' UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
) ~ INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA
POS-GRADUAGAO EM GENETICA E BIOQUIMICA

Desenvolvimento de genossensor eletroquimico e aplicativo para o
diagnostico de transtorno depressivo maior em idosos baseado na deteccao
do microRNA-184 em plasma humano

Aluno: Pedro Henrique Gongalves Guedes
Orientador: Prof?. Dr2. Ana Graci Brito Madurro

Co-Orientador: Prof. Dr. Jodo Marcos Madurro

UBERLANDIA - MG
2019



' UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
) i INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA
POS-GRADUAGCAO EM GENETICA E BIOQUIMICA

Desenvolvimento de genossensor eletroquimico e aplicativo para o
diagnostico de transtorno depressivo maior em idosos baseado na deteccao
do microRNA-184 em plasma humano

Aluno: Pedro Henrique Gongalves Guedes
Orientador: Prof?. Dr2. Ana Graci Brito Madurro

Co-Orientador: Prof. Dr. Jodo Marcos Madurro

Disertacao apresentada a
Universidade Federal de Uberlandia
como parte dos requisitos para
obtencdo do Titulo de Mestre em
Genética e Bioquimica.

UBERLANDIA - MG
2019



Ficha Catalografica Online do Sistema de Bibliotecas da UFU
com dados informados pelo(a) préprio(a) autor(a).

G924
2019

Guedes, Pedro Henrique Gongalves, 1994-

Desenvolvimento de genossensor eletroquimico e
aplicativo para o diagnéstico de transtorno depressivo maior
em idosos baseado na detecgdo do microRNA-184 em
plasma humano [recurso eletrdnico] / Pedro Henrique
Goncgalves Guedes. - 2019.

Orientadora: Ana Graci Brito Madurro.

Coorientador: Joao Marcos Madurro.

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal de
Uberlandia, Pés-graduacéo em Genética e Bioquimica.

Modo de acesso: Internet.

Disponivel em: http://dx.doi.org/10.14393/ufu.di.
2019.2086

Inclui bibliografia.

Inclui ilustracdes.

1. Genética. |. Madurro, Ana Graci Brito, 1967-, (Orient.).
Il. Madurro, Jodo Marcos , 1961-, (Coorient.). lll. Universidade
Federal de Uberlandia. Pés-graduacédo em Genética e

Bioquimica. IV. Titulo. CDU: 575

Bibliotecarios responsaveis pela estrutura de acordo com o AACR2:
Gizele Cristine Nunes do Couto - CRB6/2091
Nelson Marcos Ferreira - CRB6/3074




‘And if | fly, or if | fall
Least | cansay | gaveitall.”

RuPaul Andre Charles



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradegco a minha mée, Beatriz Gongalves Mendes, in
memorian, por ter sido mae e pai desde sempre e por me apoiar em todas as decisdes
que tomei. Obrigado por ter sido uma mulher guerreira, por ter lutado até o fim para
ficar comigo e com minha irm& o maximo que péde. Saiba que, em qualquer lugar que
a senhora esteja, minha motivagao todos os dias € te deixar orgulhosa a cada passo
a ser tomado. A senhora realizou alguns sonhos, como: presenciar a minha conclusao
do ensino médio; entrada na graduacéo; intercambio fora do pais; finalizagdo da
graduacao e inicio do mestrado. Agora, concluo mais esse ciclo, o mestrado, e sei que
a senhora se sentiria tdo orgulhosa de tudo que foi realizado neste trabalho. Muito
obrigado por tudo. Para sempre te amarei, mamadi.

Agradeco as minhas irmas Aliny Gracielly Gongalves Guedes e Isis de Jesus
Ledo, assim como meus sobrinhos (Luis Otavio, Guilherme e Gabriel) e sobrinha
(Maria Beatriz) por todo o suporte ao longo dos anos.

Agradeco a Professora Dra. Ana Graci Brito Madurro por ter ndo somente me
recebido em seu laboratério, como também por ter aceitado minha ideia para esse
projeto. Obrigado por ter sempre acreditado em mim e, principalmente, por ser essa
pessoa incrivel, atenciosa e humana. A senhora esteve presente e me deu a mao no
momento mais obscuro da minha vida, a perda da minha mae. Obrigado, também, por
todos os bolos e tortas gostosas que a senhora e o Professor Dr. Jodao Marcos
Madurro nos trouxeram tantas vezes. Obrigado por tudo!

Agradego ao meu noivo, Bernardo Alan de Freitas Duarte por todo o amor,
suporte, compreensio e empatia desde sempre.

Agradeco a minha velha amiga e colega de trabalho Anna Clara Rios Mogo por
todo suporte profissional e emocional desde a graduagao até agora. Obrigado por me
tolerar, principalmente, naqueles dias de mal humor. Dayane yo, sempre.

Agradeco a Ana Paula Mendes Silva pelo apoio e amizade. Aninha, além de
vocé ser uma eximia pesquisadora, vocé € uma pessoa muito especial. Obrigado por
abracar minha ideia ao juntar o seu projeto com a mesma, resultando no surgimento
desse trabalho maravilhoso.

Agradeco a Jéssica Brussasco pela amizade a primeira vista e por ser uma

amiga e parceira de trabalho muito dedicada. Obrigado por estar sempre ao meu lado,

v



por ser esse ser humano incrivelmente empatico e, finalmente, por me apresentar sua
irma fantastica, Erica Brussasco.

Agradeco a Ménica Segatto, também conhecida como Monichemistry e Kylie,
por sempre ter sido uma grande amiga e colega profissional. Obrigado por sua
contribuigdo para esse trabalho e pela amizade.

Agradeco aos membros titulares da bancada evangélica, José Manuel
Rodrigueiro Flauzino, Barbara Duarte Cunha, Luis Fernando Gabriel Luz, Allyson
Leandro e Marcos Vinicius Ferreira por toda ajuda e suporte durante essa jornada.
Ademais, agradeco aos outros membros do laboratério LAFIP-BIOSENS, Jodo Afonso
Neto, Carlos Petersen, Livia Alves, Rafaela Peres, Ana Cristina Honorato, Sandro,
Eduardo Pimentel e Ariadne Lacerda. O dia-a-dia fica mais facil com a presencga de
voceés!

Agradegco a banca examinadora pela disponibilidade de participagdo e

contribuicao neste trabalho.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Lista de siglas e abreviaturas

AFM: atomic force microscopy (microscopia de forga atdmica)

AGO: Argonaute (argonauta)
Au: eletrodo de ouro
BE: brometo de etidio

CoL: capacitancia da dupla camada elétrica

CID-11: Classificacao Internacional de Doengas da décima primeira edicéo

AEp: (delta) variagao de potencial de pulso
AEs: (delta) variacao de potencial de amostragem
Ai: (delta) variagédo de corrente de pico

DICER: endoribonuclease Dicer
DNA: deoxyribonucleic acid (acido desoxirribonucleico)

DROSHA: DGCRS8: DiGeorge syndrome critical region 8 (gene da regido critica 8 da

sindrome DiGeorge)

DSM-V: The Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fifth Edition

(Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais)

E: potencial elétrico

Epa: potencial de pico anodico

Epc: potencial de pico catédico

EIE: espectroscopia de impedancia eletroquimica

gRNA: RNA gendmico

HDL: high-density lipoproteins (lipoproteinas de alta densidade)

i: corrente elétrica

IBGE: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

ipa: corrente de pico anddico.

ipc: corrente de pico catodico
Vi



IUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry (Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada)

kcal: quilocaloria
L: litro

MA: microampere

ML: microlitro
Mm: micrémetro
pgmol: micromol

microRNAs: Micro ribonucleic acid (micro acido ribonucleico)
min: minutos

MIT: Massachusetts Institute of Technology (Instituto de tecnologia de
Massachusetts)

mL: mililitro

a: atto

nmol: nanomol

mmol: milimol

mRNA: Messenger ribonucleic acid (acido ribonucleico mensageiro)

ms: milissegundos

mV: milivolt

ng: nanograma

nm: nanémetro

w: (bmega) frequéncia utilizada para impedéancia
Q: ohm

OMS: Organizagdo Mundial de Saude

pb: Pares de base
Q: elementos de fase constante

Rcr: resisténcia a transferéncia de cargas

RNAI: acido ribonucleico de interferéncia

Vi



RNA POL ll: ribonucleic acid polimerase Il
RNAPOL llI: ribonucleic acid polimerase Il
Rq: coeficiente de rugosidade média quadratica

Rs: resisténcia 6hmica da solugéo eletrolitica

RT-qPCR: reverse transcription polymerase chain reaction (reagdo em cadeia da

polimerase por transcri¢gao reversa)

s: segundo

SNPs: Single nucleotide polymorphisms (polimorfismo de nucleotideo unico)
TDM: Transtorno Depressivo Maior

tp: periodo de pulso

UV: irradiagao ultravioleta

V: volt

VC: voltametria ciclica

VPD: voltametria de pulso diferencial
W: impedéancia de Warburg

X2: qui-quadrado

VIl



Sumario

T INtrOAUGAO. ... e 13
1.1 O envelhecimento populacional e o transtorno depressivo maior (TDM)....... 13
1.2 Transtorno depressivo maior em idOSOS.........cvviuiiiiiiiiiiiiie e 13
1.3 MICTORNAS. .. 17
1.4 Biogénese dos MIiCroRNAS. .......cccooiiiiiiiiiii e 19
1.5 MicroRNAs como biomarcadores para TDM.........ccooooeeeeiiiiiiiiiiiiieeeeees 21
1.6 Métodos diagnosticos para TDM...........eeeiiiiiiiiiiiiiei e e 25
1.7 BIOSSENSOIES. ...ttt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaans 27
1.8 Microscopia de forga atdbmica e técnicas eletroquimicas..........ccccccveeeeiinennnnnns 31

