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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE SENSORES ELETROQUIMICOS
DESCARTAVEIS PARA DETECCAO DO BIOMARCADOR miRNA-208B
VISANDO O DIAGNOSTICO DE DOENCAS CORONARIANAS. As doencas
coronarias (DCs) sdo o tipo mais comum de doenca cardiovascular, afetando o
coracao e 0s vasos sanguineos e sdo uma das principais causas de morte ndo s6 no
Brasil, mas no mundo. O diagnéstico das DCs é feito por meio de
eletrocardiograma ou  monitoramento de  marcadores  soroldgicos.
Independentemente de serem os métodos mais utilizados para avaliacdo dessas
doencas, eles exigem pessoal especializado e utilizam marcadores inespecificos
que levam horas para serem detectados na corrente sanguinea. Em decorréncia
dessas limitagbes, propomos um método eletroquimico que utiliza particulas
magnéticas decoradas com biotina e sonda de DNA (hairpin) para detectar
miRNA-208b, sendo este especifico para infarto do miocardio e liberado no inicio
da necrose cardiaca. A viabilidade do método consiste na abertura e anelamento efetivo
do hairpin com o miRNA-208b. Apds isso, 0 bioconjugado € incubado com
estreptavidina-HRP. Assim, foram avaliados a temperatura e o tempo de
desnaturacdo, bem como a concentracdo de hairpin, sonda de deteccéo e biotina.
Além disso, o método faz uso de um dispositivo descartavel com oito células
eletroquimicas independentes a base de pasta de carbono, o que permite a
deteccdo simultanea de oito amostras ou alvos diferentes. Com as condicbes
escolhidas, o0 método produziu uma faixa analitica de 0,01 a 5,00x10% fmol L
apresentando limite de deteccdo em 0,22 fmol L. Dessa forma, o método se
mostrou sensivel para deteccdo do miRNA-208b e especifico quando avaliado
com outras sequéncias alvo ndo especificas para o hairpin. Além disso, a
estabilidade do sistema foi monitorada por 24 dias, com queda significativa do
sinal de corrente apenas no ultimo dia em torno de 69,8%. O método foi aplicado
em amostras reais de soro sanguineo de pessoas com doencas que desencadeiam
problemas cardiacos sem quaisquer etapas de pré-tratamento das amostras e ainda
assim corroborou com os resultados de RT-PCR. Dessa forma, em sintese, 0
método provou ser sensivel, especifico, de baixo custo e com enorme potencial
em se tornar uma alternativa para diagnéstico de doencas arteriais coronarianas.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF DISPOSABLE ELECTROCHEMICAL SENSORS FOR
DETECTION OF THE BIOMARKER miRNA-208B AIMING AT THE
DIAGNOSIS OF CORONARY DISEASES. Coronary diseases (CDs) are the
most common type of cardiovascular disease, affecting the heart and blood
vessels, and are one of the leading causes of death not only in Brazil but
worldwide. The diagnosis of CD is made through electrocardiogram or
monitoring of serological markers. Regardless of being the most commonly used
methods for evaluating these diseases, they require specialized personnel and use
nonspecific markers that take hours to be detected in the bloodstream. Due to
these limitations, we propose an electrochemical method that uses magnetic
particles decorated with biotin and a DNA probe (hairpin) to detect miRNA-208b,
which is specific for myocardial infarction and released at the onset of cardiac
necrosis. The viability of the method consists of the effective opening and
annealing of the hairpin with miRNA-208b. After that, the bioconjugate is
incubated with streptavidin-HRP. Thus, the temperature and denaturation time, as
well as the concentration of hairpin, detection probe, and biotin, were evaluated.
Moreover, the method uses a disposable device with eight independent
electrochemical cells based on carbon paste, which allows for the simultaneous
detection of eight different samples or targets. With the chosen conditions, the
method produced an analytical range of 0,01 to 5,00x10° fmol L with a detection
limit of 0,22 fmol L. In this way, the method proved to be sensitive for the
detection of miRNA-208b and specific when evaluated with other non-specific
target sequences for the hairpin. Furthermore, the system's stability was monitored
for 24 days, with a significant drop in the current signal only on the last day,
around 69.8%. The method was applied to real blood serum samples from people
with diseases that trigger heart problems without any pre-treatment steps of the
samples and still corroborated with the RT-PCR results. Thus, in summary, the
method proved to be sensitive, specific, low-cost, and with enormous potential to
become an alternative for diagnosing coronary artery diseases.
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1. INTRODUCAO

1.1 Doencas cardiovasculares e arterial coronarianas

A exigéncia por produtividade no mundo do trabalho em
consonancia com a facilidade de ingerir alimentos processados acarreta sérios
danos a salde, o coracdo € o principal érgdo afetado por este estilo de vida. As
doencas que afetam a estrutura e a fungdo do musculo cardiaco, bem como o
sistema vascular constituem o grupo de doencas cardiovasculares (DC)®.

Neste grupo estdo incluidas as doengas coronarianas,
cerebrovascular, arterial periférica, cardiaca reumatica, trombose venosa
profunda e embolia pulmonar. A ocorréncia dessas doencas depende de diversos
fatores, sejam eles relacionados ao sedentarismo, tabagismo, obesidade ou a
fatores genéticos, como é o caso da cardiopatia congénital?.

Mundialmente, por ano cerca de 17,9 milhdes de pessoas séo vitimas
de alguma DC. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) alerta a populacéo
mundial sobre o grande desafio em reduzir a mortalidade das doencas néo
transmissiveis, das quais as doencas cardiovasculares fazem parte e séo a principal
causa dessa mortandade®. No Brasil, as pessoas do sexo masculino com faixa
etaria acima de 55 anos foram as principais vitimas fatais das DCs chegando a
marca de 162 mil sé no ano de 2020 1.

As doencas arteriais coronarianas (DACs) englobam casos de angina
estavel ou instavel, infarto agudo do miocéardio (IAM) e insuficiéncia cardiaca.
Esse subgrupo de doengas cardiovasculares saiu 1,4 milhdes de novos casos em
1990 para 4 milhdes em 2019, acometendo cerca de 1,7 mil vitimas fatais neste
ano 2. Embora haja acdo medicamentosa e cirlirgica em casos de DACs, a cura
ainda € um grande desafio. A falta de informacdes concreta sobre a patogénese do
processo inflamatorio, resultados adversos ao tratamento e complicac6es nos pos-

operatorios dificulta o0 manejo adequado dessas doencas®.



A causa das DACs esta relacionada com a aterosclerose, processo
inflamatdrio que causa a ruptura das artérias coronarias devido a formacao de
placa de gordura que impede o fluxo normal de sangue *. No entanto, Baudhuin
(2009) demonstrou que a patogénese das DACs pode estar vinculada a alteracfes
genéticas °. A necroptose é a morte celular com caracteristicas de necrose e
apoptose que geram uma série de alteraces geneticas, a expressao de miRNAs

sendo uma delas .

1.2 Diagnostico e biomarcadores de doencas arteriais coronarianas

O diagnostico da DAC combina a avaliagdo medica, histdrico do
paciente e exames complementares, estes podendo ser invasivos ou ndo 8. O
eletrocardiograma (ECG) € o um dos exames mais solicitados pelos medicos em
um quadro de DAC, tendo em vista sua capacidade de monitorar a frequéncia
cardiaca. O ECG registra a atividade elétrica do coracdo através dos ritmos
cardiacos, ou seja, quaisquer alteracbes anormais ou irregulares da atividade
elétrica do coracdo indica um problema cardiaco ’.

Embora o ECG seja um dos exames mais importantes para a
concluséo do diagnostico em caso de DAC, a interpretacdo dos dados néo é trivial,
exigindo um profissional especializado 8 Com intuito de solucionar esse impasse,
atualmente, a comunidade cientifica tem dado énfase ao diagndstico automatico
de ECG, o qual utiliza modelos matematicos para interpretar os dados e assim
indicar o problema cardiaco °. No entanto, esse diagnéstico depende de dados de
ECG ja registrados para montar os modelos, o que o torna limitado °.

Além do ECG, outros exames de imagem sdo indicados em quadros
de DAC, ao exemplo da cintilografia de perfusdo miocardica cuja avalia possiveis
obstrucdes na artéria coronaria °. Apesar de ser uma técnica ndo invasiva,
apresenta resultados conflitantes e demanda 0 uso de outros exames como € 0 caso
da angiografia. Este sendo um procedimento mais invasivo e que utiliza

equipamentos caros °.



Outras modalidades ndo invasivas também sdo utilizadas para tais
fins, ao exemplo da angiografia por tomografia computadorizada e angiografia
por ressonancia magnética, ambas fornecem imagem anatomical®. Ainda que
estas técnicas apresentem informacdes estruturais importantes, pois demonstram
com precisdo uma possivel obstrucdo nas artérias coronarias, elas sao
insuficientes em casos em que o monitoramento da frequéncia cardiaca e pressao
arterial se faz necessario 1112,

Dessa forma, levando em consideracdo o tempo de andlise das
informac0es preliminares do paciente e o direcionamento dos exames, percebe-se
0 qudo complexo e demorado é 0 manejo adequado para esses tipos de doengas.
Isto é preocupante, tendo em mente os quadros graves de DAC, por exemplo o
infarto agudo do miocardio (IAM) ou ataques fulminantes que requerem acéo
imediata.

No Brasil, o Ministério da Saude (MS) como uma forma de
padronizar atencdo basica nos casos de DAC, propde uso de protocolos clinicos
elaborados a partir das diretrizes da sociedade brasileira de cardiologia e outras
sociedades internacionais 4. Nesses protocolos estdo descritas as acdes iniciais
que podem ser realizadas em uma situacdo de sindrome coronaria. Como o infarto
agudo do miocérdio é responsavel pela maioria dos casos de DACSs, os protocolos
inicialmente tendem a identificar e diferencia-lo 314,

A primeira acdo é a anamnese, a qual reuni informac6es do paciente
como dor tipica; os sintomas atipicos e fatores de risco. Na sequéncia, recomenda-
se 0 ECG juntamente com alguns exames fisicos com intuito de diferenciar o
IAM. O infarto agudo do miocérdio pode ser com supranivelamento do segmento
ST (IAMCSST) ou sem o supranivelamento do segmento ST (IAMSSST)4-1¢,

A partir dessas informacdes, caso 0s exames indiqguem um infarto
agudo do miocardio sem o supranivelmento do segmento ST, utiliza-se 0s

biomarcadores sorologicos a fim de distinguir um IAMSSST de uma angina
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instavel j& que em caso de IAMSSST ha uma elevacdo da concentracdo dos
biomarcadores soroldgicos 1314,

A mioglobina e creatinaquinase (CK-MB) sdo os biomarcadores
recomendados para identificacdo de crises cardiacas, a elevacéo dos niveis desses
biomarcadores indica uma necrose dos musculos cardiacos '’. Embora sejam 0s
mais usados, apresentam baixa especificidade tendo em vista que estdo presentes
também em células do musculo esquelético 1718,

Além desses, a troponina também € comumente utilizada como
biomarcador, apesar de ser mais especifica para danos no miocéardio, sua presenca
na circulacédo sanguinea demora em media cerca de 4 a 6 horas ap0s 0s primeiros
sintomas, assim como CK-MB 1819,

Portanto, o uso de biomarcadores inespecificos e de dificil deteccéo
na corrente sanguinea faz com que técnicas invasivas como angiografia ainda
sejam as mais confiaveis para o diagndstico de doenca coronariana. Sendo assim,
estudos voltados a biogénese das doencas coronarianas possibilitara acdo de
novos biomarcadores mais especificos, estdveis e de rapida deteccdo. E,
consequentemente, o desenvolvimento de métodos de facil manuseio e com

melhor custo-beneficio.

