas por meio da deteccdo de miIRNAs como biomarcadores. O custo
aproximado para fabricacdo de um SED é menor do que R$ 0,50 (US$ 0,09), como
0 SED possui 8 células eletroquimicas cada célula eletroquimica apresenta um
custo de menos de R$ 0,06. Os SEDs séo de rapida e facil fabricagdo podendo ser
facilmente fabricados em grande escala. Além disso, cada SED permite a realizacdo
de 8 medidas eletroquimicas de diferentes amostras, ou mesmo, utilizar 5 células
para a curva analitica as outras 3 para as amostras 0 que € uma vantagem em
relacdo aos dispositivos com somente um sensor.

Atualmente, a técnica de RT-PCR tem sido amplamente empregada
para o diagndstico de COVID-19, por meio da deteccdo do RNA do virus SARS-
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CoV-2. Este tipo de analise apresenta um custo que pode chegar a 390 reais**® e na
maioria dos casos as amostras precisam ser transportadas para outras cidades
devido a indisponibilidade dos equipamentos para as analises de RT-PCR. Cada
analise utilizando o método analitico 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
anéalises de amostras contendo miRNAs.

Ademais, 0 método eletroanalitico desenvolvido possui uma vantagem
adicional em relacédo as analises realizadas por RT-PCR, que é o fato de o método
ser capaz de quantificar o biomarcador miRNA-203 em amostras de pacientes, e
ndo apenas realizar a comparacdo de sinais entre pacientes controle (saudaveis) e
doentes como no caso das anélises realizadas por RT-PCR. Apesar de 0 método ter
sido aplicado apenas para amostras de linhagens celulares e de linfonodos, o
método também pode ser aplicado em outras amostras bioldgicas tais como plasma
sanguineo, saliva e secrecdes corporais, uma vez que o método é ultrassensivel para
a deteccéo de miRNA-203, apresentando um baixo LD igual a 0,52 fmol L ™.

Portanto, 0 meétodo proposto neste trabalho permite a deteccdo e
quantificacdo direta de mIRNA-203, ou seja, sem a necessidade das etapas de
transcricdo dos miRNAs em cDNA e de amplificagcdo que sd&o morosas e requerem
uma quantidade de insumos significativa. Conhecendo a concentracdo dos
biomarcadores miRNA na amostra, € possivel realizar um diagndstico de CCP mais

confidvel e preciso.
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