1.8.1 Microscopia de forga atdmiCa.............uvviiiiiiiiieee e 31
1.8.2 Técnicas eletroqUimiCas............ocuiiiiiiiiiiiie e 32
B2 0 o)=Y 1Yo LSRR 39
2.1 ODJELIVO GEIaAL... .. 39
2.2 ODbjetivos ESPECITICOS. .. uuuuuriiiiiiiiiiieee et reeeaaee e e 39
3 Material @ METOOS........uuuieiiiiiiii e 40
3.1 EQUIPamMeENtOS € reageNtesS......coeveiuiuiieiiieeae e s 40
3.2 AMOSLras DIOIOGICAS. ......ccoiiiiiiiii e 41
3.3 BiosSsensor eletrOqUIMICO. .......... e i i 41
3.3.1 Pré-condicionamentos dos eletrodos de ouro..............ccccuuviiieeeeeeiiiiieinnnes 41
3.3.2 Otimizagao da concentragcdo da sonda DEP1S.............cccooiiiiiiiiiiieeee, 42
3.3.3 Imobilizagado da sonda de DNA (DEP1S) e detecg¢ao do alvo em plasma
010 4 F= T o T TP PPPPTPTOPN 43
3.3.4 Tratamento do pPlasma..........ccoooiiiiiiiii i e 45
3.3.5 Teste de especificidade. ... 45
3.3.6 Deteccao de pacientes idosos saudaveis e com transtorno depressivo
0 F= Lo PP PP PPPPPTTR PPN 46
3.3.7 Construgao da curva de calibragao..........cccceeveeeeeiieiiiiiiiieeecceieee e, 46
3.3.8 Regeneracgao do bioeletrodo..............oooviiiiiiiiiiicce e 47
3.3.9 Estabilidade do bioeletrodo............cooviiiiiiiiiiiiiiieeee e 47
3.3.10 Analises de espectroscopia de impedancia eletroquimica para o
(010 S3:T=T 0 =T 0] PP 48
3.3.11 Analises por Microscopia de forga atdmica..............ccccvveiiiiiieiiiieeneennnnn. 48



3.3.12 Desenvolvimento do aplicativo DEPSENSOR.............cccccccovviviiieiinennennn. 48

3.3.13 Estatistica e tratamento de dados..........cccccooiiiiiiiiiiiii 49
4 Resultados € DISCUSSE0........ccccuuuiiiiiiiiiiiie e e e 49
4.1 Selecao dos eletrodOS de OUIO..........uuuuiiiiiiiiiiiiee e 49
4.2 Otimizagéo da concentragdo da sonda DEP1S...........cccccoiiiiiiii 50
4.3 Tratamento do Plasma.........c.c.uuuuiiiiiii e 52
4.4 Teste de especificidade............oooviiiiiiiiiiii e 54
4.5 Teste de interferéncia do plasma enriquecido com amostra de pacientes
o101 o7=To £ PSS 56
4.6 Curva de CalibraGa0.........ooouuiiiiiiiiiiee e 57
4.7 Regeneracdo do bioeletrodo.............uuiiiiiiiiiiiiii 59
4.8 Estabilidade do bioeletrodo. .............uuiiiiiiiiiiii 60
4.9 Validacéo do biossensor por espectroscopia de impedancia eletroquimica.....61
4.10 Microscopia de Forga AtOMICa..........oeeveeiiiiiiiiiiiee e 64
4.11 Desenvolvimento do aplicativo DEPSENSOR............ccoocoioiiiiiiiiiee e 65
O CONCIUSOES. ...ttt ettt ettt et e e e e e e e e e e e s e e e e e e aeeaaeaananes 70
B PeISPECHIVAS. ....oeiii it aaeaaaa 71
7 Referéncias BibliografiCas...........cooeiioiiiiiiiiiecee e 72



RESUMO

A depressao consiste em uma desordem psiquiatrica ubiqua e comum em
idosos, a qual provoca graves consequéncias. Os mecanismos genéticos envolvidos
no transtorno depressivo maior (TDM) sdao complexos e envolvem inumeros genes.
Os microRNAs (miRNAs) sao pequenas moléculas envolvidas na regulacdo pos-
transcricional da expressao génica. ldosos diagnosticados com TDM apresentam uma
menor expressdao do miRNA-184 em relagao a idosos saudaveis, logo, esse miRNA
pode ser utilizado como biomarcador para o diagnoéstico de TDM. Os métodos
diagnosticos do TDM dependem exclusivamente da identificacdo subjetiva clinica,
baseada em sintomas e escalas variaveis. O presente trabalho introduz uma
abordagem inovadora para o diagnéstico de TDM em idosos baseado no
desenvolvimento de um biossensor eletroquimico, monitorando as respostas,
utilizando voltametria de pulso diferencial (VPD) e espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIE) em amostras de plasma humano. Os resultados para VPD,
utilizada para quantificacdo do miRNA, mostraram um aumento em cerca de duas
vezes no valor de corrente de pico das amostras referentes a pacientes saudaveis,
comparando-se com os doentes ao se monitorar o pico do intercalante de DNA,
brometo de etidio. Para EIE, foi observado um aumento de 1,5 vezes da resisténcia a
transferéncia de carga referente idosos saudaveis, ao se comparar com aqueles
doentes. Além disso, os parametros analiticos do biossensor foram avaliados
utilizando VPD, obtendo-se um limite de deteccdo experimental de 10 amol L™'; a
resposta de corrente se manteve cerca de 72% de resposta durante os 50 dias
avaliados de estabilidade; também exibiu 6tima capacidade de regeneragao, podendo
ser regenerado cerca de 10 vezes apos o uso inicial do bioeletrodo. Ademais, o
aplicativo DEPSENSOR desenvolvido em linguagem Java para auxiliar no uso do
sensor e apresentar informacgdes sobre depressao. Assim, o biossensor desenvolvido
no presente trabalho foi eficiente no diagnéstico de TDM em idosos, assim como, na
quantificagdo acurada do miRNA-184 em amostras de plasma de pacientes saudaveis

e diagnosticados com TDM.

Palavras-chave: Depressao maior, biossensor eletroquimico, TDM, diagndstico de

depresséo, VPD, EIE, aplicativo DEPSENSOR.
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ABSTRACT

Depression consists of a ubiquitous psychiatric disorder and, in elderly, is the
most common disease, causing serious consequences. The genetic mechanisms
involved in major depressive disorder (MDD) are complex and involve inumerous
genes. MicroRNAs (miRNAs) are small molecules involved in the post-transcriptional
regulation of gene expression. Elderly diagnosed with MDD present down regulation
of miRNA-184 expression compared to healthy elderly, then, this miRNA can be used
as a biomarker for the MDD diagnosis. The MDD diagnostic methods depend primarily
on clinical subjective identification, based on symptoms and variable scales. The
present work introduces a new approach for the MDD diagnosis in elderly based on
the development of an electrochemical biosensor, monitoring responses using
differential pulse voltammetry (DPV) and electrochemical impedance spectroscopy
(EIS) in human plasma samples. The DPV results, used for miRNA quantification,
presented an increase of about twice in the peak current value of the samples for
healthy patients, compared to patients with MDD when monitoring the DNA intercalator
peak, ethidium bromide. For EIS, a 1.5 times increase in charge transfer resistance for
healthy elderly subjects was observed compared to depressed patients. In addition,
the analytical parameters of the biosensor were evaluated using DPV, obtaining an
experimental detection limit of 10 amol L-'; the current response remained around 72%
during the evaluated 50 days of stability; also it exhibited a great regeneration capacity,
it was regenerated 10 times after the initial use of the bioelectrode. Moreover, the
DEPSENSOR app was developed in Java in order to assist the sensor and it contains
information about depression. Thus, the biosensor developed in the present study
proved to be efficient in the diagnosis of MDD in elderly, as well as the accurate

quantification of mMiRNA-184 in real plasma samples of healthy and depressed patients.

Keywords: Major depression, electrochemical biosensor, MDD, diagnosis of
depression, DPV, EIS, DEPSENSOR app.
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1 Introducao

1.1 O envelhecimento populacional e o transtorno depressivo maior (TDM)

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o indice de
expectativa de vida ao nascer tem sido aumentado em todo o mundo ao longo da
histéria da humanidade. Dados da OMS indicam que a proporcdo da populacao
mundial com idade superior a 60 anos passara de 12% para 22% entre 2015 e 2050.
Até 2020, o numero de pessoas idosas ultrapassara o numero de criangas de até 5
anos; sendo que 80% de todos os idosos viverao em paises de baixa e média renda
(OMS, 2018a).

O ritmo do envelhecimento da populagdo mundial também esta aumentando
dramaticamente, sendo muito mais rapido do que no passado. Por exemplo, a Franca
teve quase 150 anos para se adaptar a uma mudancga de 10% para 20% na proporgéao
da populagédo que tinha mais de 60 anos. No entanto, lugares como Brasil, China e

india terdo pouco mais de 20 anos para fazer o mesmo (OMS, 2018a).

Figura 1. llustracdo da piramide etaria para homens e mulheres do ano de 2018 (A) e 2060 (B)
referentes ao Brasil e ao estado de Minas Gerais. (M) Brasil. (l) Minas Gerais.
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Fonte: adaptado de Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (IBGE, 2019).
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De acordo com os dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) que estao ilustrados na Figura 1(A), nota-se que a porcentagem de homens
na faixa de 60 — 64 anos é de 1,96 % e de mulheres ¢ igual a 2,26 % no Brasil; por
outro lado, o percentual de homens na idade entre 60 e 64 anos é de 2,23 % e de
mulheres é 2,49 %, especificamente no estado de Minas Gerais. Com relagcdo ao
grafico mostrado na Figura 1(B), representando os dados do ano de 2060, percebe-
se que ha um aumento da populagédo idosa. No Brasil, a previsao da porcentagem de
idosos no pais aumenta para homens (3,25 %) e para mulheres (3,44 %); para Minas
Gerais, ha uma elevacéao do percentual de idosos comparando-se com o ano de 2018,
sendo 3,33 % para homens e 3,56 % para mulheres (IBGE, 2019).

Uma vida mais longa promove oportunidades para as pessoas idosas e suas
familias, bem como para a sociedade de forma geral. Sabe-se que, qualquer tempo
de vida adicional em uma dada populagao, representa a possibilidade de se haver
novas atividades, cambios de experiéncias, habitos, tradicdes, aspectos culturais e
educacionais entre gerag¢des, culminando numa transmissao de conhecimentos numa
escala vertical. Portanto, faz-se necessario ressaltar o papel do idoso como agente

essencial nas familias e comunidades (OMS, 2018a).

Por outro lado, o envelhecimento humano tem como caracteristica ser um
processo complexo, diversas vezes associados a desregulacdo de numerosos
processos celulares e moleculares. Entre eles, destaca-se o encurtamento do
comprimento dos telébmeros, alteracdo na resposta ao dano ao DNA, perda da
homeostase proteica, senescéncia celular e disfungdo mitocondrial. Esses processos
celulares e moleculares podem levar a uma variedade de doencas, incluindo cancer,
doencas cardiovasculares e doengas neuroldgicas, bem como um aumento do risco
de mortalidade (LEVY et al., 2017).