1.2.1 Aterosclerose e biomarcadores gen6micos de doencas
coronarianas

O uso de miRNAs nos ultimos anos vem sendo objeto de pesquisa
em diversos segmentos da ciéncia, no entanto, na aplicacdo medica tem se
destacado devido ao seu potencial como biomarcador?>?*, Os miRNAs sdo uma
classe de pequenos RNAs nédo codificantes que desempenham um papel crucial

na regulacéo e controle dos niveis de proteina 22,



Os microRNAs (miRNAs) sdo sequéncias curtas de RNA néo
codificantes com um comprimento de 17 a 25 nucleotideos, que atuam na
supressdo ou regulacdo da expressdo génica de muitos processos e atividades
biolégicas 2. Eles sdo oriundos dos miRNAs primarios (pri-miRNAs) que séo
sintetizados pela RNA polimerase Il e possui cerca de 1000 nucleotideos de
comprimento? (FIGURA 1). Ainda que a maioria dos miRNAs se concentrem no
nucleo das células, uma parte significativa se encontra na corrente sanguinea,

conhecidos como miRNASs circulantes.

Alternate pathway via direct splicing of mRNA introns
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FIGURA 1- Biogénese do miRNA. No nucleo das células os miRNAS primarios se convertem
em miRNASs percussores que, por sua vez sdo transportados para o citoplasma e 1a séo clivados
pela proteina Dicer dando origem aos miRNAs. Fonte: Romaine et al. (2015)%.

No nucleo das células, os pri-miRNAs sdo microprocessados em
miRNA percursores (pre-miRNASs) pela ribonuclease tipo Il (Drosha) e pela
proteina DGCR8 formando estruturas na forma de grampo de cabelo (hairpin)
com 70 nucleotideos de comprimento®. O hairpin refere-se a uma sequéncia de
nucleotideos que possui a forma de grampo de cabelo devido suas extremidades
serem complementares, 0 que gera era uma regido central ndo complementar,
chamada de loop?. Em seguida, com ajuda da exportina-5, os pre-miRNAs séo

transportados do interior do ndcleo para o citoplasma em que posteriormente sao



clivados pela ribonuclease 111 (Dicer), formando os miRNAs com 22 nucleotideos
de comprimento, como demonstrado na FIGURA 1242,

Embora ainda ndo haja um protocolo padronizado quanto ao uso de
miRNAs em diagndsticos clinicos, as vantagens como facil deteccdo em fluidos
corporais, especificidade e sensibilidade tem garantido seu lugar na busca de
novos biomarcadores 2°. Com isto, os mMiRNAs sdo vistos como uma tecnologia
futura para o monitoramento de doencas, porém se faz necessario estudos voltados
a sua identificacdo e funcdo no organismo 1719,

Como ja mencionado, a causa das DACs esta relacionada ao processo
de aterosclerose e junto a ele estdo envolvidos uma cadeia de reacdes
fisiopatologicas que serd descrita a seguir. A obstrucéo das artérias ocasiona uma
lesdo nas células endoteliais, fazendo com que o sistema imune, atraves das
citocinas e quimiocinas, acione 0s monocitos em direcdo a lesdo. Com isso,
lacunas entre as células endoteliais provocam a passagem de substancias e
lipoproteinas, em especial as lipoproteinas de baixa densidade (LDL), para dentro
da parede arterial 2.

A LDL no interior das artérias provoca a formacdo das células
espumosas, que sdo células dotadas de lipidios com capacidade de formar placas
ateroscleroticas. Isto acontece devido a oxidacdo da LDL na presenca de oxido
nitrico e sua absorcéo pelas células do sistema imune (macréfagos)?:.

Todas essas reagdes envolvidas no processo de aterosclerose
possibilitam uma via de sinalizagdo celular mediada por miRNAs ?’. A sinalizacéo
celular é a resposta das células frente algum estresse extracelular que provocaria
uma anormalidade em sua atividade, por isso sdo usadas no monitoramento de
doencgas?’.

Khan e Siraj (2023) reuniram alguns miRNAs cotados a serem
biomarcadores de DAC envolvendo tais vias 2. Neste estudo, 0s autores destacam
a via de sinalizacdo celular MAPK (proteina cinase ativada por mitdgeno) e a NF-

kB (fator nuclear-Kappa). A primeira esta envolvida com o processo inflamatorio,



demonstrando uma diminuicdo do nivel de monécitos e uma expressao
significativa do miRNA-126 e miRNA-3614. Ja a segunda, esta associada a
formacdo anormal de células do musculo liso, 0 que gera uma expressao
consideravel do miRNA-146a, miRNA-29b e miRNA-36142%,

Além desses, Nishiguchi et al. (2015) aponta outros mMiRNAS
envolvidos com a lesdo endotelial (MiIRNA-23, miRNA-27a, miRNA-130a,
miRNA-133a), formacdo de lipoproteinas (miRNA-122, miRNA-133a/b) e
atividade trombética (miRNA-27a, miRNA-633)%228, Polyakova et al. (2021)
destaca outros miRNAs associados ao funcionamento das células do musculo liso
(miRNA-26, miRNA-195), adesdo celular (miRNA-27a/b, miRNA-221),
formacéo e ruptura da placa aterosclerética (miRNA-130a, miRNA-221, miRNA-
144, miRNA-208a/b)>-31,

1.2.1.1 miRNA-208b

O miRNA-208b faz parte da familia de miRNASs intrénicos que
regulam os genes da cadeia de miosina, 0s quais sao responsaveis por codificar as
proteinas envolvidas no processo de contracdo dos musculos cardiacos *2. Em
detrimento disto, 0 mMiRNA-208b é apontado como excelente biomarcador para
infarto agudo do miocardio, hipertrofia e arritmia cardiaca 3,

No estudo de Li et al. (2013), a qual envolveu amostras de soro de
117 pacientes com 1AM, 182 pacientes com angina de peito (AP) e 100 controles
negativos, mostrou que o miRNA-208b em pacientes com IAM é expresso
positivamente apresentando 98% de sensibilidade e 100% de especificidade
quando comparado aos controles negativos®-7,

Paul et al. (2021) confirma o potencial do miRNA-208b como
biomarcador para IAM e assegura seu uso também em casos de fibrilacéo atrial,
um tipo de arritmia cardiaca que em muitos casos passa desapercebida pelos

métodos convencionais %. Sendo assim, percebe-se que o miRNA-208b é



frequentemente associado as doencas arteriais coronarianas, evidenciando ser
uma alternativa viavel para o diagndstico de DACs.

De acordo Zhou e Yang (2006) o biomarcador ideal para doencas
cardiacas deve incorporar simultaneamente alta sensibilidade e especificidade
clinica, ser detectavel precocemente e manter tempo razodvel para que seja
possivel a sua quantificacdo rapida e com menor custo-beneficio 8.

Dessa forma, trabalhos como o de Li et al. (2013), Zinovkin e
Sakharov (2024) asseguram a especificidade e sensibilidade do miRNA-208b,
enguanto o de Sharma et al. (2023) declara que células miocardicas danificadas
liberam 0 miRNA-208b em menos de 1 hora na corrente sanguinea. Assim, sua
rapida deteccdo confere mais um critério pontuado por Zhou e Yang (2006) e
realca o potencial do miRNA-208b como biomarcador para DAC, instigando o
desenvolvimento de métodos rapidos, sensiveis, especificos e de facil acesso

A estabilidade dos DNA/RNA circulante esta vinculada a acéo da
enzima RNAse e, por conta disso, 0s miRNAS sdo mais estaveis haja vista que em
meio celular os miRNAs se encontram encrustados em proteinas e glicoproteinas,
evitando a acdo da enzima?®. Com base nisso, o avango no desenvolvimento de
métodos analiticos, em especial os biossensores, para deteccdo de miRNAs em
diversos fluidos corporais como o sangue 3%, urina %, saliva #*, secrecdes e tecidos
dos corpos*, faz uso dessa vantagem e demonstra a relevancia dos miRNAs na
busca por biomarcadores cada vez mais sensiveis e métodos menos invasivos.

Portanto, devido as vantagens atreladas ao miRNA-208b e a
facilidade de sua deteccdo em fluidos corporais, este trabalho propde sua detec¢éo
utilizando um método genomagnético que emprega sonda de DNA especifica. A
FIGURA 2 esquematiza a sequéncia alvo utilizada neste estudo. Ela é composta
por 22 nucleotideos oriundo do miRNA percursor que contém 77 nucleotideos.



miRNA-208b (22 nucleotideos)
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FIGURA 2- Esquema da sequéncia alvo (miRNA-208b) e do seu miRNA percursor. Fonte:
autoria propria.

1.3 Deteccdo genémica

As técnicas habitualmente envolvidas na deteccdo de miRNAS
incluem a reacdo em cadeia da polimerase com transcri¢do reversa (RT-PCR),
Northern blotting, tecnologia de microarray e, recentemente, técnicas
eletroquimicas tém se destacado “*°. A RT-PCR é uma técnica imprescindivel
na deteccdo gendmica em muitos estudos devido a sua alta sensibilidade. No
entanto, é uma técnica que utiliza corantes fluorescentes e sondas radioativas
como fluoroforos, que ocasionam o efeito fotobranqueamento devido as curtas
emissdes de luz *. Além disso, o manuseio e descarte destes marcadores
radioativos ndo é simples e tampouco comum®.

A técnica de RT-PCR ainda apresenta outras limitagdes,
principalmente no que diz respeito a praticidade, uma vez que necessita de pessoal
treinado, faz uso de etapas experimentais complexas e reagentes caros “°. Fora

que, para as etapas de transcricdo e clivagens necessita de um termociclador que
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geralmente exige um volume significativo de amostra *°. Dessa forma, apesar da
excepcional sensibilidade da técnica, suas limitacdes tornam inviavel a sua
aplicacdo em local de pronto atendimento (point-of-care).

Assim como a técnica de RT-PCR, o método de Nortthern blotting
faz uso de marcacdes radioativas, procedimentos experimentais complexos e,
sobretudo, apresenta reacGes cruzadas que compromete sua sensibilidade #7.
Embora este método seja reconhecido pela alta capacidade de deteccdo de RNA
em solucdo, oferece algumas desvantagens como a quantidade expressiva de
solucdo e longo tempo de analise 48,

Ja o sistema de microarray possui alto rendimento em razéo de sua
capacidade de andlise multiplexada, entretanto, possui uma faixa de deteccdo
linear limitada, alto custo e apresenta também problemas com reagdes cruzadas,
gerando resultados falsos positivos/negativos*. Cabe ressaltar que todas essas
técnicas de deteccdo necessitam de etapas de extracdo de RNA/DNA, o que as
caracteriza como demoradas e dispendiosas .

Dessa forma, a baixa sensibilidade apresentada pelas técnicas de
Northern blotting e o sistema de microarray atribui uma certa dificuldade na
deteccdo de miRNA em fluidos corporais com baixo conteido genético, gerando
resultados menos reprodutiveis 4°.

Portanto, para o desenvolvimento de um método com potencial
diagnostico é conveniente que seu sistema de deteccdo apresente alta
sensibilidade, curto tempo de anélise, simples operacionalizacdo e seja de baixo
custo. Essas vantagens sdo apresentadas por biossensores eletroquimicos, logo o
seu uso na deteccdo de miRNAs promove a criacdo de um método eletroquimicos

com reais condi¢cdes de monitorar as DACs.

1.4 Biossensores

Os biossensores sdo dispositivos analiticos que combinam a acéo de

um biorreceptor com uma plataforma de transduc&o®-°2. O biorreceptor ao
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interagir especificamente com o analito promove uma alteracdo detectavel em
massa, fluorescéncia, carga elétrica ou indice de refracdo, a qual é perceptivel ao
transdutor que convertera essa interagdo em um sinal mensuravel 52,

Dessa forma, € possivel classificar os biossensores quanto ao tipo de
transdutor e pela natureza do elemento de biorreconhecimento®. Os receptores
bioldgicos podem ser constituidos por enzimas, oligonucleotideos, peptideos e
anticorpos. Essas biomoléculas sdo ancoradas ao transdutor através de ligacao
covalente, adsorcéo fisica ou aprisionamento de membrana®.

