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Sumario: O Céancer de mama € a neoplasia que mais afeta as mulheres em todo o mundo.
Esta alta incidéncia muitas vezes ocorre devido a falhas nos metodos de triagem existentes
atualmente. A sobrevivéncia de pacientes acometidas por este cancer esta correlacionada
com a deteccdo precoce. Portanto, métodos de deteccdo precoce ajudariam a aumentar o
nimero de sobreviventes. Pensando nesta problemaética estdo sendo desenvolvidos o0s
biossensores, que sdo ferramentas analiticas que incorporam biomoléculas a um transdutor
para criar uma superficie que permita a medicdo qualitativa e/ou quantitativa de um analito
especifico. Para isto, foram utilizados eletrodos impressos modificados por
nanocompositos, como polimeros e materiais condutores que sdo capazes de promover a
ligacdo do DNA na superficie do eletrodo e melhorar sua condutividade. Além disso, foi
utilizado como biorreceptor um microRNA especifico para as fases iniciais do cancer de
mama, selecionado através de ferramentas de bioinformatica. Neste sentido, é proposto um
biossensor capaz de realizar deteccdo rapida e sensivel do cancer de mama utilizando os
microRNAs satisfazendo a necessidade de ferramentas “point-of-care” em diagndstico
médico, reduzindo o tempo entre o diagnostico e tratamento.
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INTRODUCAO

O cancer de mama é uma patologia caracterizada pelo desequilibrio do sistema de
regulacdo do crescimento e morte das células mamarias. Esta neoplasia € a forma mais
comum e a causa mais frequente de morte por cancer em mulheres no mundo (ELENIUS
et al, 2014; OMS, 2015). Para atender esta demanda, os biossensores podem ser utilizados
por serem especificos e sensiveis, 0 que faz com que estes dispositivos possuam 0S
requisitos necessarios para a deteccdo do cancer de mama (HUANG et al., 2014). Um
biossensor é definido como um dispositivo bioanalitico que incorpora um analito associado
com o reconhecimento molecular ou integrado com um transdutor fisico (NORTON,
2015). Algumas modificagdes podem ser realizadas na plataforma biossensora utilizando
nanocompositos, como polimeros e materiais condutores, que sdo capazes de promover a
ligacdo do DNA na superficie do eletrodo e melhorar sua condutividade, respectivamente
(CAMPOS-FERREIRA et al., 2013). Os miRNAs tem atraido enorme atencédo, pois estao
sendo utilizados como biomarcadores no progndéstico e risco de doencas, bem como na
classificacéo de diferentes tipos de cancer. O conceito de utilizagdo de biomarcadores no
desenvolvimento de sensores para diagndstico fara com que esses dispositivos sejam
altamente sensiveis e mais aplicaveis para o diagndstico precoce do cancer (LABIB e
BEREZOVSKI, 2015). E grande a necessidade da medicina personalizada em desenvolver
novos e mais rapidos, detectores para o reconhecimento de biomarcadores, cumprindo a
necessidade de ferramentas de “point-of-care”, eliminando a demanda de tempo entre
visita médica, requisicao e realizacdo dos exames, retorno ao médico e s6 entdo inicio do
tratamento (IANESELLI, 2014).
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MATERIAIS E METODOS

Para analise genética e selecdo do microRNA foram utilizadas ferramentas de
bioinformatica, onde foram utilizados filtros para encontrar um microRNA que fosse
especifico para o cancer de mama em estagios iniciais. Feito isso, as linhas condutoras
foram impressas na superficie do poliestireno (PS). O eletrodo de referéncia foi impresso
com tinta de Ag/AgCl, sobreposta a uma linha condutora, e seco em estufa a 60°C. O
eletrodo de trabalho e auxiliar constituidos de pasta de carbono foram impressos
sobrepostos a segunda e terceira linha condutora. Em seguida, os eletrodos foram lavados
com &cido sulfurico 0,1% e depois com agua ultra pura e secos em estufa a 60 °C.
Posteriormente, para a sintese do grafeno foi utilizado o método de Hummer’s modificado
(TANG et al., 2013). Ap0s ser oxidado, o grafeno foi levado a um forno para que ocorresse
sua reducdo. Feito isso, uma solugéo de Pirrol (0,05 M) foi preparada e usada na formagéo
do nanocompdsito, onde foi utilizado 700 pL da solucéo de pirrol e 300 pL de solucédo de
grafeno (Img/ml). A formacdo da camada de poli-pirrol, em conjunto com o grafeno, foi
realizada através de eletropolimerizacdo por voltametria ciclica, aplicando-se um potencial
de varredura de -1.8V a 2.0V, por 10 ciclos, a uma velocidade de varredura de 100 mVs™.
Apds a modificacdo, foi avaliado o melhor tempo de imobilizacdo (15; 30; 45 e 60minutos)
e concentracdo da sonda (0,5; 0,75; 1; 1,5 e 2uM). No eletrodo modificado com o
nanocomposito foi colocado 5 pL da sonda de DNA, apenas no eletrodo de trabalho, em
temperatura ambiente (23°C). Em seguida, a molécula alvo do microRNA foi adicionada
sobre o transdutor imobilizado com a sonda e incubada por 10minutos a uma temperatura
de anelamento de 52°C. Apos a imobilizacdo e processo de hibridizagdo, uma solugédo
500uM de azul de metileno em tampdo Tris-HCI (20 mM, pH 7,0) foi acumulada no
eletrodo de trabalho modificado durante 5 min. A medicéo foi realizada em Voltametria de
Pulso Diferencial (DPV) com tampédo Tris-HCI para a reducdo eletroquimica do azul de
metileno utilizando o equipamento potenciostato e como interface software NOVA 1.10.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram utilizados filtros em bancos de dados, onde foi possivel a anélise e escolha
de um biomarcador que fosse expresso em fases iniciais no cancer de mama, o0 miRNA
155. Apos a andlise de bioinforméatica duas sequéncias foram utilizadas miRNA 155
“probe”: 5°- ACC CCT ATC ACG ATT AGC ATT AA -3’ e miRNA 155 “target”: 5° —
UUA AUG CUA AUC GUG AUA GU - 3. Foi possivel obsrevar as propriedades
estruturais do grafite e grafeno oxidado através da difracdo de raios-X. A figura 1 mostra o
difractograma do grafite (a), com picos caracteristicos (002) em 20 = 26.53 ° ¢ (004) em 20
= 54.60°, a localizacéo e intensidade dos picos indicando a formacdo de grupos funcionais
de oxigénio. Esses grupos sdo caracteristicos do processo de esfoliacdo do pé de grafite a
grafeno oxidado, comprovando assim a formacéo do mesmo.