O envelhecimento, de forma geral, resulta do impacto do acumulo de uma
ampla variedade de danos moleculares e celulares ao longo do tempo, levando a uma
diminuicdo gradual da capacidade fisica e mental, um risco crescente de doenca e,
finalmente, a morte. Entretanto, essas alteragbes no organismo nao sao lineares nem
consistentes, como por exemplo, enquanto algumas pessoas de 70 anos desfrutam
de saude e funcionamento corporal satisfatério, outras de mesma idade sao frageis e

requerem ajuda significativa de outras pessoas (OMS, 2018a).
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Do ponto de vista fisiologico, nota-se que o envelhecimento apresenta uma
relacdo direta com o surgimento de Doencas Crbnicas ndo Transmissiveis (DCNT),
tais como: neoplasias, doengas cardiovasculares, diabetes mellitus e doengas
respiratérias, resultando em incapacidade funcional, modificagdes nos habitos e,
finalmente, alteragbes negativas na qualidade de vida do idoso (OLIVEIRA et al.,
2018b).

De acordo com a OMS (2018), a depressao consiste em uma doenga ubiqua,
acometendo mais de 300 milhdes de pessoas. E importante ressaltar que a depresséo
é diferente das flutuagdes de humor habituais e das respostas emocionais de curta
duracao aos desafios da vida cotidiana. A depressao tem a capacidade de se tornar
um problema grave de saude, especialmente quando duradoura e com intensidade

moderada ou grave, podendo acarretar em baixa produtividade no trabalho e escola.

A depressao apresenta-se como fator de risco no que diz respeito a interferir
de forma negativa em um prognéstico de doengas crénicas, prejudicando a qualidade
de vida e a capacidade do individuo de responder ao tratamento dessas doengas. E
possivel observar que tanto as patologias cronicas podem agravar os sintomas
depressivos, como a depresséo pode antecipar tais patologias, ocasionando prejuizo
na fungao cerebral ou por meio de alteragdes psicoldgicas e psicossociais (OLIVEIRA
et al., 2018b).

1.2 Transtorno depressivo maior em idosos

De acordo com o Manual Diagnédstico e Estatistico de Transtornos Mentais
(DSM-V) (2014), os transtornos depressivos podem ser divididos em 5 classes, a
saber: transtorno depressivo maior, o qual inclui episédio depressivo maior; transtorno
disruptivo da desregulagdo do humor; transtorno depressivo persistente (distimia);
transtorno depressivo induzido por substancia/medicamento, transtorno depressivo
devido a outra condicdo médica, transtorno depressivo especificado e transtorno
depressivo nao especificado; finalmente, transtorno disférico pré-menstrual. Todos
esses transtornos apresentam como caracteristica comum a presenga de humor triste,
irritdvel ou vazio, podendo ser acompanhado por modificagdes cognitivas e somaticas
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que tém a capacidade de alterar de forma significativa a capacidade funcional da
pessoa. A principal diferenca entre os mesmos consiste nos aspectos de duracéo,

momento ou etiologia presumida (DSM-V, 2014).

O individuo com Transtorno Depressivo Maior (TDM), também chamado de
depressao maior, sofre com episodios (alteragcdes em fungdes neurovegetativas, na
cognigao e no afeto) diferentes com duragédo de no minimo duas semanas, sendo que,
geralmente, grande parte dos episddios apresenta duragdo consideravelmente
superior (DSM-V, 2014). O TDM consiste em um transtorno de humor caracterizado
por apatia e pensamento lento, que pode ser acompanhado por sintomas de retardo
psicomotor, incluindo perda de interesse em atividades normais. Junto com o
envelhecimento, as fungdes fisioldgicas e psicolégicas dos idosos ficam
enfraquecidas, em particular, os 6rgaos sensoriais e o sistema nervoso envolvidos em
atividades psicolégicas podem sofrer alteragdes degenerativas (ZHANG; CHEN; MA,
2018).

Segundo o Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais, o TDM
pode ser classificado de acordo com o especificador da gravidade, sendo dividido em:
leve (poucos sintomas manejaveis, resultando em baixo prejuizo no funcionamento
social ou profissional); moderado (prejuizo funcional ocasionado pelos sintomas pode
ser leve ou grave); grave (sintomas ndo manejaveis e causam grave sofrimento,
prejudicando no funcionamento social e profissional) com ou sem caracteristicas

psicoticas (alucinagdes e/ou delirios) (DSM-V, 2014).

O TDM resulta de uma interagdo complexa de fatores sociais, psicoldgicos e
bioldgicos. As pessoas que passaram por eventos adversos da vida (desemprego,
luto, trauma psicologico) tém maior probabilidade de desenvolver depressdo. A
depressao pode, por sua vez, levar a mais estresse e disfuncéo, piorando a situacéo
de vida da pessoa afetada e a propria depresséo. Além disso, a depressao pode levar
ao suicidio. E observado que cerca de 800 mil pessoas morrem por suicidio todos os
anos (OMS, 2018b).

E possivel perceber que a chegada da velhice esta relacionada a um aumento
na taxa de mortalidade referente as tentativas de suicidio. A ideacao suicida, critério

de diagnostico para TDM, é caracterizada por compreender desejos, pensamentos,
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expressdes e comportamentos relacionados a tentativas de retirar a prépria vida sem
a efetivacéo do ato (OLIVEIRA et al., 2018b).

A depressao representa um fator de risco para mortalidade em diversas
doencas, por exemplo: insuficiéncia cardiaca, acidente vascular cerebral e cancer.
Além disso, a depressdo pode causar desregulacdo e supressao imunoldgica,
podendo gerar um estado inflamatério crénico. O TDM pode ocasionar importante
prejuizo funcional, variavel resposta ao tratamento, altas taxas de recorréncia,
cronicidade e taxas elevadas de comorbidades médicas e mortalidade (MORA et al.,
2018).

A selecao de biomarcadores exercem um importante papel no diagnostico de
transtornos depressivos. Demonstrou-se que inumeros microRNAs (miRNAs)
especificos, dinamicamente expressos durante a senescéncia, afetam o tempo de
vida normal ao regular vias genéticas que sdo importantes para o envelhecimento
normal (INUKAI et al., 2018). A literatura apresenta estudos que foram capazes de
identificar alteragdes na expressao de miRNAs em individuos com depressao, tais
como: miR-132, miR-let-7, miR-125a, miR-191, miR-499, miR-708, miR-1908,
microRNA-124, miR-132, miR-16 e miR-124-3p (LIU et al., 2016; MENDES-SILVA et
al., 2016; BANACH et al., 2017; HE et al., 2016; DWIVEDI, 2017; WANG et al., 2017;
YUAN et al., 2018).

1.3 MicroRNAs

A descoberta do primeiro microRNA, lin-4, ocorreu em 1993 pelos grupos
Ambros e Ruvkun em Caenorhabditis elegans e revolucionou o campo da biologia
molecular (LEE; FEINBAUM; AMBROS, 1993). Anteriormente, o lin-4 foi caracterizado
pelo laboratério de Horvitz como um dos genes que regulam o desenvolvimento
temporal de larvas de Caenorhabditis elegans (CHALFIE, 1981). Ambros e Ruvkun
prosseguiram com os experimentos para estudar lin-4 e, finalmente, descobriram que
lin-4 ndo era um RNA codificador de proteinas, mas sim um pequeno RNA nao
codificante (LEE; FEINBAUM; AMBROS, 2004). A partir desse momento, os miRNAs
foram detectados em todos os sistemas de modelos animais e alguns mostraram-se
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altamente conservados entre as espécies (FRIEDLANDER et al., 2014). Ademais, os
avangos mais importantes relacionados a trajetéria dos miRNAs podem ser

observados na Figura 2.

Figura 2. llustragdo dos avangos na pesquisa de miRNA por meio de uma linha do tempo.
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Fonte: adaptado de (KILIC et al., 2018).

Os miRNAs compdem uma importante classe de moléculas envolvidas na
regulacao da expressao génica, constituidos de acidos ribonucleicos (RNAs) de
cadeia simples, altamente conservados e nao codificantes, com aproximadamente 21
a 25 nucleotideos de comprimento, que se ligam ao RNA mensageiro complementar
(mRNA), por meio da regulacédo da degradacdo do mRNA, reprimem a traducgao.
Essas moléculas podem ser secretadas dentro das vesiculas extracelulares pelas
células, podendo atuar como mensageiros célula-célula, transportando informacgdes
entre as células (PEREIRA-DA-SILVA et al., 2018). Além disso, os miRNAs estao
envolvidos em diversos processos celulares e sao essenciais para o desenvolvimento
animal, diferenciac&o celular e homeostase (GEBERT; MACRAE, 2019).
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1.4 Biogénese dos microRNAs

A biogénese dos miRNAs comega com o processamento de transcritos
realizado, principalmente, pela RNA polimerase Il pés ou co-transcricionalmente
(Figura 3). Grande parte dos miRNAs identificados s&o intragénicos e processados
principalmente a partir de introns e relativamente poucos exons de genes
codificadores de proteinas, enquanto que os restantes sao intergénicos, sendo
transcritos de maneira independente de um gene hospedeiro e regulados por seus

proprios promotores (O’'BRIEN et al., 2018).

Figura 3. llustragdo da biogénese do microRNA e de mecanismos de regulagdo do mRNA-alvo.
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A biogénese dos miRNAs pode ser classificada em duas vias, a saber: canbnica
e nao-candnica. Na via de producdo de miRNAs candnica (Figura 3), apos a
transcricdo pela RNA polimerase |l, € produzido transcrito que pode conter
aproximadamente de 70 até 130 pares de base (pb) chamado microRNA primario (pri-
miRNA) (KHAN; SUTHANTHIRAN; MUTHUKUMAR, 2019). Para se tornar maduro

(miRNA), o pri-miRNA necessita de ser clivado, passando por dois eventos de
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processamento subsequentes, sendo o primeiro no nucleo pela enzima RNase Il
denominada DROSHA e depois no citoplasma por outra enzima, denominada DICER.
O evento nuclear é catalisado pelo complexo chamado de microprocessador, o qual
compreende a enzima RNase do tipo Il (DROSHA), a proteina de ligagdo ao RNA de
dupla fita (RBP) DGCRS8 (gene da regido critica 8 da sindrome DiGeorge) e proteinas

associadas.