Sendo assim, 0s imunossensores sao biossensores utilizados na
deteccdo de antigenos e usa anticorpos como biorreceptor. Da mesma forma,
biossensores que emprega DNA/RNA como biorreceptor da-se 0 nome de
genossensores®®. Embora sejam biorreceptores com natureza distinta, ambos
apresentam uma alta afinidade com seus respectivos analitos, concedendo aos
biossensores uma boa especificidade®.

A classificacdo dos biossensores com base nos transdutores se da ao
fato do sinal biologico, proveniente da interacdo analito-biorreceptor, ser
convertido em sinal eletrénico por varias técnicas analiticas®®. Devido a isso,
diversos transdutores sdo projetados para melhor atender as particularidades de
cada técnica®*. Sendo assim, biossensores que apresentam variagdo de energia na
forma luminosa sao classificados como biossensores opticos e faz uso de técnicas
como a ressonancia plasménica de superficie (SPR, do inglés surface plasmon
resonance), espectroscopia Raman de superficie aprimorada (SERS, do inglés
surface enhanced Raman spectroscopy), gquimioluminescéncia, fluorescéncia,
colorimétria e entre outros >’.

Os biossensores térmicos baseiam-se na mudanca de temperatura, em
processos de absorcdo ou producdo de calor, na qual é obtida por um dispositivo
calorimétrico ou termoémetro °'. Em contrapartida, transdutores que detectam
variagdo de massa passam a ser chamados de biossensor piezoelétrico®. A

microbalanca de cristal de quartzo € técnica mais empregada em biossensores
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piezoelétricos por conta da sua qualidade em medir pequenas varia¢des de massa
através da frequéncia de ressonancia dos cristais de quartzo®.

Dentre as opcOes de transdutores mencionadas, os eletroquimicos se
destacam e sdo largamente utilizados em biossensores devido agregar
caracteristicas como: alta sensibilidade, estabilidade, portabilidade e uso de
equipamentos de baixo custo %%, Além disso, os biossensores eletroquimicos
possibilita o desenvolvimento diversos métodos analiticos com uso de técnicas
especificas para cada sistema .

Os métodos mais comuns que envolvem transdutores eletroquimicos
sdo: métodos amperométricos/ voltamétricos %6985 potenciométricos ©,
impedimétricos®® e métodos eletroquimioluminescentes ©’. Contudo, percebe-se
que o estudo com biossensores abrange diversas combinagdes de elementos de
transducdo com respectivos elementos de reconhecimento, evidenciando assim a
grande amplitude de possibilidades para construcdo de biossensores, cada uma

com suas vantagens e desafios.

1.4.1 Biossensores eletroquimicos e eletrodos descartaveis

Os biossensores eletroquimicos sdo conhecidos por oferecer
vantagens como alta sensibilidade, rapido tempo de resposta, versatilidade
operacional e alto poder de miniaturizacdo®. E, quando associados a eletrodos
serigrafados, tornam-se mais atrativos gragas ao aumento do desempenho dos
biossensores uma vez que, eletrodos serigrafados apresentam baixa corrente de
fundo e faz uso de materiais de baixo custo®.

Além do mais, proporciona uma superficie com capacidade de
ancorar uma gama de biomoléculas e nanomateriais™. Em virtude disso, nas
ultimas décadas, esses tipos de sensores tém sido intensamente utilizados em
dispositivos descartaveis e portateis, 0 que oportuniza sua aplicacdo em locais de

ponto atendimento (pont-of-care)>>6%69.71,
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Em detrimento aos atributos apresentados pelos sensores
descartaveis, 0 método genomagnético proposto nesse trabalho faz uso de um
biossensor eletroquimico utilizando eletrodos serigrafados modificados com
AUNPs com deteccdo amperomeétrica do miRNA-208b.

Normalmente, a serigrafia® 72 impressdo a jato de tinta’ e técnicas
de sputtering’™ sdo usadas na construcdo de eletrodos serigrafados. Os sensores
geralmente sdo produzidos em superficies planas de plastico ou ceramica, com a
cura de tintas condutoras a base de metais e carbono™. Devido a facilidade em sua
construcdo, esses sensores possibilita a criacdo de diversos layouts, os quais
incluem o design padrdo de trés eletrodos: eletrodo de trabalho (WE, do inglés
Working Electrode), eletrodo de referéncia (RE, do inglés Reference Electrode) e
contra-eletrodo (CE)™ .

Ademais, os sensores serigrafados sdo adaptaveis e podem ser
impressos em outros substratos, como € o caso de eletrodos impressos em
papel®” 7, Nosso grupo de pesquisa tem trabalhado arduamente na construcéo de
eletrodos descartaveis, buscando novas alternativas de substratos e personalizacao
de layouts adequado para cada método analitico.

Alguns dos eletrodos descartaveis criados pelo nosso grupo de
pesquisa é demonstrado na FIGURA 3. Sendo assim, nosso grupo de pesquisa
elabora desde dispositivos descartaveis unitarios e portateis a arranjos de células
eletroquimicas empregando folhas de PVC®, papel® e folhas de poliéster’”:’®
como substrato.

Além das opcOes de substratos utilizados na serigrafia, o design
padrdo dos eletrodos descartaveis também pode ser aprimorado mediante a
necessidade de cada sistema. Isto € demonstrado por De Oliveira et al. (2018), a
qual o dispositivo descartavel empregado na deteccdo da Salmonella
typhimurium (S. typhi) em amostras de leite possuia oito células eletroquimicas
independentes, possibilitando a analise de oito amostras diferentes

simultaneamente ou oito medidas iguais da mesma amostra’’.
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FIGURA 3- A) Eletrodo unitario serigrafados em PVC, Fonte: Santos et al., 2024%°, Eletrodos

com arranjo de oito células eletroquimicas serigados em: B) papel filtro, Fonte: de Oliveira et
al., 2024% C) e D) folhas de poliéster, Fonte: de Oliveira et al., 2018"; Baldo et al., 20212,
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Enquanto isso, Baldo et al. (2019) também empregando um
dispositivo descartavel com um arranjo de oito eletrodos de trabalho optou por
fazer uma andlise multiplexada para deteccdo dos biomarcadores COX-2 e Tp53
relacionados ao cancer de colo uterino e endometrial. Além da boa sensibilidade,
o método ndo apresentou reagdes cruzadas e garantiu baixos limites de detecgéo’®.
Os autores ainda ressaltam que, o custo do dispositivo descartavel desenvolvido
pairava em torno de R$ 0,50 enquanto teste padrdo-ouro (ELISA) custava em
média R$ 50,078,

Sendo assim, compreende-se que 0 uso de eletrodos descartaveis ndo
s6 oferecer um leque de possibilidade de aprimoramento aos métodos
eletroanaliticos, como também utiliza materiais de facil acesso e baixo custo.

Além disso, pressupde que sensores eletroquimicos baratos permite a producao
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em larga escala e evitaria a reutilizacdo dos dispositivos em testes diagnosticos,
haja vista que o reaproveitamento acarretaria problemas de contaminacgéo gerando

resultados falsos positivos/negativos.

1.5 Efeito sinérgico de materiais funcionalizados na amplificacédo de
métodos analiticos

Os eletrodos serigrafados embora apresentem vantagens
bioeletroquimicas e econémicas, requerem modificacdo para imobilizacdo de
biomoléculas em sua superficie®’. Dessa forma, diversos materiais
funcionalizados sdo utilizados com intuito de aumentar a sensibilidade e reduzir
o limite de deteccéo dos biossensores, ocasionando em si o efeito sinérgico’®8.

As nanoparticulas de ouro (AuNPs)®-82 nanotubos de carbono
(CNTSs)®, nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT)®, grafeno® e
oxido de grafeno® sdo os nanomateriais comumente utilizados para tais fins. Estes
nanomateriais sdo estaveis, biocompativeis e apresentam uma elevada area
superficial, 0 que aumenta a transferéncia de massa e carga na superficie do
transdutor8-8¢, Por conta das propriedades Unica e da facilidade de bioconjugacéo,
as particulas magnéticas (PMs) também séo utilizadas em metodos analiticos a

fim de aumentar a sensibilidade e garantir a robutez®28,

1.5.1 AuNPs em monocamadas auto-organizadas

As AuNPs se destacam nesse universo de nanomateriais ndo sé pela
sua biocompatibilidade e facil sintese, mas sim, pela sua afinidade em se ligar
com biomoléculas viabilizando seu uso como marcadores eletroquimicos®-*°,
Além disto, elas apresentam boa condutividade, comportamento redox e atividade
catalitica, permitindo a construcdo de plataformas auto-organizadas, sensiveis,
com rapida resposta e com possibilidade de imobilizar inimeros receptores

bioldgicos8?8891,



16

Trabalhos na literatura corroboram com as vantagens apresentadas
pelas AUNPs em métodos eletroquimicos. Pereira e colaboradores, por exemplo,
relataram um biossensor impedimétrico na deteccdo do miRNA-34a para
diagndstico da doenca de Alzheimer®!. Neste estudo os autores utilizaram
eletrodos serigrafados modificados como nanoestruturas de ouro decoradas com
anti-miRNA-34a8!, como mostra a FIGURA 4.

(A) (B)
Snowflake-like
AuNPs
20s
I [
8 min 2h
Clean C-SPE ¢, e AuNPs Surface
AuNPs deposited functionalized

with 3-MPA

& 2 R LT B RO I N
S E— —
’ 30 min - 1h 5 1h :
miR-34a Non-specific Anti-miR-34a Surface activated
hybridized binding blocked immobilized with EDAC/NHS
with Asn
(G) (F) (E) (D)

FIGURA 4- Representacdo esquematica do processo de montagem e hibridizacdo do
biossensor. (A) pré-tratamento do C-SPE com H 2 SO 4, (B) eletrodeposicao dos AuNPs em
forma de estrela ou floco de neve , (C) modificacdo do WE com 3-MPA , (D) ativacdo de
superficie com EDAC/NHS , (E) imobilizacdo da sonda oligonucleotidica anti-miR-34a , (F)
bloqueio da ligacdo ndo especifica com L-asparagina (Asn) e (G) hibridizacdo da sequéncia
alvo do miR-34a., Fonte: Pereira et al., 20238,

Com esse sistema, 0s autores obtiveram uma faixa linear de 100 pM
a 1,00 uM com limite de deteccdo em 39,0 pM em tampéo e 94,0 aM em soro.
Contudo, o biossensor proposto por Pereira e colaboradores aparentou ser uma
alternativa viavel, rapida e minimamente invasiva para deteccdo de

biomarcadores gendmicos para o diagndstico de Alzheimer®!,


https://www.sciencedirect.com/topics/physics-and-astronomy/electrodeposition
https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/gold-nanoparticle
https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/gold-nanoparticle
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/working-electrode
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/oligonucleotide-probe
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Da mesma forma, Raucci et al. (2024) propb6e um dispositivo
eletroquimico capaz de capturar e quantificar o miRNA-652 associado a cancer
de mama triplo-negativo®?. O trabalho utiliza eletrodos serigrafados em papel
cromatografico modificados com AuNPs decoradas com anti-miRNA-652
(FIGURA 5).

Para as medidas eletroquimicas foi empregada a voltametria de onda
quadrada (SWV, do inglés Square Wave Voltammetry), resultando em limites de
deteccdo em torno de 0,40 nM tanto em soro sintético quanto em soro humano®.
Além disso, o dispositivo demonstrou ser seletivo, reprodutivel e capaz de torna-

se uma ferramenta diagndstica com melhor custo-beneficio®?.

+ Target

<
o
' 5
+ Target < Blank
(17} I v
Potential /V
s L
\Paper-based strip | anti-miRNA-256-5p-MB L 0
88 AuNps | MiRNA-256-5p

FIGURA 5- Eletrodo serigrafado baseado em papel cromatografico modificado com AuNP
decoradas com uma sonda anti-miRNA-miRNA-652.