Figura 1. Difratograma do grafite (a) e do grafeno oxidado (b).
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Posteriormente a modificacdo do eletrodo, foram realizados testes para analisar a
capacidade do nanocompoésito em promover a imobilizagdo da sonda. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata e através da DPV podemos observar que o
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eletrodo branco ndo apresentou pico de reducdo (Figura 2c). Ja o eletrodo modificado com
0 nanocompdsito apresentou pico de redugdo de 0,17 pA (Figura 2a). O eletrodo com
nanocomposito apds a imobilizacdo da sonda promoveu um aumento de pico ainda maior,
apresentando 0,49 pA (Figura 2b). Esse aumento € justificado devido & eletroatividade das
guaninas presente na sonda, quando a fita simples estd imobilizada, as guaninas da sonda
ficam livres para reduzir. Isto comprova que a sonda foi imobilizada com sucesso no
eletrodo. De forma contraria, quando ocorre a hibridizacdo, as guaninas ndo estdo mais
livres fazendo com que o pico de corrente diminua, apresentando 0,27 pA (Figura 2d).

Figura 2: Voltamograma apresentando o comportamento do eletrodo modificado com o nanocomposito (a),
com o sSDNA (b) eletrodo branco (c) e com o dsDNA (d).
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Na Figura 3a observa-se o histograma dos picos de corrente do tempo de
imobiliza¢do. Dos tempos testados (15 a 60 minutos), o de 45 minutos mostrou melhor
desempenho, com pico de corrente em 1,08 A, onde também é possivel verificar que com
15 minutos ndo foi tempo suficiente para que ocorresse a imobilizacdo completa. Por outro
lado, com 60 minutos de imobilizacdo, o sinal volta a decair, devido a ocorréncia de
interacdes inespecificas. O teste de concentracdo da sonda avalia o comportamento do
eletrodo através da reducdo do azul de metileno. Das concentragdes testadas (0,5 a 2uM) a
que apresentou melhor resposta foi a de 1,5 uM (Figura 3b). Conforme se observa no
grafico, ha um aumento do pico de corrente a medida em que aumenta-se a concentragao,
até gue se obtém um pico maximo. Pode notar-se que a concentracao de 1,5 UM apresentou
o melhor sinal eletroquimico (0,49 HA), que corresponde a saturagdo do eletrodo.

Figura 3 Leituras realizadas através de DPV. 3a: Histograma da varia¢do do tempo; Figura3b: Histograma
da variacdo das concentracfes da sonda na imobilizacdo.
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Os testes de limite de deteccdo foram feitos através de tecnica VDP onde foi
possivel mostrar uma curva de concentracio-alvo variando de 1 x107 a 1 x 10™ molar,
como pode ser observado na figura 4. A partir dos dados obtidos na curva de
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concentracdo—alvo foi possivel obter a equacdo de regressdo do sistema sendo dada por
Log C = -0,036x + 0,652 com R2 = 0,9614 (Figura 5). A deteccdo limite do sistema foi
calculada utilizando 36 , onde 6 € 0 desvio padrdo da amostra branca, com um n = 10
amostras. Atraves deste calculo, foi possivel obter o valor do limite de deteccéo de 6 pM.

Figura 4: Gréfico da curva de concentragdo-alvo Figura 5: Gréfico da reta de inclinacdo da detecgdo
para mostrar a concentracdo limite, variando de limite obtida pelo biossensor.
1x10"a1x 10™ molar.
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CONCLUSOES
O presente trabalho desenvolveu um biossensor que demonstrou ser sensivel e
especifico para deteccdo precoce do miRNA155. Onde, no futuro este podera auxiliar no
diagnostico precoce podendo assim aumentar a chance de sobrevivéncia de pacientes
acometidas pelo cancer de mama.
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