Como resultado, é observado a producado de moléculas denominadas miRNAs
precursores (pré-miRNAs) que possuem cerca de 70 pb de tamanho (TREIBER;
TREIBER; MEISTER, 2019), os quais sao subsequentemente exportados para o
citoplasma utilizando o receptor de exportacdo chamado exportin-5. No citoplasma,
pré-miRNAs passam por um evento de processamento final, por outra enzima RNase
tipo 1ll, DICER, para dar origem ao duplex de miRNA. Posteriormente, os miRNA
dupla-fita s&o entéo incorporados ao RISC (do inglés RNA induced silencing complex),
complexo silenciador induzido por RNA, juntamente com uma familia de proteinas
denominada Argonauta (AGO), onde um filamento é selecionado (fita guia) para se
tornar o miRNA maduro. Entdo, os miRNAs maduros sao guiados para seus alvos
especificos de mRNA por meio do emparelhamento de bases (GEBERT; MACRAE,
2019).

A fita guia é selecionada durante a etapa de carregamento da AGO,
principalmente, com base na estabilidade termodinamica relativa das duas
extremidades do duplex do miRNA. A fita com a extremidade 5’ relativamente instavel
€ geralmente escolhida como a fita guia. Além disso, um determinante adicional para
a escolha da cadeia é a primeira sequéncia nucleotidica, uma vez que as proteinas
AGO selecionam a fita que contém uma uracila na posi¢céo 1. Apds a escolha da fita,
o filamento ndo escolhido denominado fita passageira €, entéo, liberada e degradada
rapidamente (BARTEL, 2018).

Os microRNAs medeiam o silenciamento génico pés-transcricional de genes
alvo por meio da hibridizac&o, preferencialmente, do miRNA maduro na regido 3' nao
traduzida de mRNA alvo, com a regido semente nos nucleotideos 2 a 7 na
extremidade 5' do miRNA sendo uma sequéncia crucial (LU; ROTHENBERG, 2018).
Embora o pareamento estendido com o nucleotideo 8 do sitio-alvo e/ou a presenca

de uma adenina na posigcao 1 seja extremamente benéfico e eficaz, ha um subgrupo
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de sitios funcionais que possui um pareamento imperfeito com a sequéncia semente,
sendo também eficiente para o silenciamento. O mecanismo de regulagdo génica por
meio de miRNA é simples, e a presenca de determinantes locais e globais modulam
a eficacia da ligacdo e silenciamento do mRNA alvo (QUEVILLON-HUBERDEAU;
SIMARD, 2018).

Além da biogénese candnica descrita anteriormente, existem varias vias nao-
candnicas de biogénese de miRNA, tais como: um pré-miRNA de 7 metilguanosina
(m"G-cap) pode ser gerado diretamente através da transcricdo, contornando o
processamento de DROSHA e exportado para o citoplasma (i); pode ser gerado um
pequeno precursor de RNA (mirtron) por meio de splicing e desramificagdo de mRNA,
também contornando o passo de processamento mediado por DROSHA,
posteriormente, dobrado em pré-miRNA e exportado para o citoplasma
(MICHLEWSKI; CACERES, 2019) (ii); alguns pequenos RNAs nucleolares podem ser
clivados para produzir pré-miRNA (iii); pri-miRNA grupo |l dependente de
uridililtransferase produz pré-miRNA com uma das fitas na posicao 3' mais curta que
sofre monouridilagao no citoplasma para processamento pela DICER em seguida (iv);
e uma via independente da DICER consiste em um curto pré-miRNA é produzido pela
DROSHA e é exportado diretamente e carregado para a proteina AGO sem o
processamento de DICER (KHAN; SUTHANTHIRAN; MUTHUKUMAR, 2019) (v).

Indmeros estudos relataram ter descoberto assinaturas de miRNA
representativas de doencgas em varios tecidos doentes, bem como: urina, soro, plasma
e outros fluidos corporais em numerosas patologias, tornando-os candidatos
apropriados a serem biomarcadores. Como muitos miRNAs sao especificos do tecido,
sua desregulagao sistémica no sangue periférico aponta para uma patologia (SUN;
LERMAN, 2019; AGOSTINI et al., 2019; HESS et al., 2019; WANG et al., 2019b;
WANG et al., 2019a).

1.5 MicroRNAs como biomarcadores para TDM

Em 2008, duas equipes de pesquisa independentes identificaram a presenca

de miRNAs na corrente sanguinea (CHEN et al., 2008; GILAD et al., 2008). Desde
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entdo, inuUmeras sequéncias diferentes foram encontradas em plasma e soro
derivados de humanos e animais. Pode ser observado que miRNAs circulantes foram
associados a muitas doencas, levando a conclusdo de que essas moléculas séo
“‘impressoes digitais” para doencgas especificas. Como os miRNAs foram denominados
especificos para fungbes e doengas bioldgicas, eles logo se tornaram uma nova

classe de biomarcadores e potenciais alvos para terapias (BENZ et al., 2016).

Para ser considerado um biomarcador, € necessario apresentar uma
caracteristica objetivamente medida e avaliada como um indicador de processos
biolégicos normais, processos patogénicos ou respostas farmacolégicas a uma
intervencgao terapéutica. Biomarcadores tém como objetivo identificar caracteristicas
quantificaveis de processos bioldgicos (FOESSL; KOTZBECK; OBERMAYER-
PIETSCH, 2019).

Um marcador biolégico ideal tem alta especificidade e sensibilidade, é
detectavel por procedimentos de amostragem minimamente invasivos e sua
concentragao deve ser indicativa de um estado de doenga (BUSCHMANN et al.,
2016). Além disso, os biomarcadores diagndsticos podem ser utilizados com o intuito
de avaliar o estado da doenga, ja os marcadores biolégicos prognosticos séo
informativos a respeito do resultado da doencga e, finalmente, os biomarcadores
preditivos ajudam a determinar a eficacia do tratamento quando os grupos

experimentais sdo comparados aos controles (CORREIA et al., 2017).

MiRNAs circulantes podem ser encontrados em varias formas na corrente
sanguinea (Figura 4), sendo que 90% dos miRNAs extracelulares encontram-se
ligados a proteinas AGO, formando complexos proteicos livres na corrente sanguinea.
Os 10% restantes sdo encontrados de forma empacotada no interior de exossomos,
dentro de corpos apoptéticos ou ligados a HDL (lipoproteina de alta densidade)
(FOESSL; KOTZBECK; OBERMAYER-PIETSCH, 2019). Nota-se que a origem dos
miRNAs circulantes é de dificil rastreamento. Por um lado, miRNAs circulantes podem
ser derivadas de células sanguineas mortas, especialmente no caso de miRNAs
ligados a corpos apoptéticos, mas eles também podem ser ativamente secretados por
células vivas (SOHEL, 2016).
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Figura 4. Visao geral esquematica dos complexos de miRNA circulante.
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A elevada estabilidade dos miRNAs circulantes se deve ao fato de que os
exossomos sao vesiculas impermeaveis para as RNAses e de maneira alternativa, é
possivel observar que as proteinas AGO estao protegendo os miRNAs da ruptura
enzimatica. Como os miRNAs circulantes sdo estaveis por um certo tempo e
facilmente acessiveis a partir de fluidos corporais, sdo candidatos ideais para seu uso
como novos biomarcadores (FOESSL; KOTZBECK; OBERMAYER-PIETSCH, 2019).

Os miRNAs sao excelentes biomarcadores, ndo apenas para fins de
diagnostico, mas também para estratificagdo de doencas e terapéutica. Também foi
observado que a detecgdo de um pequeno numero de miRNAs fornece mais
informacdes sobre a doencga do que o estudo da expressao de varios mRNAs. Um
bom candidato a biomarcador é aquele que é especifico para o disturbio, pode ser
detectado precocemente no processo da doenga, acessivel a partir do tecido periférico
(n&o invasivo), estavel, reprodutivel e associado a um mecanismo conhecido. Ha
muitos desafios para identificar novos biomarcadores baseados em proteinas, devido
a complexidade da estrutura de uma proteina e varias modificagcdes pos-traducionais
(AGRAWAL et al., 2018).
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Os tecidos cerebrais e o liquido cefalorraquidiano sao amostras bioldgicas
ideais para pesquisas sobre transtornos neuropsiquiatricos. No entanto, a biépsia do
tecido cerebral e as amostras de pungao lombar ndo podem ser obtidas de maneira
pratica de pacientes deprimidos por questdes éticas e de seguran¢a. Em comparacao,
as amostras de sangue podem ser adquiridas com risco e custo minimos e séo
comumente usadas em laboratorios clinicos. Assim, um teste de diagnostico baseado

em plasma para o diagndstico de TDM seria clinicamente pratico (PAN et al., 2018).

Os miRNAs desempenham um papel importante na regulacdo dos processos
cerebrais e podem estar por tras de estados psicopatologicos, como a depressao
(LOPEZ; KOS; TURECKI, 2018). Os primeiros estudos em humanos que exploraram
a expressao de miRNAs em disturbios psiquiatricos vieram de estudos post-mortem.
Em 2007, foi relatado 16 miRNAs diferencialmente expressos no cortex pré-frontal de
individuos que sofriam de esquizofrenia (PERKINS et al., 2007). Apds esse estudo,
nota-se o crescimento na investigagdo das alteragbes no perfil de expressdo de
mMiRNAs em cérebros de pessoas com transtorno depressivo maior. Em 2012, foi
publicado o primeiro estudo que investigou as alteragées na expressdo de miRNAs
em sangue periférico de pacientes com depressdo comparando com controles
saudaveis. Nesse estudo, os autores encontraram uma desregulagdo na expressao
de 14 miRNAs em células mononucleares do sangue periférico de pacientes
deprimidos ao se comparar com o controle, pacientes psiquiatricamente saudaveis
(BELZEAUX et al., 2012).

Posteriormente, inumeros estudos foram realizados em diferentes fluidos,
células e tecidos que apontaram desregulagao na expressdo de miRNAs em pacientes
depressivos (SMALHEISER et al., 2012; SMALHEISER et al., 2014; LOPEZ et al.,
2014a; LOPEZ et al., 2014b; MAHEU et al., 2015; AZEVEDO et al., 2016; TORRES-
BERRIO et al., 2017; ROY et al., 2017; LOPEZ; KOS; TURECKI, 2018). Em destaque,
SILVA e colaboradores (2019) descobriram por meio de sequenciamento de nova
geracao que o miRNA-184 esta diferencialmente expresso em idosos diagnosticados
com TDM. Esse miRNA esta regulado de forma negativa nos pacientes depressivos,
comparando-se com os idosos diagnosticados saudaveis. O achado foi comprovado
com experimentos realizados apds o sequenciamento por meio da técnica de RT-

gPCR (do inglés: Real-time reverse transcription polymerase chain reaction).
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Ademais, os miRNAs apresentam-se como biomoléculas atrativas para serem
utilizadas como biomarcadores, devido a sua menor complexidade, especificidade de
tecido e sem modificagbes pos-traducionais conhecidas. Eles sao estaveis no sangue,
na urina e nos tecidos e podem, portanto, servir como possiveis biomarcadores para
muitas condi¢gdes. No entanto, a precisa e exata medigao de miRNA sao desafiadoras.
Um miRNA é uma sequéncia curta de nucleotideos com conteudo GC altamente
variavel, o que leva a diferentes propriedades de hibridizacao, tornando sua detecgao
muito exigente (BLONDAL et al., 2013).