1.5.2 Particulas Magnéticas (PMs) em ensaios genomagnéticos

As PMs tém sido exploradas em inimeros métodos analiticos com
aplicacdo biomedica em razdo de suas vantagens intrinsecas como sua
propriedade superparamagnética, biocompatibilidade e estabilidade fisico-
quimica®. Elas séo estruturas organizadas de tamanhos variados que possuem um
revestimento central e externo, a qual estéo associados fisica ou covalentemente®,

O revestimento central é composto por ferro e 0xido de ferro, especialmente na
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forma magnetita (FesO4) e maghemita (y-Fe203). Ja o0 revestimento externo é
constituido de grupos funcionais, como tosila, grupos carboxilicos, amino, epoxi
e tiol%% %4,

Dessa forma, como ilustrada na FIGURA 6, a parte central das PMs
pode ainda ser revestidas com proteinas, oligonucleotideos, anticorpos e outras
macromoléculas®. As PMs decoradas com esses elementos biorreconhedores
permite a captura de analitos e, com o controle da forca magnética, separa-los de

matrizes complexas, pré-concentrando em solugdes mais simples de menor

volume87'89'94'96'97.
Anticorpoﬂ

Proteina

Macromoléculas Oligonucleotideos

(N

FIGURA 6- Representacdo esquematica da diversidade de biomoléculas que podem ser
ancoradas na superficie de PMs. Fonte: autoria propria.

Isto as torna excelente estratégia para a amplificacdo dos métodos
eletroquimicos, principalmente os que envolvam a deteccdo e quantificacdo de
miRNA, como evidencia o trabalho de Ozcelikay et al. (2023)%. Os autores
desenvolveram uma bioplataforma amperométrica capaz de capturar uma
sequéncia especifica do papilomavirus humano tipo 16 (HPV16). Neste estudo,
as PMs foram decoradas com RNA complementar a sequéncia alvo, incubadas

com o marcador eletroquimico (HRP) e, por fim, atraidas por iméas para superficie
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do eletrodo descartavel®® (FIGURA 7). Com isso, a bioplataforma antigiu baixos
limites de deteccdo (0,50 pM) e provou seu potencial como método direto,

simples, rapido e confiavel para triagem preventiva do HPV16%,

RNAbCp

5

Strep-MBs

H,0, H,0

B HRPy HRP(eq

Denatured DNA

'DNA amplification
FIGURA 7- Eletrodo serigrafado baseado em papel cromatografico modificado com AuNP
decoradas com uma sonda anti-miRNA-miRNA-652.

Sendo assim, 0 método desenvolvido nesse trabalho ndo s6 garante
uma boa sensibilidade atraves da modificacdo do eletrodo serigrafado com as
AUNPs, como também disponibiliza uma area com elevada condutividade capaz
de imobilizar as sondas de DNA. Além disso, 0 método assegura com as PMs
um sistema de deteccgéo eficiente, rapido e com minimizacdo do efeito de matriz.
Fora que, os eletrodos sdo facilmente confeccionados e utiliza materiais
comerciais de baixo custo.

Além disso, ao contrario das técnicas padrdo-ouro, 0 método
proposto apresenta protocolos experimentais mais simples de facil execucao, ndo
necessitando de pessoal especializado. Os equipamentos utilizados na obtencéao
da resposta analitica sdo mais baratos quando comparado aos utilizados na

técnica de RT-PCR e nos exames de imagem. Contudo, 0 método genomagnético



20

associa as vantagens dos eletrodos descartaveis modificados com AuNPs com as
PMs a fim de obter um sistema ultrassensivel capaz de detectar o miRNA-208b
em amostras de soro humano sem a necessidade de quaisquer etapas de

preparacao de amostras.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

v Desenvolver um método eletroanalitico utilizando eletrodos descartaveis
serigrafados e particulas magnéticas modificadas com sondas de DNA para
deteccéo e quantificacdo do miRNA-208b em amostras de soro de pessoas

com problemas cardiacos.

2.2 Objetivos especificos

v Modificar as particulas magnéticas com as sondas de DNA (hairpin);

v" Realizar estudos de otimizacdo quanto a melhor condicdo de temperatura e
tempo de desnaturacdo da sonda;

v Modificar a superficie dos eletrodos com nanoparticulas de ouro e a sonda
de deteccao;

v Avaliar o método em funcdo da resposta de corrente de pico catodico em
funcéo da concentracdo do alvo e obtencéo das figuras de méritos;

v" Avaliar a aplicabilidade do método em amostras de soro de pacientes com
doencas que desencadeiam problemas cardiacos;

v Realizar estudos de estabilidade e especificidade do sistema desenvolvido.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Instrumentacao e materiais

Para fabricacédo dos eletrodos descartaveis foram usadas as tintas de
carbono da Electrodag (Dusseldorf, Alemanha) e a de prata/cloreto de prata da
Gwent Electronic Materials (Pontypool, Reino Unido), quanto aos substratos de
poliéster e cartbes adeviso dupla faces foram adquiridos em comércio local da
cidade de S&o Carlos-SP. Os layouts foram projetados e recortados pela
impressora de recorte Silhouette™ modelo Cameo (Silhouette, Brasil) gerenciada
pelo software Silhouette Studio v. 4.

Todos os protocolos eletroquimicos foram realizados com um
multipotenciostato portatil da Dropsens (modelo pStat 8000), usando a
voltametria ciclica e amperometria para aquisi¢cdo de dados que, por sua vez,
foram processados pelo software DropView 8400. As imagens do eletrodo foram
feitas pelo microscopio eletrénico de varredura (MEV) Hitachi modelo S-4800 e
das particulas magnéticas pelo microscopio eletronico de transmissdao (MET) da
FEI Tecnai G2 F20 X-twin 200KV. As solugOes aquosas preparadas em todas as
etapas do método foram feitas com agua ultrapura do sistema Millipore Milli-Q
(18,2 MQ cm a 25 °C) (Before, EUA). O controle de pH foi feito com o pHmetro
da Digimed DM20. A absorbancia das nanoparticulas de ouro foi analisada pelo
espectrofotométro ultravioleta-visivel (UV-Vis) da marca Shimadzu modelo UV-

2550 utilizando uma cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 10 mm.

3.2 Reagentes e solucdes

As sondas de captura (hairpin), deteccdo, sequéncias interferentes e
primers (Tabela 1) foram adquiridas pela Integrated DNA Technologies, enquanto
as particulas magnéticas funcionalizadas com carboxil (acido carboxilico
Dynabeads MyOne com didmetro de 1 um e concentragdo em 10 mg L™* foram
adquiridas pela Thermo Fisher Scientific. O N-Etil-N'-(3-
dimetilaminopropil) cloridrato de carbodiimida (EDC), N -hidroxisuccinimida


https://www-sciencedirect.ez31.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/hydrochloride
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(NHS), peroxidase de raiz-forte (HRP, do inglés Horseradish Peroxidase)
solucdo de poli(cloreto de dialildimetilamonio) (PDDA), &cido clorodurico
(HAUCl 4, 99,9%), L-glutationa reduzida, NaBH,4, albumina de soro bovino
(BSA), cloridrato de tris[hidroximetil]-aminometano (TRIS), H,O, 30% (p/v),
hidroquinona (HQ), ditiotreitol (DTT) foram adquiridos pela Sigma Aldrich.
Todas as medicdes eletroquimicas foram realizadas em solucéo
salina tamponada com fosfato (PBS), (fosfato 100 mM, NaCl 137 mM e KCI 2,7
mM), pH=6,5. Todos o0s ensaios de hibridizacdo foram realizados em tampao NE
1X (NaCl 0,2 M, Tris-HCI 0,1 M, MgCl, 0,2 M, DTT 10 mM) e lavados com
tampéo TE-Tween20 (Tris-HCI 10 mM e 1 mM EDTA) em pH=8,0. A incubacao
da HRP na particula magnética foi feita em tampao fosfato em pH=7,4 por 30

minutos em agitacéo lenta.

TABELA 1- Sequéncias de oligonucleotideos utilizados para o desenvolvimento
do método genomagneético.

Oligonucleotideos Sequéncias (5’para 3°)
*5AMMC6/GACCGACAAACCTTTTG
TTCGTCT TATAACATGATACGGTC
Sonda de deteccéo *5AMMC6/GACCGTATCATGTT
Alvo (miRNA-208b) ATAAGACGAACAAAAGGTTTGT
Interferente (MiIRNA-222) AGCTACATCTGGCTACTGGGT
Interferente (MiIRNA-29b) TAGCACCATTTGAAATCAGTGTT
Interferente (MiRNA-205) TCCTTCATTCCACCGGAGTCTG
Interferente (MIRNA-221) AGCTACATTGTCTGCTGGGTTTC

Hairpin/ Sonda de captura

U6 SnRNA Forward CTCGCTTCGGCAGCACA

U6 SnRNA Reverse AACGCTTCACGAATTTGCGT
miRNA-208b Forward TTGCTCGAATTATGTTTCTGATCC
miRNA-208b Reverse CTGCCCTCAGACAAACCTT

* A sonda de detec¢do e o hairpin ttm um grupo amino (NHz) na extremidade 5'


https://www-sciencedirect.ez31.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/hydroquinone
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3.3 Sintese das nanoparticulas de ouro com glutationa (AuNPs-
GHS)

A sintese das AuNPs, como esquematizada na FIGURA 8, foi
baseada no experimento realizado por Zheng e Huang®. Nesse procedimento as
AuNPs sdo obtidas com glutationa a qual em sua estrutura possui grupos
carboxilicos livres capaz de ancorar outras biomoléculas. Dessa forma, com esse
procedimento o eletrodo de trabalho foi modificado com AuNPs possibilitando a
bioconjugacéo da sonda de detec¢do com a superficie do eletrodo.

As AuNPs-GHS foram sintetizados a partir da reducdo do ouro,
obtido de uma solucdo de HAuUCI,, na presenca de borohidrato de sodio e
glutationa, o que resulta em nanoparticulas com diametro médio de 16,0 a 18,0
nm. Para isso, 79,0 mg de HAuCl,;.3H,0 e 308 mg de glutationa foram pesados e
dissolvidos em uma mistura de 12,0 mL de metanol e 2,00 mL de acido acético,
originando uma solugdo com coloracdo amarela.

Entdo, a esta solucdo foi adicionado lentamente 20,0 mL de
borohidrato de sédio (20,0 mg mL*) com agitacéo por 2h. Finalmente, a solucéo
resultante de coloracgéo roxa foi filtrada atraves de uma membrana de nitrocelulose
de 50,0 kDa e centrifugada a 3500 rpm. O precipitado resultante da centrifugacéo
foi lavado quatro vezes com agua e ressuspenso em 15,0 mL de tampdo HEPES
(20,0 mmol L, pH=8,0). As AuNPs-GHS foram dispersas em agua ultrapura e
caracterizadas por espectroscopia UV-Vis varrendo de 200 a 700 nm.

Cabe ressaltar que a sintese das AuUNPs resultou em 15 mL de solucéo
coloidal, que logo foi aliquotada em microtubos de 500 pL para evitar
contaminacdo da solugéo estoque. O volume resultante dessa sintese foi suficiente

para o desenvolvimento desse trabalho.
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FIGURA 8- Sintese das AuNPs decoradas com glutationa (AuNPs-GHS), Fonte: autoria
propria.

3.4 Fabricacao do dispositivo microfluidico contendo eletrodos de
carbono

A plataforma de transducdo é constituida de um arranjo de oito
células eletroquimicas independentes que foram impressas em um substrato de
poliéster (PET). Inicialmente o arranjo de eletrodo foi desenhado no software
Silhouette Studio e recortado pela Silhouette Cameo em uma base de vinil
adesivo. O recorte do vinil quando sobreposto em uma folha de poliéster produz

uma cavidade, que posteriormente é preenchida com a tinta condutora de carbono.
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Ap0s a cura da tinta, o vinil é retirado da folha de poliéster e assim o eletrodo é
impresso sobre a folha de PET.