Em suma, quantidades minusculas de miRNAs presente no soro ou em outros
fluidos corporais requerem uma tecnologia mais avangada, visando desenvolver
técnicas robustas, precisas e altamente sensiveis para detecgao de miRNAs. Apesar
das limitagcbes, a descoberta dos miRNAs abriu novos horizontes ao desvendar os
mecanismos de varias doencas, possibilitando uma nova dimensao ao campo dos

biomarcadores com aplicagao para métodos diagnésticos (AGRAWAL et al., 2018).

1.6 Métodos diagndsticos para TDM

Em decorréncia da falta de dados laboratoriais empiricos suficientes, o
diagnéstico do TDM depende exclusivamente da identificagdo subjetiva clinica,
baseada em sintomas e escalas variaveis. Esse método consiste em uma avaliacao
abrangente por um profissional experiente, sendo restrito a observagdo subjetiva
individual e falta de diagndsticos em tempo real (ZHU et al., 2018), resultando em uma
alta taxa de erros de diagndstico (PAN et al., 2018). Além disso, na pratica rotineira,
os clinicos geralmente utilizam o DSM-V e CID-11 (Classificacdo Internacional de
Doencas 112 edigao) para auxiliar no diagnoéstico, sendo desafiados por adequar as
apresentacgdes dos sintomas de seus pacientes, que estdo em uma escala continua
da gravidade de depressdo, a categorias diagndsticas rigorosas baseadas nesse
manual (DSM-V, 2014). Devido a falta de um método de diagndstico objetivo, menos
da metade dos pacientes com TDM (em muitos paises, menos de 10%) recebem

tratamentos eficazes (PAN et al., 2018);
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A literatura traz algumas abordagens que visam auxiliar no diagnostico da
depressdo. Focando na apresentagao de sintomas pelo paciente, nota-se um método
de diagndstico, rastreamento e classificagao de sintomas depressivos, a fim de prever
respostas a tratamentos especificos e orientar ajustes e interveng¢des adicionais ao
tratamento. Este método consiste em realizar perguntas ao individuo sobre pelo
menos um critério depressivo; registrar a(s) resposta(s) do(s) individuo(s) para pelo
menos uma pergunta; pontuar as respostas do individuo de forma a determinar a
existéncia ou ndo de depressao no individuo; fazer ao individuo mais perguntas sobre
determinados grupos, padrdes e/ou subtipos de depressao e pontuar as respostas de
modo a determinar o subtipo e a gravidade da depresséo no individuo (G. ROGER
SPARHAWK, 2001). No entanto, os desafios dessa metodologia diagndstica € a
apresentacao clinica de TDM, que é altamente heterogénea e possui comorbidade
com outras doencas como ansiedade e fobia social. Entre os individuos com TDM,
57,5% também preenchem critérios para pelo menos um outro transtorno de humor.
Da mesma forma, entre os individuos com fobia social, 14,9% preenchem critérios
para TDM e 60% dos individuos que realizam tratamento para fobia social preenchem
critérios para depressao (WERSEBE et al., 2018).

Outras metodologias ja foram descritas, tais como: analises de amostra teste
obtida de um paciente para a presencga ou quantidade de um ou mais polimorfismo de
nucleotideo unico (SNPs, do inglés Single Nucleotide Polymorphisms), associados a
genes nas vias bioquimicas relacionadas a adsorgéo, distribuicao, receptor ou efetor
de serotonina (DIAMOND; BREMER, 2005); metodologia baseada na identificagdo de
alteragcbes em multiplos neurotransmissores plasmaticos, sendo um estudo
metabolémico direcionado (PAN et al., 2018); imunoensaios (BILELLO; PI, 2010);
espectrometria de massa por dessorg¢ao/ionizagao por laser de superficie (SELDI-MS)
(WANG; DORIN; COMANICIU, 2010); indice de diagnostico de depressao usando
recursos nao lineares em sinais de eletroencefalograma (ACHARYA et al., 2015);
método que utiliza sinais eletroencefalograficos ao utilizar padrées espaciais comuns
de Kernel Eigen-Filter-Bank (LIAO et al., 2017); metodologia para o diagndstico de
depressao automatizado baseado em redes profundas para codificar a aparéncia e
dindmica facial (ZHU et al., 2018). No entanto, os métodos acima citados sao

dispendiosos, alguns subjetivos, caros, requerem muito tempo de trabalho e exigem
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profissional altamente qualificado. Nesse sentido, uma abordagem diagnéstica

objetiva para o TDM teria um valor clinico consideravel (PAN et al., 2018).

Nesse sentido, os biossensores podem ser alternativas excelentes para
diagnéstico do TDM devido as suas caracteristicas como: alta sensibilidade, pequeno
tempo de resposta, baixo custo, volume de amostra reduzido, sendo aplicados nas
industrias farmacéuticas (GHODSI; RAFATI; SHOJA, 2019), monitoramento
ambiental (BILAL; IQBAL, 2019), industria de alimentos (ZHOU et al.,, 2019) e
deteccao de doengas (RODOVALHO et al., 2018).

1.7 Biossensores

Biossensores sao dispositivos que contém um elemento de biorreconhecimento
que interage com um analito presente em uma amostra, levando a uma alteragéo da
propriedade quimicalfisica, que um transdutor converte em um sinal mensuravel. Além
disso, um biossensor eletroquimico é definido, de acordo com a IUPAC, como “um
dispositivo integrado autébnomo, capaz de fornecer informagdes analiticas
quantitativas ou semiquantitativas especificas, compreendendo trés componentes

essenciais: analito, biorreceptor e transdutor” (WONGKAEW et al., 2019).

Em relagédo ao biorreceptor, muitas vezes chamado de sonda, deve haver um
componente que reconhega seletivamente o analito de interesse. Geralmente, isso
requer um evento de ligagcao entre o elemento de reconhecimento e a molécula alvo.
Além disso, € necessario que o sistema apresente alguma forma de elemento de
transdugao, o qual converte o evento de ligagao bioquimica (biorreconhecimento) num
sinal facilmente mensuravel. Neste caso, pode ocorrer a geragdo de espécies
eletroquimicamente mensuraveis, alguma alteracdo na condutividade, mudanga na
massa ou nas propriedades o6pticas, como o indice de refragdo. Finalmente, deve
haver métodos para detectar e quantificar a mudanca fisica, como medir uma corrente
elétrica ou uma alteragdo de massa ou o6ptica e converté-la em informacao (util
(ALTINTAS, 2018).
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Os biossensores podem ser classificados com base em varias perspectivas, no
entanto, a classificagcdo mais comumente utilizada baseia-se em dois fatores: o
elemento de biorreconhecimento e a transducéo do sinal (ALHADRAMI, 2018). A

Figura 5 ilustra diferentes tipos de biossensores classificados com base nessas duas

perspectivas.
Figura 5. Configuragdo esquematica de um biossensor.
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Fonte: adaptado de (MOCO, 2018).

Os métodos eletroquimicos tém vantagens superiores devido ao seu baixo
custo, seletividade e capacidade de miniaturizagdo em comparagdo com a maioria das
técnicas analiticas e, portanto, apresentam ampla utilizagdo nos campos alimenticios,
agricolas, médicos e ambientais (KILIC et al., 2018). Os transdutores eletroquimicos
fornecem informacées na forma de um sinal elétrico, o qual é proporcional a
concentragdao do analito e pode ser medido como corrente ou voltagem. Os
transdutores eletroquimicos trabalham com o principio de reagdes eletroquimicas que

ocorrem na interface eletrodo-eletrolito (RAFIQUE et al., 2019).

Dentre as classes de biossensores eletroquimicos, destacam-se os
genossensores. Um genossensor pode ser definido como um dispositivo contendo
receptores biolégicos em sua superficie que podem ser uma pequena sequéncia
oligonucleotidica ou um aptédmero, ou ainda uma enzima de DNA (do inglés:

DNAzymes) para a identificagao do analito (GOUMI, 2017).
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No caso dos genossensores eletroquimicos, a conversdo direta da
hibridizagdo em um sinal elétrico reduz as complexidades e dificuldades relacionadas
a conversao de sinal no sequenciamento genémico, deteccdo de mutagédo e
identificacdo de patdgenos. A construcdo e otimizagdo de um genossensor
eletroquimico em geral envolve os seguintes trés estagios: imobilizagdo da sonda de
DNA (sequéncia de oligonucleotideo) na superficie do eletrodo (i); hibridizagdo da
sonda com a sequéncia alvo (sequéncia complementar a sonda) (ii); marcagao e
leitura eletroquimica (iii). Os genossensores eletroquimicos podem ser classificados
com base no tipo de sinal gerado e no tipo de sonda de DNA usada como bioreceptor
(KUKRETI et al., 2018), como mostrado na Figura 6.

Figura 6. Classificagdo de genossensores de acordo com o tipo de receptor e o tipo de sinal gerado.

GENOSSENSORES ELETROQUIMICOS

Tipo de

biorreceptor sinal gerado

Genossensor

Genossensor Amperométrico

com sonda
de DNA
fita simples

Genossensor
baseado em Genossensor
aptameros baseado em

enzimas

de DNA

Fonte: adaptado de (KUKRETI et al., 2018).

Genossensor
Potenciométrico

Genossensor
Impedimétrico

Para construgdo dos genossensores eletroquimicos, inumeras plataformas
podem ser utilizadas, tais como: eletrodos de ouro (OLIVEIRA et al., 2018a); eletrodos
impressos de carbono (INGROSSO et al., 2019); eletrodos impressos de nanotubos
de carbono (FORTUNATI et al., 2019); eletrodos de carbono vitreo (GHOLIVAND;
AKBARI, 2019); eletrodos impressos modificados com nanofibras de carbono
(ERDEM; EKSIN, 2019); eletrodos de grafite (DE CASTRO et al., 2018). Os eletrodos
de ouro sado amplamente utilizados na eletroquimica, particularmente em
eletroquimica molecular, gragas a tipica cinética rapida de reacgbes de
eletrotransferéncia e reagdes eletroquimicamente induzidas, sendo também facil de
serem funcionalizados com sonda especifica para detecgao do analito de interesse
(SOJIC et al., 2016).
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As principais formas de deteccdo de um analito de interesse podem ser
divididas em direta ou indireta, monitorando-se a oxidagao das bases nitrogenadas do
DNA ou a resposta de um indicador, respectivamente. Quando o alvo encontra-se
hibridizado com a sonda de DNA, os residuos de guanina do miRNA alvo podem sofrer
oxidagao, o que pode levar a multiplos produtos. A oxidagédo de guanina € considerada
guimicamente irreversivel, sem picos de reducao correspondentes aparecendo em um
voltamograma (LI; BATCHELOR-MCAULEY; COMPTON, 2010). Por outro lado, a
deteccéao indireta pode compreender a utilizagao de intercalantes de DNA, como por
exemplo, o brometo de etidio, para monitorar o pico de oxidac&o e/ou reducao desses
mediadores. Na maioria das vezes, os intercalantes sdo moléculas que se ligam ao
duplex apés a hibridizagdo do miRNA alvo com a sonda de DNA imobilizada na
superficie do eletrodo, criando um heteroduplex DNA-RNA, o qual é reconhecido pelo
intercalante eletroativo que pode entdo ser oxidado ou reduzido (GILLESPIE;
LADAME; O'HARE, 2019).

O brometo de etidio (BE) possui formula molecular C21H20N3Br, nome IUPAC é
brometo de 3,8-diamino-5-etil-6-fenilfenantridinio, um derivado da fenantridina que é
um composto cristalino vermelho-escuro soluvel em agua e muito utilizado em biologia
molecular (SULTHANA et al., 2018), sendo amplamente utilizado pelo baixo custo e
por apresentar um aumento da intensidade de fluorescéncia quando intercalado entre
os pares de base da estrutura da dupla hélice do DNA (Figura 7). A intercalagdo com
a dupla fita do DNA ocorre devido a interagcdo hidrofdbica, na qual uma molécula
aromatica é atraida para um ambiente hidrofébico dos pares de bases do DNA a partir
do meio hidrofilico. Além disso, uma propriedade interessante que o BE apresenta &

o fato de ser uma molécula eletroquimicamente ativa (CASTRO, 2016).

30



Figura 7. Esquema representativo da estrutura molecular do DNA apés intercalagdo do brometo de
etidio.

Fonte: adaptado de (ERICH GROTEWOLD; CHAPPELL; KELLOGG, 2015).

1.8 Microscopia de forca atdbmica e técnicas eletroquimicas

1.8.1 Microscopia de forca atomica

A microscopia de for¢ca atébmica (AFM, de Atomic Force Microscopy) € uma
ferramenta util para realizar medigbes diretas de forgas intermoleculares com
caracterizacao de resolugao atdbmica que podem ser empregadas em um amplo
espectro de aplicagdes como em pesquisas de materiais semicondutores, polimeros
e biomateriais (SANTOS; CARVALHO, 2019).

O AFM é composto basicamente por um cantilever que pode ser chamado de
ponta, ponteira ou sonda, o qual faz varreduras da superficie de uma determinada
amostra em estudo, medindo a forga de interacio entre os atomos do cantilever e os
da superficie da amostra. Em seguida, utilizando recursos computacionais do software
do equipamento, os resultados sdo convertidos em imagens. As forcas mencionadas
podem ser de inumeros tipos, no entanto, as principais consistem nas forgas atrativas
de Van der Waals e forgas repulsivas advindas do principio de exclusdo de Pauli,
ocorrendo a repulsdo ao se aproximar os atomos do cantilever com os da amostra
(REIFENBERGER, 2015).
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Ademais, seu mecanismo de funcionamento consiste em um laser que incide
na parte de tras do cantilever e sua deflexao é captada por um detector fotodiodo. De
acordo com a varredura da superficie realizada pelo sistema, a ponteira sofre
variacdes em sua posicéo vertical, conforme a topografia da amostra com o objetivo
de manter uma posigao constante no ponto em que o laser incide. Percebe-se que o
movimento realizado pelo cantilever para cima ou para baixo é correspondente ao
dado de altura que é utilizado na construgdo da imagem topografica (SANTOS;
CARVALHO, 2019).

Os modos de se obter imagens no AFM podem ser classificados como: contato,
contato intermitente e ndo-contato, dependendo das forgas entre a ponteira e a
amostra. No modo contato, a ponta varre a superficie e as forgas atuantes séo
repulsivas do tipo Van der Waals. Ja no modo nao-contato, como o nome sugere, a
ponta nao toca a superficie, e as forcas de interagao atuantes sdo de Van der Waals
atrativas, mais fracas que no modo contato. Finalmente, operando-se no modo
intermitente (fapping mode), a ponta varre a superficie da amostra com contato
intermitente (REIFENBERGER, 2015).

1.8.2 Técnicas eletroquimicas

Técnicas eletroquimicas estdo relacionadas com o estudo da interagédo entre
propriedades elétricas e quimicas, ou seja, as medidas de grandezas elétricas, como
por exemplo, corrente, potencial ou carga e sua relagdo com parametros quimicos. O
uso de medigdes elétricas para fins analiticos pode ser observado em uma vasta gama
de aplicagdes, incluindo monitoramento ambiental, controle de qualidade industrial ou
analise biomédica (WANG, 2006).

E importante mencionar que as reagdes de oxidacdo e reducdo mostram-se
fundamentais para as técnicas eletroquimicas, a corrente de interesse a ser
monitorada é a corrente faradaica, oriunda dos processos redox na superficie do
eletrodo. Os processos faradaicos sao regulados por mecanismos de transferéncia de
elétrons e transporte de massa (SVANCARA et al., 2012). A transferéncia eletrénica

pode ser expressa de acordo com a Equacéo 1.

I=nFAj Equacéo 1
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A Equacao 1 enuncia a proporcionalidade entre corrente observada (l), numero
de elétrons envolvidos na reagao (n), area do eletrodo (A), constante de Faraday (F)
e fluxo de moléculas de analito (j) (SVANCARA et al., 2012).

O transporte de massa é responsavel por regular a movimentagao eletrénica
no meio reacional. Ha trés tipos de transporte: difusdo (movimento espontaneo de
acordo com a influéncia de um gradiente de concentragéo), convecg¢ao (movimento
regides de concentragdo) e migragao (movimento de particulas carregadas ao longo
do campo elétrico aplicado) (Wang, 2006).

Em analises voltamétricas, € desejada a minimizagao do transporte de massa
por convecgao e migragao e a ampliagdo do transporte de massa por difusdo, sendo
os dois primeiros correspondentes aos processos nao faradaicos. Logo, utiliza-se
excesso de eletrdlito suporte com o intuito de minimizar a formagdo de um campo
elétrico que favoreceria a migragcao devido a um gradiente de cargas, mantendo-se
também todo o aparato eletroquimico em repouso a fim de evitar a movimentagao por

convecgao (Wang, 2006).

Para a realizagdo de analises voltamétricas, geralmente, emprega-se uma
célula eletroquimica convencional, a qual pode apresentar trés eletrodos (Figura 8), a
saber: eletrodo de trabalho, eletrodo auxiliar (também chamado contra-eletrodo) e
eletrodo de referéncia. O eletrodo de trabalho é aquele em que ocorrera a reagao de
interesse frente ao analito quando um potencial é aplicado. O eletrodo de referéncia,
geralmente constituido de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl), apresenta como fungao
de manter o potencial constante em relacdo ao eletrodo de trabalho. Desta forma,
todas as medidas realizadas serdao em fungdo do potencial padrdo Ag/AgCl
(PACHECO et al., 2013). Finalmente, o contra-eletrodo, frequentemente de platina e
tem a fungao de fechar o circuito elétrico na célula eletroquimica apresenta, facilitando
a passagem de corrente entre o eletrodo auxiliar e o eletrodo de trabalho (WANG,
2006).
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Figura 8. Representagédo esquematica de uma célula eletroquimica de trés eletrodos. Sao destacadas
as regides de entrada e saida de gas nitrogénio, bem como o capilar de Luggin, que tem a fungdo de
aproximar os eletrodos de trabalho e referéncia.

eletrodo de

trabalho eletrodo de

eletrodo P
N, referéncia

auxiliar |

Fonte: (RODOVALHO, 2016).

No campo dos biossensores eletroquimicos as técnicas de voltametria, como a
voltametria ciclica (VC) e a voltametria de pulso diferencial (VPD), e a técnica de
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) se destacam, pois, fornecem
informacdes caracteristicas da interface eletrodo-solugéo.

A voltametria ciclica consiste em varrer linearmente o potencial de um eletrodo
de trabalho estacionario (em uma solugéo nao agitada), usando uma forma de onda
de potencial triangular (Figura 9A). Dependendo da informagao procurada, ciclos
unicos ou multiplos podem ser utilizados. Durante a varredura de potencial, o
potenciostato mede a corrente resultante do potencial aplicado. O grafico de corrente-
potencial resultante é denominado de voltamograma ciclico (Figura 9B) (JORGE
HOYOS-ARBELAEZ; VAZQUEZ; CONTRERAS-CALDERON, 2017).
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Figura 9. Representagdes graficas da voltametria ciclica. A) Grafico de potencial em fungéo do tempo:
em cada ciclo o potencial é variado linearmente de E1 a E2, em seguida retornando a E1. B)
Voltamograma ciclico, com a corrente elétrica em fungédo do potencial. Neste exemplo, é possivel
observar os picos de oxidagao e redugao. E: potencial elétrico; i: corrente elétrica; Epc: potencial de pico
catddico; Epa: potencial de pico anddico; ipc: corrente de pico catddico; ipa: corrente de pico anddico. O
delta (A) representa a variagdo de corrente de pico, com a subtragédo da corrente de pico pela corrente
na base do pico

(A (B)i.1.

log

Fonte: (RODOVALHO, 2016).

A voltametria de pulso diferencial (VPD) é uma técnica extremamente util para
medir os niveis de tragos de espécies organicas e inorganicas. Na voltametria de pulso
diferencial, pulsos de magnitude fixa sobrepostos a uma rampa de potencial linear sao
aplicados ao eletrodo de trabalho (Figura 10A). A corrente é medida duas vezes,
pouco antes da aplicagdo do pulso e novamente no final da vida util do pulso (apos ~
40 ms, quando a corrente de carga decaiu). A primeira corrente € subtraida
instrumentalmente da segunda, e essa diferenga de corrente é plotada em relagao ao

potencial aplicado.
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Figura 10. Representagdes graficas da voltametria de pulso diferencial. A) Grafico de potencial em
fungéo do tempo: sdo aplicados pulsos perioddicos de potencial. Os pontos destacados representam a
amostragem de corrente para um pulso. B) Voltamograma de pulso diferencial, com a corrente elétrica
em fungao do potencial. Neste exemplo, é possivel observar um pico de oxidagao. E: potencial elétrico;
i- corrente elétrica; AEp: variagdo de potencial de pulso; AEs: variagdo de potencial de amostragem; tp:
periodo de pulso; Aip: variagao de corrente de pico.