A cura da tinta de carbono foi feita em uma estufa (Solab) com
temperatura em 90 °C por 30 min. Como ilustrado na FIGURA 9, a producdo dos
eletrodos de referéncia seguiu 0 mesmo procedimento anterior, desta vez, antes
da retirada do vinil da folha de PET, com o auxilio de um pincel é aplicado a tinta

de Ag/AgCl na regido onde configura o eletrodo de referéncia.

W G
_.b_’ l
]

. Cura da tinta
Serigrafia _ .
inta de carbono (T=90°C, 30 min)

A

Construgio do dispositivo

Retirada do wml ’

Cura da. tinta
Retirada do vinil (T=90°C, 30 min) tinta de Ag.ngCl

FIGURA 9- Representacdo esquematica da fabricacdo dos eletrodos descartaveis. A) Recorte
do adesivo de baixa aderéncia com impressora de recorte. B) Sobreposicao do vinil a folha de
PET. C) Serigrafia dos eletrodos com tinta de carbono. D) Cura dos eletrodos. D.1) Remogéo
do adesivo. E) Aplicacédo da tinta Ag/AgCl. F) Cura da tinta de Ag/AgCIl. G) Remocao do
adesivo vinilico. H) Construgéo do dispositivo microfluidico.

Por fim, apds as modificacbes e reacdes de bioreconhecimento
realizadas no eletrodo de trabalho, uma mascara retangular de adesivo dupla face

também desenhada e recortada pela Silhouette Cameo é justaposta sobre o arranjo
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de eletrodo. A mascara adesiva delimita a area geométrica dos eletrodos de

trabalho, bem como o volume do canal microfluidico.

3.4.1. Modificacéo do eletrodo de trabalho

Para a modificagdo do eletrodo de trabalho, inicialmente, uma
aliguota de 3,00 pL da solugcdo de PDDA em NaCl (2,00 mg mL™?) foi adicionada
sobre a superficie do eletrodo de trabalho e mantida por 20,0 min. Na sequéncia,
0 eletrodo foi lavado com tampao TE (Tris-HCI, pH=8,00) e seco a temperatura
ambiente (25-28°C). Posteriormente, foi adicionando 3,00 pL da solucéo coloidal
de AuNPs-GHS e mantida por 20,0 min em camara Umida, para a adsorcdo
eletrostatica dessas nanoparticulas na superficie do eletrodo. Apos isso, 0 eXcesso
de nanoparticulas foi removido com tampdo de lavagem e seco a temperatura
ambiente entre 25 a 28°C.

A modificacéo do eletrodo com a sonda de deteccéo foi mediada pela
solugdo mista recém preparada de EDC/NHS (4:1) em tamp&o MES (25,0 mmol
L, pH=4,80) por 10,0 min, a qual proporcionou a formacéo de ligacdo covalente
entre os grupos carboxilicos presentes nas AuNPs com o grupamento amino da
sonda de deteccdo, como mostra a FIGURA 10A.

As AuNPs-GHS sintetizadas possuem a superficie dotada de grupos
carboxilicos, os quais se ligam com o EDC por meio da liga¢do carboiimida e
produz o intermediario o-acilisoureial®. Este intermediario é instavel, portanto,
subsequentemente pode converter-se em outros subprodutos®. Por isso, utiliza-
se 0 NHS a fim de produzir um intermediario estavel e reativo a amina presente
nas sondas de DNAs. O NHS ¢ capaz de substituir o EDC e produzir um éster
succinimidil, que facilmente é deslocado em um ataque nucleofilico da amina
primarial® |Isto resulta na formacédo de uma ligagdo amida covalente que, por
sua vez é responsavel pela imobilizacdo da sonda de deteccdo na superficie do

eletrodo.
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FIGURA 10- A) Representacdo esquematica da modificacdo do arranjo de eletrodo pela
formacdo da bicamada de PDDA e AuNPs, ativacdo dos grupos carboxilicos com EDC/NHS
seguida da imobilizacdo da sonda de detec¢do. B) Mecanismo de reacdo da imobilizacdo da
sonda de deteccdo na superficie do eletrodo de trabalho.

Apbs a ativacdo dos grupos carboxilicos, a superficie é lavada com
tampédo TE e em seguida pipeta-se 3,00 pL da sonda de deteccéo (2,00 pmol L?)
na superficie do eletrodo, o qual posteriormente € armazenado em camara Umida
e deixado em overnight por 12h a -4°C. Para evitar a imobilizag&o de biomoléculas
inespecificas na superficie do eletrodo, retira-se com tampéo de lavagem o
remanescente da sonda de deteccdo e pipeta-se 3,00 uL da solucdo bloqueadora
de etanolamina (0,80 mol L, pH=8,00) por 1,00 hora.
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3.5. Estudo eletroquimico do marcador enzimatico

O metodo eletroquimico desenvolvido neste estudo utiliza a reagéo
catalitica da HRP para sinalizar a detecgdo do miRNA-208b. Neste caso, a enzima
foi ancorada na PM devido sua conjugacdo com estreptavidina, a qual possui
como caracteristica a formacdo de uma ligacdo rapida e forte com a biotina
imobilizada na PM102.103,

Dessa forma, conforme esquematiza a FIGURA 13, o recobrimento
da PM com o marcador enzimatico contribui para a amplificagdo do sinal
analitico, pois mesmo com o minimo evento de ligacdo entre o hairpin ancorado
na PM e a sonda de deteccdo imobilizada no eletrodo, uma area superficial extensa
e dotada de HRP resultara em resposta analitica significativa.

O ciclo catalitico da enzima ocorre na presenca do H,O,, a qual oxida
o sitio ativo da enzima e produz um composto intermediario (HRP-Fe(IV))*}
como demonstra a reacdo 1. Esse intermediario é consumido na presenca da HQ
que restitui a HRP-Fe(I11) na sua forma nativa e produz a BQ (Reacéo 2)!%. A
aplicacdo de -0,25 V utilizando a técnica de amperometria ird promovera reducao
da BQ em HQ031051% fornecendo assim uma resposta eletroquimica que sera

proporcional a concentragdo do miRNA-208b.

HRP-Fe(l) + H,0, — HRP-Fe(IV) + ILO Reacio 1
0

HRP-Fe(IV) + © — HRP-Fe(Il) + + H,0 Reagio 2
O
T Y ) = A — © Reacdo 3

O
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3.5.1. Estudo da composicdo da solucéo carregadora do canal
microfluidico

A enzima HRP com estreptavidina, preparada em tampao PBS
(1:1000 (v/v), pH=7,4), foi avaliada frente a quatro solucdes, a saber: tamp&o PBS
(10,0 mmol L, pH=6,5); hidroguinona (2,00 mmol L1); peréxido de hidrogénio
(1,00 mmol L?) e a mistura de hidroguinona com peréxido de hidrogénio
preparada em tampéo PBS (10,0 mmol L, pH=6,5).

As solucbes foram injetadas separadamente e misturadas com a
enzima preparada em PBS (pH=6,5) antes de cada medida eletroquimica,
portanto, quatro dispositivos foram reservados para o este estudo. Com o canal
preenchido com a enzima e a solucdo em estudo, observa-se a corrente catodica
da solucdo final a medida em que o potencial varia de 0 V a -0,65 V com

velocidade de varredura em 50 mV e amplitude em 5 mV.

3.5.2. Estudo da superficie modificada e area eletroativa

Os experimentos eletroquimicos foram realizados mimetizando o
sistema proposto neste trabalho, utilizando o ciclo catalitico da enzima HRP na
presenca do substrato e mediado pela HQ. O ensaio foi executado no dispositivo
com arranjo de oito células eletroquimica com o eletrodo auxiliar e o de pseudo
Ag/AgCl como eletrodo de referéncia. As medidas de voltametria ciclica foram
realizadas em tampdo PBS (pH=6,5), a qual foi previamente purgado com gas
nitrogénio e misturado a HRP (1:1000, v/v), 1,00 mmol L* de H,0,, 2,00 mmol
L de HQ e 0,10 mmol L* de KCI como eletrélito de suporte. As varreduras
voltamétricas foram obtidas em uma faixa de potencial de 0 V a -0,65 V, com uma

taxa de varredura em 50 mV/s.

3.6. Bioconjugacdo das particulas magnéticas e do eletrodo
modificado



31

As particulas magnéticas com grupos carboxilicos foram
modificadas por intermédio da solucdo de EDC/NHS formando uma ligacdo
covalente com o hairpin e a biotina, ambos modificados com grupamento amino.
Para isto, uma aliquota de 100 pL da solucdo estoque das particulas magnéticas
foi adicionada em um microtubo colocada em estante magnética. O sobrenadante
resultante foi retirado e em seguida as particulas magnéticas foram lavadas trés
vezes, ressuspendendo-as com tampdo MES (pH=4,8). Na sequéncia, 1 mL da
solucdo contendo a sonda de captura (hairpin) e a biotina-PEG preparada em
EDC/NHS (4:1) foi adicionada a dispersdo das particulas magnéticas. Apds isso,
0 microtubo contendo as particulas magnéticas foi deixado durante a noite sob
agitacdo suave a temperatura ambiente. AplOs esta etapa de incubacdo, o
remanescente de reagente ndo imobilizado nas PMs foi removido, separando
novamente as particulas do seio da solugdo utilizando a estante magnética. Na
sequéncia, ressuspendeu-se as PMs em tampdo TE-Tween20 para a etapa de

hibridizacdo com o marcador enzimatico, como mostra a FIGURA 11.

®

Biotina-PEG

Hairpin

EDC/NHS

@—HRpP

30 min

FIGURA 11- Esquema representativo das etapas de bioconjugacéo da PM com A) hairpin e B)
biotina, bem como D) hibridizacdo com o alvo e E) incubacdo das PMs com o marcador
eletroquimico.
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Para a hibridizacdo, em um microtubo foi adicionado uma aliquota
de 20 pL da solucdo contendo a PM decorada com o harpin e biotina diluida em
180 pL de NE 1X contendo o alvo na concentragdo desejada. Em seguida, o
microtubo foi aquecido em temperatura a ser determinada sob agitacdo. Apos o
resfriamento do microtubo, este foi colocado em uma estante magnética para
separar as PMs e remocdo do material genético ndo hibridizado. Feito isso, as
PMs foram lavadas trés vezes com tampéo de lavagem e ressuspensas em tampéao
salino PBS (pH= 7,40) contendo HRP na proporcao de 1:2000 e 1% de BSA,
incubando por 30 min em rotagdo lenta. Por fim, as PMs foram novamente
separadas magneticamente, lavadas para a retirada do excedente da enzima e

ressuspensas em 60 pL de tampéo salino.

3.6.1. A influéncia da Biotina-PEG

A modificacdo da PM com o hairpin e a biotina-PEG descrita neste
item indica que ambos o0s reagentes foram imobilizados diretamente nas PMs,
logo, a proporcdo entre eles também foi avaliada. Para isso, varia-se a
concentragdo de biotina em 1,00 pmol Lt e 1,00 mmol L* e fixa-se a
concentracdo de hairpin em 2,00 pmol L. Neste caso, o procedimento
experimental e parametros iniciais, como a quantidade de sonda de detecc¢édo na
superficie do eletrodo (2,00 pmol L), temperatura e tempo de desnaturagdo do

hairpin em 83°C por 10 min foram pré-estabelecidos e fixados.

3.6.2 Temperatura e tempo de desnaturacgdo do hairpin

A desnaturagéo térmica foi usada para a abertura do hairpin, a qual
na presenca da sequéncia alvo ocorrera a hibridizacdo na regido complementar,
quando do resfriamento da solucdo. Para a otimizacdo da temperatura, o protocolo
experimental da secdo 3.6.1 foi repetido, fixando a concentracdo de biotina-PEG

em 1 mmol L* e variando a temperatura em intervalos de 10 °C por 10 min.
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Novamente o protocolo da secdo 3.5.1 foi repetido para avaliar o tempo de
desnaturacéo, desta vez, a temperatura permanece fixa em 93 °C, variando apenas

0 tempo em 5, 10, 20 e 30 min.