(A) (B)

E[ I": e A A e

Fonte: (RODOVALHO, 2016).

O voltamograma de pulso diferencial resultante consiste em picos de corrente,
cuja altura é diretamente proporcional a concentragdo dos analitos correspondentes
(Figura 10B) (WANG, 2006). Essa técnica € excelente para aplicacdo em
biossensores uma vez que apresenta uma alta sensibilidade, pois a corrente
resultante é obtida por meio da diferenga entre a corrente faradaica (desejada) e a
corrente ndo-faradaica (interferente) (SKOOG et al., 2006).

A técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) é baseada na
lei de Ohm (equacédo 1), a qual enuncia uma relagao linear entre a corrente (i) e a
diferenca de potencial (U) existente em um circuito elétrico, sendo a resisténcia (R) o
fator de proporcionalidade.

i=U/R (Equacao 2)

E possivel observar que a EIE é expressa na forma de um nimero complexo,
sendo que a resisténcia dada em ohms é o componente real, ao passo que a reatancia
capacitiva compreende o componente imaginario (KARUNAKARAN; RAJKUMAR,;
BHARGAVA, 2015).

Além disso, a EIE consiste na resisténcia complexa encontrada quando uma
corrente flui através de um circuito que apresenta combinagdes de resistores,

capacitores ou indutores. A EIE envolve a aplicacdo de um sinal de tensédo senoidal
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perturbante de pequena amplitude (a uma frequéncia w) na célula eletroquimica e a
medicao da resposta da corrente é efetuada.

Os processos eletroquimicos que ocorrem na interface eletrodo-solugao podem
ser modelados usando componentes do circuito eletrébnico equivalente que
correspondem aos espectros de impedancia experimentais (Figura 11B). Isso inclui a
capacitancia da dupla camada elétrica (CpL), a resisténcia 6hmica da solugao
eletrolitica (Rs), resisténcia a transferéncia de cargas (Rcrt), e a impedéancia de
Warburg (W) resultante da difusdo de ions da solugdo em massa para a superficie do
eletrodo (WANG, 2006).

Figura 11. Espectroscopia de impedancia eletroquimica. A) Diagrama de Nyquist, destacando as
regides de altas e baixas frequéncias, além dos calculos de componentes da impedancia. B) Circuito
equivalente que serve de modelo para explicar os dados experimentais. Rs: resisténcia da solugao;
Rer: resisténcia a transferéncia de carga; W: impedancia de Warburg; Co.: capacitancia.

(A) (B)

4 a!tlas baixas
frequéncias frequéncias C
DL

Fonte: (RODOVALHO, 2016).

O espectro de impedancia faradaico resultante (grafico de Nyquist)
corresponde a dependéncia do numero imaginario (Z”) em fungao do numero real (Z’)
(Figura 11A), e apresenta informacbes sobre a interface eletrodo-solugao.
Geralmente, os graficos de Nyquist incluem uma regido semicirculo situada no eixo,
seguida por uma linha reta (WANG, 2006). Em altas frequéncias a impedancia de
Warburg € pequena, sendo que as particulas que difundem n&o se movem a
distdncias maiores e, em baixas frequéncias a difusdo das particulas é maior,
aumentando a impedancia de Warburg, identificada por uma linha com um angulo de
45° na regiao de baixa frequéncia.

Além das técnicas eletroquimicas, outras abordagens, como o uso da internet
e de aplicativos de informacdo, podem ser utilizadas com o intuito de ampliar a
aplicabilidade dos biossensores. Tendéncias recentes no campo de sensores

quimicos e biossensores tém destacado a importancia da simplicidade e do baixo
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custo para expandir as tecnologias de sensoriamento as pessoas, inclusive para
aquelas em ambientes remotos ou com poucos recursos (HOGAN; ELTON; LOKE,
2019). Esses sistemas aproveitam os sensores ja incorporados ao telefone ou usam
sensores externos ao telefone (WOOD et al., 2019).

A literatura reporta diversos avangos no campo da pesquisa que envolvem a
utilizagdo de interfaces eletrbnicas e biossensores baseados em smartphones, tais
como: monitoramento da concentragdo de [-D-glicose utilizando-se dispositivo de
deteccado eletroquimica baseado em smartphone e biossensor baseado em papel
(FUJIMOTO et al., 2017); determinacao de B-cetona (GUO, 2017) e nivel lipidico
sanguineo (FU; GUO, 2018) utilizando-se testes com tiras descartaveis com
dispositivo eletrénico conectado a um smartphone; finalmente, MIN e colaboradores
(2018) desenvolveram uma plataforma baseada em smartphone para o diagnostico
precoce de sepse. Sendo assim, esses dispositivos funcionam como uma plataforma
portatil para registrar, analisar, controlar e exibir os resultados. Nesse sentido,
sensores moveis e aplicativos de smartphones apresentam-se como alternativas
plausiveis para explorar a capacidade computacional e conectiva para criar um

diagnéstico integrado.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Desenvolvimento de um biossensor eletroquimico e aplicativo para o diagndstico de
transtorno depressivo maior (TDM) em idosos baseado na detec¢cao do miRNA-184

utilizando amostras de plasma humano.

2.2 Objetivos especificos

> Imobilizar sonda de DNA (DEP1S) especifica sob a superficie dos

eletrodos de ouro;

> Executar tratamento térmico e éptico do plasma humano para posterior

utilizacdo no biossensor;
> Avaliar a especificidade do biossensor;

> Aplicar amostras de plasma de idosos saudaveis ou de idosos
diagnosticados com transtorno depressivo maior sobre o sistema desenvolvido e

avaliar as alteracdes eletroquimicas (VPD e EIS) e topografia da superficie (AFM);

> Estudar a variagdo da concentragcdo do miRNA-184 no plasma humano

e construir uma curva de calibracdo do biossensor;

> Avaliar a regeneracgao do biossensor;
> Avaliar a estabilidade em funcao do tempo para o biossensor;
> Desenvolver aplicativo para smartphones com o intuito de auxiliar na

utilizacdo do biossensor e triagem das amostras.
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3 Material e Métodos

3.1 Equipamentos e reagentes

Todas as solugdes foram preparadas a partir de reagentes de grau analitico,
sem purificagéo prévia e solubilizadas em agua deionizada ultrapura (resistividade de
18,2 MQ cm, Gehaka), a qual foi desoxigenada com gas nitrogénio ultrapuro por
borbulhamento (1,0 min mL~"), para garantir que o oxigénio nao interfira nas medidas
eletroquimicas. As analises voltamétricas foram realizadas em um potenciostato (CHI
Instruments). A temperatura e concentragcdo das solugdes encontram-se indicadas
apos sua citagdo ao longo o texto. Os reagentes utilizados foram de padréo analitico

e estao listados na Tabela 1:

Tabela 1. Reagentes utilizados.

Reagentes Férmula quimica | Fonte | Pureza %
Acido sulfarico H2S04 Sigma 98%
Brometo de etidio C21H20BrNs Vetec 95%
Cloreto de potassio KCI Neon 99%
Cloreto de hexaminruténio (I1) [Ru(NHs3)s]Cls Sigma 99,9%
Fosfato de sddio dibasico Naz2HPO4 Synth 99%
Fosfato de sédio monobasico NaH2POq4 Synth 99%

Com o objetivo de garantir a reducao da interferéncia provocada pela presenca
de oxigénio, todas as solugdes utilizadas neste trabalho para fins eletroquimicos foram
deaeradas por meio de borbulhamento lento de gas nitrogénio ultrapuro, sendo 1
minuto de borbulhamento com N2 gasoso para cada mL de solugéo preparada. Além
disso, todos os testes eletroquimicos foram realizados em célula eletroquimica de 3
eletrodos, possuindo trés compartimentos (Figura 8) acoplados a um potenciostato.
Os eletrodos utilizados foram: eletrodo de trabalho de ouro com didmetro de 2,0 mm,

eletrodo de referéncia de Ag/AgCIl/CI- (KCI 3,0 mol L") e eletrodo auxiliar de platina.
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3.2 Amostras bioldgicas

As amostras de miRNA total extraidas de diferentes pacientes foram cedidas
pelo Laboratério de Genética (LABGEN) da Universidade Federal de Uberlandia. A
solucéo estoque dos oligonucleotideos (DEP1S - sonda modificada com enxofre na
extremidade 5’, miRNA-184 DEP2 - alvo especifico e os controles negativos: RNA
gendmico (gRNA) do virus Zika e oligonucleotideo BRCA (do inglés Breast Cancer) e
troponina |, foram mantidos na concentragdo 1,0 mmol L-' em agua deionizada,

ultrapura.

As sequéncias dos oligonucleotideos podem ser vistos na Tabela 2.

Tabela 2. Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados no presente trabalho.

Oligonucleotideo Sequéncia Fonte
DEP1S 5'-(HS)ACCCTTATCAGTTCTCCGTCCG-3' | DNA express
DEP2 5'- CGGACGGAGAACUGAUAAGGGU-3' | DNA express
BRCA 5-CGAAGACCAGATAAATCCATT-3’ Exxtend

3.3 Biossensor eletroquimico

3.3.1 Pré-condicionamentos dos eletrodos de ouro

O pré-condicionamento dos eletrodos de ouro (Au) foi realizado para garantir
uma area de trabalho homogénea e boa reprodutibilidade dos resultados. Para o pré
condicionamento, os eletrodos de ouro foram tratados com ultrassom em solucao de
etanol 70 % (v/v), durante dez minutos e, em sequéncia, lavados com agua
deionizada. Em seguida, foram polidos mecanicamente em uma flanela 100 %
algodao embebida em suspensao de alumina 0,3 uym (Micropolish A, Buehler) em
agua deionizada. Para retirar alumina remanescente, os eletrodos foram tratados com

ultrassom em agua deionizada por 1 minuto. Na sequéncia, uma solugado de acido
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sulfurico (H2S04) 0,5 mol L™ foi gotejada sobre a superficie do eletrodo, o suficiente
para cobrir a superficie de 2 mm de didmetro do eletrodo de trabalho (ouro), impedindo
assim a formagao de 6xidos sob a mesma e preservando o polimento para as etapas

subsequentes.