3.6.3 Estudo da concentracéo e do tempo de incubacéo do hairpin na
PM.

Para este estudo, aliquotas iguais da dispersdo das PMs foram
adicionadas em microtubos de 1 mL e lavadas com tampdo MES. Na sequéncia
foram ressuspendidas e adicionado biotina-PEG e harpin na concentracdo de
interesse. A concentracdo de hairpin estudada foi de 0,5 pumol Lt a 8 umol L. A
desnaturacdo da sonda de captura em solugdo ocorreu por aquecimento a 93 °C
durante 5 min. A concentracdo da sonda de deteccdo na superficie do eletrodo se

manteve constante ao protocolo das se¢des anteriores.

3.6.4 Analise da concentracdo da sonda de deteccdo e o tipo de
solucdo bloqueadora na modificacao eletrodo

A modificacédo do eletrodo foi feita conforme a se¢édo 3.5.1 variando
apenas a concentracéo de sonda de deteccdo de 0,5 umol L a 8 umol L. Apos
a imobilizacdo do material genético, o eletrodo foi lavado e incubado com a
solucdo bloqueadora por 1 h. As solucdes de etanolamina (0,8 mol L, pH=8,0) e
BSA 1%, preparadas em tampéo salino PBS foram avaliadas com relacédo seu
potencial em bloquear os grupos carboxilicos livres capazes de ancorar

biomoléculas inespecificas.

3.7 Etapas envolvidas no método genomagnético

Ap0s as bioconjugacbes na PM e a hibridizacdo com o alvo, as
particulas magnéticas sdo lavadas com tampao TE-Tween20 e separadas em uma
estante magnética. Em seguida, mistura-se as PMs com a enzima HRP, diluida em
tampéo PBS (pH= 7,4) na proporcéo de 1:2000 (v/v) contendo 0,1% de Tween20
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e 1% de BSA, por aproximadamente 30 minutos. Posteriormente, com 0sS
eletrodos previamente modificados é depositado as PM em sua superficie por 40
min em camara Umida a 27 °C. Na sequéncia, o eletrodo foi lavado com 30 L do
tampao PBS-Tween20 (pH=7,4) e seco para retirada do excedente de PM que néo
se ligou na superficie do eletrodo. Finalmente, com uma face da mascara adesiva
dupla face delimitando a area eletroativa do eletrodo e a sobreposicdo do pseudo
referéncia e auxiliar na outra face, é entdo confeccionado o dispositivo
eletroquimico descartavel como mostra a FIGURA 9G.

O sistema microfluidico consiste em um dispositivo descartavel que
apresenta um orificio em cada extremidade do canal microfluidico a qual permite
a entrada e saida da solucdo. Em cada orificio € plugado um tubo de poliéter-éter-
cetona (PEEK), sendo uma extremidade conectada a injecdo manual, por onde
entra a solucdo no canal, e a outra € conectada a um reservatorio, por onde €
coletado o residuo do interior do canal, como exemplifica a FIGURA 12B. A
Figura 12A mostra as dimensdes do canal microfluidico e com a espessura do
cartdo adesivo em torno de 1 mm presume-se que o volume para o preenchimento

do canal seja em média 227 pL.

FIGURA 12- A) Representagdo do dispositivo descartavel com dimensdes do canal
microfluidico e B) Dispositivo descartavel conectado ao sistema microfluidico.
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A injecdo € ligada a um loop de 100 L e conectada a uma bomba de
seringa com vazdo ajustada em 100 pL/min, a qual bombeia a solucéo carregadora
para dentro do canal microfluidico. A deteccdo eletroquimica do miRNA-208b
foi realizada por amperometria aplicando-se um potencial fixo de -0,25 V versus
pseudo eletrodo de referéncia Ag/AgCl. Com uma agulha de ponta cega foi
injetado 100 pL da solucdo mista de 1,00 mmol L de H,O, e 2,00 mmol L de
HQ na injecdo e ao girar a valvula no modo insercdo € registrado a corrente
transiente cuja intensidade de pico é proporcional a concentracdo do miRNA-
208Db. A solucdo mista de HQ e H,O, foi previamente purgada com gas nitrogénio
antes de cada injecdo. O sinal de corrente apresentado nos resultados deste
trabalho foi subtraido do sinal de corrente correspondente ao branco, como
esquematizado na FIGURA 13.

No target
With target

= &
peereeee

FIGURA 13- Esquema ilustrativo do sistema de deteccdo do miRNA-208b utilizando eletrodo
modificado com sonda de detec¢do e as PMs decoradas com o hairpin e biotina, bem como o
ciclo catalitico da enzima HRP mediado pela HQ para obtencdo dos amperogramas em funcao
da concentragdo do miRNA-208b.
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao dos nanomateriais e bioconjugados obtidos

A microscopia eletrénica de varredura foi usada para avaliar a
morfologia da superficie do eletrodo modificado e ndo modificado. Como
demonstrado na FIGURA 14A, a superficie do eletrodo apresenta uma quantidade
significativa de poros, os quais sdo facilmente identificados pela existéncia de
regibes escuras na imagem. Apos a modificagdo com AuUNPs observa-se a
superficie recoberta de pontos brancos, isto se deve a modificacdo com o PDDA
que quando seco, junto ao seu contra-ion, forma cristais de carga positiva que
fortemente atrai as AuUNPs para a superficie do eletrodo'®” (FIGURA 14C). O
PDDA funciona como um agente dispersante que, por se tratar de um ion
cationico, dispersa cargas positivas sobre o eletrodo inibindo a repulsdo entre

camadas negativas a qual favorece a formagao de camadas auto-organizadas®®1%°,

FIGURA 14- Imagens de MEV do eletrodo de trabalho: a) eletrodo sem modificacdo e
modificados com b) PDDA, c) e d) AuNPs.
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A efetiva modificacdo do eletrodo carregado negativamente
utilizando as AuNPs-GHS repleta de grupos funcionais com ligacdo do tipo =,
demonstrado na FIGURA 14C e 14D confirma o efeito dispersante do PDDA.
Apesar da modificacdo com AuNPs-GHS ter apresentado uma melhora na area
eletroativa demonstrado pelos estudos eletroquimicos, com a analise morfolégica
néo é possivel observar nitidamente uma diferenca significativa da superficie. 1sso
pode estar vinculado a porosidade da superficie ocasionada pelas tintas
comerciais. Assim como este trabalho, Barich et al., (2024)° também utilizou
tintas comerciais para serigrafia do eletrodo e em sua caracterizacdo morfolégica
evidencia o percentual significativo de cloretos (Cl) na composicdo da tinta,
deduzindo a existéncia de uma superficie carregada negativamente.

A rugosidade da superficie do eletrodo serigrafado utilizando a
microscopia de forca atbmica (AFM) atesta a efetividade da modificacéo.
Considerando uma superficie bastante rugosa e irregular, a rugosidade é expressa
em termo de rugosidade média quadratica (RMS), pois assim € possivel obter um

desvio padrédo de todas as alturas da regido analisada.
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FIGURA 15- Imagens de AFM em modo tapping: A) eletrodo serigrafado ndo modificado e
modificado com B) PDDA, C) PDDA/AUNPs-GHS e D) PDDA/AUNPs-GHS/ sdDNA.
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Como observado nas imagens de MEV da FIGURA 14A e 14B, a
superficie ndo apresenta uma mudanca morfologica significativa, o que corrobora
com a minima variacdo da RMS do eletrodo ndo modificado e modificado com
PDDA que apresentaram RMS em torno de 0,97 = 0,39 um e 0,93 £ 0,30 pum,
respectivamente (FIGURA 15). No entanto, somente com a modificagdo com as
AUNPs-GHS obtém-se uma superficie menos rugosa, apresentando uma RMS em
0,82 £ 0,25 pm, corroborando mais uma vez com as imagens de MEV. Dessa
forma, € construido um dispositivo serigrafado com superficie nanoestruturada a
qual possibilita infinitas estratégias de imobilizacdo de biomoléculas.

A microscopia eletronica de transmissdo (TEM), bem como a
espectrofotometria ultravioleta-visivel (UV-Vis) foram técnicas empregadas na
caracterizacdo das particulas magnéticas e nanoparticulas de ouro com glutationa,
respectivamente. A FIGURA 16 mostra o formato esférico e tamanho similar

entre as particulas magneticas.

A ‘ B

FIGURA 16- Imagens de MET realizada das PMs funcionalizadas com grupos carboxilicos.



39

A dispersdo de AuNPs-GHS em &gua ultrapura foi caracterizada por
espectroscopia UV-Vis, varrendo de 200 a 700 nm. A FIGURA 17 apresenta uma
banda de absor¢do em 520 nm, caracteristica peculiar das AuNPs em anélises de

ressonancia plasmonica de superficie (Aspr)!*.

2.5+

=
ol
I

Absorbance

o
ol

200 300 400 500 600 700
Wavelength (nm)

FIGURA 17- Espectro de absor¢do UV-Vis das AuNPs-GHS diluidas em agua usando uma
cubeta de quartzo com 10 mm de caminho éptico.

Baseado no estudo de Haiss et al.(2007)!*?, dividindo Aspr do pico
de absorcdo por Ayso é possivel estimar o didmetro das AuNPs-GHS. Haiss e
colaboradores montaram uma tabela na qual relaciona o quociente da diviséo
Aspr/Assocom o didmetro das AUNPs-GHS. Neste caso, como mostra a FIGURA
16, Aspr correspondente a anélise é de 0,9 e 0 Ayso € de 0,538, logo, resulta em
um quociente em torno de 1.67 que, com base na TABELA 2, o didametro das

AUNPs paira em torno de 16 a 18 nm.
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TABELA 2- Estimativa do diametro das AuNPs a partir da relacdo Aspr/Asso
estudada por Haiss et al.(2007)**2

Aspr/Ass0 d/ nm Aspr/Ass0  d/ nm Aspr/Asso  d/ nm
1.10 3 1.56 12 1.96 40
1.19 4 1.61 14 2.00 45
1.27 5 1.65 16 2.03 50
1.33 6 1.69 18 2.07 55
1.38 7 1.73 20 2.10 60
1.42 8 1.80 25 2.12 65
1.46 9 1.86 30 2.15 70
1.50 10 1.92 35 2.17 75

4.2 Caracterizacao Eletroguimica

A voltametria ciclica foi usada para descrever o comportamento
eletroquimico do marcador enziméatico em solugéo injetando separadamente HQ
(2,00 mmol L) e H,0, (1,00 mmol L) preparadas recentemente em tampéo PBS
(pH=6,5), bem como a mistura dessas solu¢bes também foi adicionada, como
mostra a FIGURA 18. Os voltamogramas (a) e (b) destacam a resposta de corrente
obtida, evidenciando que sem o substrato o sistema ndo apresenta corrente
proveniente ao ciclo catalitico da enzima. Ja quando o substrato da enzima foi
injetado no sistema (FIGURA 18(c)) observa-se um leve aumento na corrente de
pico catodico correspondente a transferéncia de elétrons dos sitios ativos da
enzima para o eletrodo. Essa transferéncia de elétrons é desvantajosa para
sistemas eletroquimicos, pois o tamanho da enzima dificulta a chegada dos
elétrons na superficie do eletrodo ocasionando uma reducdo significativa em sinal

de corrente!t3114
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Quando da presenca do mediador redox (HQ) e do substrato (H,0)
observa-se uma amplificacdo do sinal de corrente catddica, uma vez que a HQ
atua como mediador redox!®, voltamograma (d) da FIGURA 18. Por isso, este
sistema envolvendo o marcador enzimatico na presenca do substrato e do
mediador redox foi escolhido para o desenvolvimento do método eletroguimico.
Este estudo corrobora e se assemelha com o estudo feito por Feyzizarnagh et al.,
(2016)!*°, no qual os autores propdem a possibilidade de nanotubos para

encapsular a HRP com o intuito de evitar o uso da HQ como mediador redox.
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FIGURA 18- Voltamogramas ciclos referentes a resposta eletroquimica da enzima HRP
(1:1000) quando injetado no canal microfluidico a) tampéo salino, b) HQ, ¢) H20; e d)
solucéo mista de HQ (2,00 mmol L-1) e H202 (1,00 mmol L-1). Pardmetros da voltametria:
v=50 mV s, AEs=5mV.

Apesar da proposta ndo superar a eficacia da HQ no processo de
transferéncia de elétrons da enzima para a superficie do eletrodo, tal estudo
vislumbra a importancia da HQ para sistemas que utilizam a HRP como marcador

eletroquimicot®,
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Além disso, a voltametria ciclica também foi empregada na
caracterizacdo da modificagcao do eletrodo de trabalho em que cada etapa da
modificagéo foi obtida um voltamograma, como demonstra a FIGURA 19. Neste
caso, em cada etapa foi utilizada a solucdo mista contendo 2,00 mmol L* de HQ
e 1,00 mmol L* de H,O, em tampéo salino PBS (pH=6,5), varrendo em uma faixa
de potencial de 0 V a -0,65 V com velocidade de varredura em 50 mV e AEs=5
mV. Sendo assim, como esperado, a FIGURA 19a e 19b mostra que o PDDA
ndo provoca um aumento significativo da corrente de pico catodico (l,) a partir
da adsor¢cdo do PDDA. O PDDA é um polication aniénico que, uma vez
dissolvido em agua atua como um coldide carregado positivamente, 0 que garante

uma melhor deposicdo em superficies negativas a base de carbono*?’.

0.6 -0.4 0.2 0.0
E/V vs Ag/AgCI

FIGURA 19- Voltametria ciclica da solucdo de HRP (1:1000) preparada em tampdo salino
PBS (pH=6,5) frente ao eletrodo a) ndo modificado e modificado com b) PPDA, c) AuNPs
e d) DNAsd. Parametros da voltametria: v= 50 mV s, AEs= 5 mV.
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A modificagdo com AuNPs resultou em um ganho de 2,3 YA na
corrente de pico catédico (Ip.= 8,4 PA) quando comparado com o eletrodo ndo
modificado (I, = 6,1 pA). Este aumento de corrente sugere uma melhora na
transferéncia de elétrons devido ao aumento da area eletroativa da superficie do
eletrodo modificado com as AuUNPs-GHS!''8, A modificacdo do eletrodo com a
sonda de DNA resultou em uma queda de corrente (Ic), pois os grupos fosfatos
da sonda de DNA carregados negativamente ocasiona uma repulsao eletrostatica
que dificulta a transferéncia de elétrons para a superficie do eletrodo®2°,

Neste caso, a corrente de pico obtida com o eletrodo modificado com
sonda de DNA foi de 3,82 YA, apresentando uma queda equivalente a 54,5% em
relacdo a corrente no pico catodico do eletrodo modificado com as AuNPs. Essa
perda de sinal pode ser atribuida a condutividade dos eletrodos, bem como a
contribuicdo acumulativa de cargas negativas geradas pela formacdo de

monocamadas proteicas e de acido nucleicos na superficie do eletrodo!!4121,

4.3 Modificacao das Particulas Magnéticas

O uso de particulas magnéticas em métodos eletroanaliticos tem se
tornado bastante atrativo, haja vista sua versatilidade e seu potencial em capturar
e separar biomoléculas em solucdo quando modificadas com biocompostos
seletivos'?2123, Neste caso, utilizando particulas magnéticas contendo grupos
carboxilicos e com auxilio da solucdo de EDC/NHS (4:1) € possivel levar a
formacdo de uma ligacdo amida com a sonda de captura (SCDNA) e a biotina,
ambas contendo grupamento amino.

Dessa maneira, a distribuicdo dessas biomoléculas na particula
magnética foi analisada a fim de compreender a relacdo proporcional entre elas.
As particulas magnéticas foram conjugadas com a sonda de captura, também
nomeada de hairpin. Logo, avaliou-se parametros como a concentragdo, tempos
de incubacéo, temperatura e tempo de desnaturacdo do hairpin na resposta do

dispositivo. Lenzini et al., (2020)'?* salienta-se que em sistemas no qual envolve
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desnaturacdo de material biologico, os parametros que favorecam a hibridizacéo
devem ser cuidadosamente avaliados, pois a viabilidade do método € decorrente
basicamente da hibridizacgéo efetiva das fitas de DNA do hairpin com as do alvo.
Desta forma, variou-se a temperatura em intervalos de 10°C, fixando a
concentracdo do hairpin em 2,00 umol L e o tempo de desnaturagdo em 10 min.
Com isto, observou-se que em 93 °C (FIGURA 20) o sistema apresenta uma
melhor resposta em relacdo ao sinal de corrente. Isto também foi observado no
estudo do tempo de desnaturacdo em que houve um aumento significativo na

corrente quando o hairpin foi aquecimento a 93°C por 5 min.
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FIGURA 20- Grafico das correntes resultantes da variacdo da A) temperatura de desnaturacédo
do hairpin usando o sistema (HRP/H20./HQ) e B) do tempo. A concentragéo de hairpin de 2,00
umol L e de Biotina de 1 mM. Todas as medigGes foram realizadas com 10 fmol L do alvo
com injecdo de 2,00 mmol L de HQ e 1,00 umol L de H,0-

Além disso, destaca-se a consideravel margem de erro apresentada
pela temperatura em 63 °C (FIGURA 20A), a qual esta atrelada a instabilidade da
resposta em corrente de pico na temperatura de fusdo do hairpin. Cada hairpin
possui uma temperatura de fusdo que depende do tamanho, composicdo da
sequéncia de nucleotideo e da flexibilidade da estrutura?®%, A temperatura de
fusdo indica um estado de equilibrio da estrutura do hairpin em que metade das
sequéncias se encontram no formato de grampo enguanto a outra em forma de fita

simples!?>12,
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E possivel que a amplificacdo do sinal ocasionada por esse
aquecimento rapido esteja atribuida a fatores que facilitam tanto a desnaturacéo
quanto o anelamento das fitas de DNA, tornando dispensavel o aquecimento
prolongado durante a desnaturagdo. A interacdo do solvente com o material
genético é um fator determinante para este processo, pois além de favorecer a
dissociacdo das fitas de acidos nucléicos, os ions presentes no solvente
estabilizam as ligacdes de hidrogénio que, por sua vez sao responsaveis pelo
anelamento das bases nitrogenadas do DNA27128,

Outro fator importante é o tamanho e a composi¢cdo da cadeia de
nucleotideos, isto é observado no estudo de Jonstrup e colaboradores?®, os autores
comparam o tamanho do loop e a composicdo das bases nitrogenadas na regiao
complementar. Eles obtiveram uma queda na taxa de hibridizacédo do hairpin com
aumento do tamanho do loop e a diminuicdo da porcentagem representativa do
par Citosina (C) e Guanina (G), os autores atribuem esse fendmeno a menor
probabilidade de contato entre as extremidades complementares e a fragilidade da
interacdo entre a Timina (T) e Adenina (A), ja que ela se ligam por duas pontes
de hidrogénio, enquanto a CG se unem por trés pontes de hidrogénio*?412°,

Neste trabalho, o hairpin apresenta um loop pequeno quando
comparado ao estudo de Jonstrup e colaboradores, garantindo uma maior
probabilidade de interacdo entre as extremidades. Além disso, o hairpin apresenta
80% da regido complementar composta pelo par CG, necessitando de uma energia
elevada para romper as ligagOes de hidrogénio, por esse motivo a temperatura em
93 °C por 5 minutos forneceu a energia necessaria para abertura do hairpin e foi
escolhida como a melhor condicdo de desnaturacgéo para o desenvolvimento deste
trabalho. A diminuicdo da corrente de pico a medida que se estende o tempo de
aquecimento pode ser resultado de alteracdes fisico-quimicas que inviabiliza a

recomposicdo do hairpin?,



46

Na sequéncia, a influéncia da concentracdo da biotina na
bioconjugacdo com as PMs também foi analisada fixando a concentracao da sonda
de captura em 2,00 umol L, enquanto variou-se a biotina em 1,00 pumol L e
1,00 mmol L. Sendo assim, como ilustra a FIGURA 21, embora 0 aumento na
concentracdo da biotina foi consideravel, esta ndo apresentou um aumento
significativo na corrente de pico, constatando que a quantidade de biotina nao
interfere consideravelmente no sinal analitico, uma vez que a amplificacdo deste
sinal depende basicamente da hibridizagdo entre a sonda de deteccéo e de captura.
Sendo assim, para garantir o recobrimento maximo das PMs com biotina e
hairpin, além de evitar etapas de bloqueio, foi escolhido a concentracdo de 1 mmol

L de biotina para a bioconjugacdo das PMs.

0.3

1 uM 1mM

[Biotina]

FIGURA 21- Gréfico de barras para concentracéo de biotina na bioconjugacéo da PM. Para esse
estudo foi considerado a concentragdo de hairpin 2,00 umol L e a desnaturagéo foi feito em
93°C por 5 min.

Em seguida, foi avaliada a concentracdo de hairpin utilizada na etapa
de ancoramento desta nas PMs. Para o estudo da concentracdo de hairpin, utilizou-
se as condicOes de hibridizacdo previamente estudadas, variando apenas a

concentracdo do hairpin. Dessa forma, como denota a FIGURA 22, ha uma
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melhora na resposta de corrente quando as particulas magnéticas séo incubadas

com 8,00 umol L do hairpin por 12 h.

0.12 4

0.24 4 A

0.18 4 0.08 o

Al pA
“All pA

0.04 +

0.06 4

0.00 o

0.00

05uM  1uM 2uM  4uM 8 uM 1h 2h 4h 8h 12h 16h
[H ai rpin] Tempo de bioconjugacdo do Hairpin com a PM

FIGURA 22- A) Respostas de corrente da concentracdo do hairpin nas PMs e B) tempo de
incubagdo com parametros de hibridizacao fixos a T=93°C por 5 min. Todas as medic¢des foram
feitas com 10 fmol L* do alvo com injecéo de 2,00 mmol L de HQ e 1,00 pmol L de H20;

Dessa forma, considerando que as particulas magnéticas como
esferas uniformes e de grupos funcionais, deduz-se que a incubacéao de 1,00 mmol
L de biotina e 2,00 mmol L de hairpin ndo levou a um recobrimento eficiente.
No entanto, 8,00 pmol L de hairpin garantiu um melhor recobrimento das PMs
sendo a concentracdo escolhida. Com isso, mantendo fixo a concentragdo de
hairpin (8,00 pumol L) e a melhor condicdo de desnaturagdo (T-93 °C, 5 min)
variou-se o tempo de incubacédo para a imobilizacdo do hairpin na PM e, como
ilustra a FIGURA 22B, o melhor tempo de incubacgéo foi em 12 h, portanto, este

foi o tempo escolhido para as modificacGes da PM.

4.4 Parametros envolvido na modificacdo da superficie do eletrodo

A modificacdo do eletrodo com as AuNP-GSH garantiu uma
superficie dotada de grupos carboxilicos que foram ativados via reacdo EDC/NHS
para em seguida ligar-se covalentemente com a sonda de deteccdo, a qual foi

modificada com grupo amino na extremidade 5’ de cada sequéncia de DNA.
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Portanto, a imobilizacdo do material genético sobre a superficie do eletrodo foi
avaliada, bem como solucges de bloqueio a fim de evitar ligagdes inespecificas.

O resultado obtido é apresentado na FIGURA 23A, o eletrodo
modificado com 4,00 umol L™ de sonda de deteccédo apresentou a maior resposta
de corrente, indicando uma melhor distribuicdo do material genético na superficie
do eletrodo. Outro parametro que foi investigado e o tipo de bloqueio utilizado
apos que embora alguns estudos apontem o BSA como um excelente agente
bloqueador!3®3!, neste caso, a etanolamina mostrou-se mais promissora
(FIGURA 23B). A monocamada proteica formada pelo BSA ocasiona um
aumento de cargas negativamente, a qual repele os elétrons proveniente do
sistema redox da HRP/H,0,/HQ32133 |

0.8+ A

0.6 1

-Al/pA
Al pA

0.2 4

0.0+ 0
1uM 2uM 4 uM 6 uM 8 uM Etanolamina BSA Etanolamina+BSA

[DNA] Solucdo de Bloqueio

FIGURA 23- Grafico de barras referente a resposta eletroquimica A) da concentracdo de sonda
de deteccdo utilizada para a imobilizacdo na superficie do eletrodo e B) o tipo de solucéo de
blogueio. Todas as medidas eletroquimicas foram feitas com 10 fmol L* do alvo, concentragdo
de hairpin em 8,00 pmol L injetando 2,00 mmol L™ de HQ e 1,00 umol L de H20x.

O BSA ¢é uma proteina grande quando comparado com a sonda de
deteccdo, logo, o este tende levar a um bloqueio estérico. Na FIGURA 23B é
possivel avaliar este efeito pois quando utilizado BSA acompanhado ou néo do
bloqueio com a molécula pequena de etanolamina a resposta de corrente cai
drasticamente. Ao contrario disso, assim como descrito por Zouari et al., (2017),

a etanolamina por ser uma molécula pequena, tende a orientar a sonda de
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deteccdo, pois 0 grupo amino conjuga-se com os grupos carboxilicos no eletrodo
enguanto a outra extremidade polar estabiliza a carga negativa dos grupos fosfatos

da sequéncia de DNAR4,

4.5 Avaliacdo dos parametros analiticos do ensaio genomagnético
proposto

A curva de analitica obtida a partir da deteccdo amperométrica do
miRNA-208b ancorado na particula magnética juntamente com o marcador
enzimatico, é exibida na FIGURA 24A. As respostas das correntes transientes
resulta em uma dependéncia linear entre a corrente de pico catddico (com o sinal
do branco subtraido) em fungédo do logaritmo da concentracdo do miRNA-208b
entre 0,01 e 5,00x10®° fmol L' com equagdo ajustada em l,= (0,47 %
0,03)log[miRNA-208b](fmol L) + (0,45 + 0,03) e r= 0,99 (FIGURA 23B).
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FIGURA 24- A) Respostas de correntes de transiente obtidas aplicando o método proposto em
diferentes concentracdes de miRNA-208b. B) Dependéncia da corrente de pico no logaritmo da
concentracdo de miRNA-208b pela injecdo no canal microfluidico da solugdo mista (2 mmol
Lt de H202 + 1 mmol L de HQ) preparada em tampdo PBS salino (pH=6,5) previamente
purgado. As medidas foram feitas pela aplicacdo de um potencial fixo em -0,25 V com tequil €m
3s em intervalos de 0,5 s. O desvio padrao foi definido com n=4.
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De acordo com o critério 3xS,/m, onde S, foi estimado como o desvio
padrdo do intercepto da reta e m foi o valor da inclinagéo da curva analitica!®>%,
o limite de deteccdo calculado foi de 0,22 fmol L. Ja o limite de quantificagdo
foi calculado multiplicando por 10 o desvio padrédo do intercepto e dividindo pela
inclinagdo da curva (10xS,/m)*’ apresentando um valor igual a 0,66 fmol L.

A Dboa sensibilidade alcancada é provavelmente atribuida ao
aprimoramento da superficie eletroativa com o0s nanomateriais, bem como a
especificidade entre a sonda de deteccdo e o hairpin. Dessa forma, ainda que
considerasse uma menor taxa de hibridizagdo, o sistema apresentaria uma boa
resposta analitica, pois para cada evento de hibridiza¢do, uma particula magnética
recoberta da enzima HRP se faz presente. A TABELA 3 mostra uma comparagao
de outros trabalhos da literatura sobre biossensores baseados em modificacdes de

eletrodos para deteccdo de miRNA.

TABELA 3- Comparacdo de outros biossensores relatados com base em
modificacdes de eletrodos para deteccdo de miRNA.

Eletrodo modificado Tecnica Alvo F_alxa LoD Ref.
empregada Linear
Eletrodo de Au ‘o 100 aM a 100 138
modificado com AuNPs DPV miR-100 10 pM aM
Eletrodo de papel 12.0a25.7 i(l)\/lo
modificado com nM 139
AuNPs/0xido de
grafeno reduzido-RGO DPV miRNA-21

Eletrodo de papel
modificado com
AUNPs/Mo0S2 DPV miRNA-155
nanofolhas de dissulfeto
de molibdénio- MoS2

51.6 a59.6 128.0 139
nM fM

Continua =2



Continuagéo -

Eletrodo modificado Tecnica
empregada
SPE/AUNPs Cv
SPE/AUNPs EIS
ACV
Eletrodo de Au (voltametria de
corrente
alternada)
GCE/6xido de grafeno
reduzldo modificado DPV
com niquel-ferro (Fe—
Ni@rGO)
Eletrodo serigrafado de SWV
ouro
Eletrodo de Au
modificado com
perovskita/6xido de DPV
grafeno/AuNPs
FTO/GO Nano- EIS

wall@Au Nanoflower

SPCE/PDDA/Au Amperometria

Alvo

miRNA-204

MiRNA 21-
5p

miRNA-21

miRNA-155

miRNA-21

miRNA-21

miRNA-233

miRNA-
208b

Faixa
Linear

155aM a
15.5nM

0.010 fM to
10 pM

10 fM-100
nM

0.05 fM-
50.0 pM

8-34 nM

10 e
10 7

ZM to nM

0.01 e 5000
fmol L

LoD

431
aM

3.2
™M

20.2
aM

2nM

2.94
™M

0.012
aM

0.22
M

o1

Ref.

140

141

142

144

145

146

147

Este
trabalho

4.6 Estudo de seletividade do método genomagnético.

A seletividade do sistema foi avaliada comparando a resposta

amperométrica obtida para a detecgdo de 10 fmol L™ do alvo com as respostas

obtidas quando da adicdo sequéncias de DNA de cadeias curtas ndo especificas

ao hairpin. Os resultados apresentados na Figura 25A confirmam as respostas

significativamente menores obtidas com as sequéncias ndo especificas ao hairpin,

demonstrando a boa seletividade entre o hairpin e a sequéncia alvo e assegurando

a contribuicdo minima de interferentes.
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FIGURA 25- Comparacdo das respostas amperométricas fornecidas pelo dispositivo na
auséncia e na presenca do miRNA-208b alvo (branco); B) Estabilidade de armazenamento dos
imunoconjugados na PM utilizados para a construcdo do dipositivo amperométrico para a
determinacdo do miRNA-208b. As medidas foram feitas na auséncia (branco) e na presenca de
10 fmol L do miRNA-208b, definindo o desvio padrdo com n=4.

A estabilidade de longo prazo do método genomamagnético foi
avaliada preparando no mesmo dia varios lotes de PMs bioconjugadas contendo
20 pL da solugéo padrdo de PMs ressuspensas em 60 pL de solugdo tampdo PBS
salino (10 mmol L*, pH=7,4) em microtubos de 1,5 mL e armazenados a -4°C.
Em cada medida eletroquimica, a resposta do dispositivo contendo 10 fmol L do
alvo foi subtraida da resposta apresentada pelo dispositivo em solugdo do branco.
Os resultados obtidos (Figura 25B) mostram que 0 método tende a apresentar uma
diminuicdo na resposta sendo mais significativa no 24° dia uma vez que as
sequéncias de DNA tendem a ter uma maior estabilidade quando comparado as

proteinas é possivel que esta queda na resposta esteja relacionada a enzima HRP.
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4.7 Aplicacdo do método usando amostras de soro de pessoas com
doencas que desencadeiam problemas cardiacos

Dado o potencial do método genomamagnetico para deteccdo do alvo
em tampao, sua viabilidade em amostras reais de soro também foi avaliada. As
amostras utilizadas sdo de pacientes, acompanhados pelo Departamento de
Medicina - UFSCar, que apresentam doencas que desencadeiam problemas
cardiacos. Um total de 16 amostras foram testadas usando o método proposto
neste trabalho e comparadas com o resultado obtidos por qPCR. Assim como o
trabalho de Diniz et al., (2013)%, 0 U6 snRNA foi testado como normalizadores
na anélise de qPCR, garantindo a confiabilidade do procedimento.

Conforme apresentado na FIGURA 26, enquanto obteve-se uma boa
resposta de pico de corrente, o resultado de gq°PCR demostrou um valor de ct
menor, indicando que 0 método genomamagnético corrobora com o teste padréo-
ouro. Um menor valor de média de ct na analise de gPCR indica que uma dada
amostra contém expressivamente o alvo, favorecendo a amplificagdo em ciclos
menores. No caso do método proposto, uma maior quantidade de alvo resulta em
um maior valor de pico de corrente catodica.

Apesar da dificuldade em obter controles negativos, o0 método se
mostrou eficiente na deteccdo de miRNA-208b em amostras reais sem etapas de
extracdo, transcri¢cdo e amplificacdo, tornando-se uma excelente alternativa para
0 diagndstico e prognostico de problemas cardiacos. Além disso, mediante a
excelente seletividade (FIGURA 25A) apresentada com o uso das sondas de
DNA, o método aparenta ser promissor no diagnéstico clinico quando comparado
aos metodos de deteccdo de biomarcadores tardios que sdo usualmente utilizados

nestes casos.
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FIGURA 26- Avaliacdo do método genomagnético em amostras reais de soro de pacientes com
problemas cardiacos. O grafico de barras mostra as respostas de corrente de pico catodico das
amostras de soro e o simbolo + linha se refere a média ct da analise de gqPCR dessas amostras.
n=4.
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5. CONCLUSOES

Em sintese, neste trabalho propusemos um novo método
eletroquimico utilizando dispositivos descartaveis e ensaios magnéticos para
amplificacdo e detecgdo ultrassensivel do miRNA-208b. A estratégia de captura
do alvo se mostrou eficiente, o que possibilita 0 monitoramento de uma
importante variante de RNA mensageiro relacionado a processos inflamatdrios no
organismo humano. Neste método fez-se uso de eletrodos serigrafados que foram
fabricados utilizando materiais de baixo custo, oportunizando um dispositivo
diagnostico eficiente, sensivel e acessivel com possibilidade de aplicacdes em
regides onde o0 acesso aos testes disponiveis atualmente sdo precarios. O
dispositivo utilizando sondas de DNA que apresenta uma melhor estabilidade
frente a variagcdo de pH e temperatura quando comparado com sondas de RNA.
Destaca-se a seletividade do sistema, pois mesmo com sequéncias parecidas com
0 alvo, o0 método proposto conseguiu diferencia-las. A sensibilidade do método
estd atrelada a excelente estratégia de amplificacdo devido a utilizacdo de
particulas magnéticas, pois para cada evento de anelamento entre o hairpin e 0
alvo havera uma PM dotada de marcador enzimatico. As PMs permitiram a
separacdo as biomoléculas de interesse de amostra e a pré-concentracdo
minimizando significativamente a possivel interferéncia de componentes
presentes na matriz da amostra. Além do mais, este trabalho proporcionou a
integracdo de outros miRNAs para a mesma finalidade, bem como a inspiracao
no desenvolvimento de novas estratégias para a deteccdo de outras biomoléculas
visando o diagnoéstico de doenca a partir da relacdo de biorreconhecimento entre

os biomarcadores e eletrodos.
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