A seguir foi realizado o pré-condicionamento eletroquimico da superficie do
eletrodo utilizando-se a técnica de voltametria ciclica em solugdo de H2S0O4 0,5 mol
L-". Nesta etapa, os eletrodos sdo polidos eletroquimicamente (oxidando e/ou
reduzindo impurezas/interferentes que estejam na superficie do Au). Apés esta etapa,
os voltamogramas resultantes sdo colocados em grafico e somente os padronizados,
ou seja, aqueles com areas similares ao perfil padrao do eletrodo de ouro (Figura 13),

sdo escolhidos para os préximos procedimentos.

Com o pré-condicionamento eletroquimico em solugdo de H2SO4 0,5 mol L™
realizado, é necessario a determinagao da linha de base de cada eletrodo. Essa linha
de base é fundamental, uma vez que contribui para o pré-condicionamento dos
eletrodos em um pH = 7,4 para a imobilizagcado da sonda (Au/DEP1S). Por outro lado,
€ essencial para determinacao da corrente de pico, apos a deteccao final, pois essa
linha de base sera subtraida do voltamograma obtido nos estudos posteriores, visando
retirar o efeito da corrente capacitiva, evidenciando a corrente faradaica, a qual € a de
interesse para o presente trabalho. Logo, foi conduzida uma voltametria de pulso
diferencial com os seguintes parametros: potenciais de +0,0 V e +0,8 V, com 6
varreduras na velocidade de 30 mV s™', incremento de pulso igual a 0,006 V e periodo
de pulso de 0,2 s, tendo como eletrdlito suporte uma solugao tampéo fosfato de sodio
(0,1 mol L, pH =7,4).

3.3.2 Otimizacao da concentracao da sonda DEP1S

A otimizagao da concentracdo da sonda DEP1S foi conduzida com o obijetivo
de obter a melhor resposta de corrente para o bioeletrodo (Au/DEP1S). Para esta
analise, trés concentragdes de sonda foram testadas: 0,1, 2, e 10,0 ymol L-'. Para
tanto, foram gotejados 3,0 puL da solugdo de sonda na superficie dos eletrodos e
realizada uma deteccgao direta. O pico de oxidagao das bases nitrogenadas guanina e

adenina foi monitorado, utilizando a técnica de voltametria de pulso diferencial com
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janela de potencial de +0,6 VV a +1,4 V e velocidade de 30 mV s, incremento de pulso
igual a 0,006 V e periodo de pulso de 0,2 s, tendo como eletrdlito suporte uma solugao

tampao fosfato de sédio (0,1 mol L', pH = 7,4).

3.3.3 Imobilizacao da sonda de DNA (DEP1S) e deteccao do alvo em plasma

humano

Apos a etapa de pré-condicionamento dos eletrodos de ouro e otimizacéo da
concentracao da sonda, iniciou-se a etapa de construg¢ao do bioeletrodo por meio da
imobilizacdo da sonda de DNA (DEP1S) na concentragdo otimizada. A imobilizacao
de DEP1S (Au/DEP1S) foi realizada por meio do gotejamento de 3,0 pyL de solugéo
da sonda (2,0 ymol L") sobre a superficie do eletrodo. Os eletrodos foram
hermeticamente acondicionados, com o objetivo de manter a solugdo contendo a
sonda de DNA em volume constante na superficie dos eletrodos de ouro, durante 30

minutos, em temperatura ambiente.

A imobilizacado da sonda ocorreu de forma eficiente, pois é conhecido na literatura
que o ouro possui boa afinidade com atomos de enxofre (ASHWELL et al., 2011).
DEP1S possui uma modificagdo com grupamento tiol na extremidade 5’, a qual
garante interacao efetiva entre a superficie dos eletrodos de ouro com a sonda de
DNA. Posteriormente, os eletrodos foram lavados por imersdo sob agitacdo em
solugdo tampéo fosfato de sodio (0,1 mol L=, pH 7,4), sob agitagéo, por 7 segundos,

para retirada de oligonucleotideos nao imobilizados na superficie do eletrodo.

Para a detecgéo do alvo, foram gotejados 5,0 uL de plasma enriquecido com
miRNA-184 (10° mol L") sobre o bioeletrodo (Au/DEP1S), e o processo de
hibridizacao foi efetuado em temperatura de 55 °C durante 15 minutos. Apds este
procedimento, foi realizada lavagem dos eletrodos por imersdo sob agitagcdo em
solugdo tampao fosfato de sdédio (0,1 mol L', pH 7,4) sob agitagéo por 7 segundos,
visando remover moléculas-alvo que nao hibridizaram na superficie do eletrodo. Em
seguida, o intercalante de DNA brometo de etidio (BE) foi utilizado para averiguar se
houve o evento de hibridizagdo, sendo gotejado 4,0 uL de brometo de etidio (100,0
umol L") sobre a superficie (Au/DEP1S: miRNA-184). Os eletrodos modificados com
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biomoléculas (Au/DEP1S: miRNA-184) foram hermeticamente acondicionados, com o
objetivo de manter a solugéo de intercalante com volume constante na superficie dos
eletrodos de ouro, durante 10 minutos, em temperatura ambiente e no escuro, uma
vez que o BE é fotossensivel. Apés o tempo de incubagdo das biomoléculas, os
eletrodos foram lavados por imerséo sob agitagdo em solugéo tampao fosfato de sédio
(0,1 mol L', pH 7,4), sob agitagdo, por 7 segundos e a detecgdo indireta eletroquimica
foi conduzida utilizando a técnica de voltametria de pulso diferencial com os mesmos
parametros da linha de base: janela de potencial de +0,0 V a +0,8 V e velocidade de
30 mV s, tendo como eletrélito suporte uma solugédo tampéo fosfato de sodio (0,1

mol L=, pH = 7,4). O pico de oxidagdo do brometo de etidio foi monitorado.

A Figura 12 apresenta um esquema que ilustra de maneira didatica e

representativa as etapas essenciais do preparo do biossensor.

Figura 12. llustrag&o esquematica da imobilizag&o e detecgdo do alvo em eletrodo Au/DEP1S/Alvo.

Dep1S

Eletrodo de ouro (Au)

Detecgdo
Eletroquimica

Fonte: Autor, 2019.
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3.3.4 Tratamento do plasma

O plasma humano apresenta composi¢gdo complexa, incluindo diversos
miRNAs livres, os quais podem interferir na deteccao do alvo complementar do
presente trabalho (miRNA-184). Nesse sentido, foi necessario realizar um tratamento
com radiagao ultra-violeta e temperatura elevada com o intuito de degradar os
miRNAs presentes na amostra, obtendo um plasma mais puro para ser utilizado como

branco nos testes de interferéncia, estabilidade, regeneragao e curva de calibragao.

Para tanto, o plasma obtido foi diluido 10 vezes em agua deionizada
autoclavada. A seguir, 2,0 mL do plasma diluido foi adicionado a microtubos, que
foram submetidos ao tratamento térmico, sob temperatura constante de 100 °C,
durante 30 minutos e, em seguida, foram retirados do forno e colocados expostos em
luz ultravioleta por 30 minutos, em temperatura ambiente. E importante ressaltar que
os microtubos devem ser hermeticamente lacrados para que nao ocorra perda de
volume e, por conseguinte, alteragcao na concentragdo da solug¢do. Finalmente, uma

deteccao indireta utilizando BE e voltametria de pulso diferencial foi realizada.

3.3.5 Teste de especificidade

Com o objetivo de comprovar que o sistema proposto é especifico, um teste de
especificidade foi realizado. Um plasma enriquecido com miRNA-184 (0,032 nmol L~
1) foi utilizado como controle positivo. Ja para o controle negativo, foram utilizados
RNA gendbmico do virus Zika e oligonucleotideo BRCA, ambos na mesma
concentragao que o controle positivo. Além disso, como o plasma é um fluido corporal
complexo, rico em proteinas, foi testada a especificidade do bioeletrodo frente a

concentragao da troponina i de um individuo saudavel (1,0 ng mL™).

Apés o pré-condicionamento e imobilizagdo da sonda, foram gotejados 5,0 pL
do alvo (controles positivo ou negativo) sobre o bioeletrodo e o processo de
hibridizacéo foi efetuado em temperatura de 55 °C durante 15 minutos. Apos este
procedimento, foi realizada a lavagem dos eletrodos por imersdo sob agitagdo em
solugdo tampao fosfato de sédio (0,1 mol L=, pH 7,4) sob agitagdo por 7 segundos,

visando remover moléculas-alvo que nao hibridizaram na superficie do eletrodo.
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Posteriormente, a deteccéo indireta utilizando BE e voltametria de pulso diferencial foi

executada.

3.3.6 Deteccao de pacientes idosos saudaveis e com transtorno depressivo

maior

A discriminagao de pacientes idosos saudaveis dos idosos com TDM é crucial
para a verificacdo do funcionamento e eficacia do presente biossensor. Para isso,
miRNA total (0,4 ng uL™") extraido do plasma de pacientes saudaveis (controle
negativo) e com TDM (controle positivo) foi submetido ao teste de hibridizagdo. Apds
os eletrodos serem pré-condicionados, a sonda foi imobilizada, e foram gotejados 5
uL de miRNA total (0,4 ng uL=") na superficie do eletrodo, a hibridizag&o foi conduzida

na temperatura de 55 °C por 15 minutos.

Em seguida, foi realizada a lavagem dos eletrodos por imersao em solugao
tamp3ao fosfato de sodio (0,1 mol L-', pH = 7,4) sob agitagédo por 7 segundos, visando
remover alvos que nao se ligaram. Finalmente, a deteccdo indireta utilizando

voltametria de pulso diferencial foi realizada.

3.3.7 Construcao da curva de calibracao

Visando a obtencdo dos parametros quantitativos do biossensor, a curva de
calibragao deve ser construida. Com o objetivo de verificar se o bioeletrodo é sensivel
a variagao da concentragao, o plasma tratado e diluido em 10 vezes, foi enriquecido
com diferentes concentragées de miRNA (10~° mol L-', 10-'%5 mol L=, 10-"2 mol L,
10-"3% mol L', 10-"® mol L', 10-"" mol L™"). Posteriormente, 5,0 uL de cada solugdo
foram adicionados na superficie do bioeletrodo e a detecgao indireta foi conduzida.
Posteriormente, os dados foram utilizados para construgdo de uma curva analitica e
sua regressao linear, sendo determinada a equacgao da reta, utilizando o software

Origin 7.
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3.3.8 Regeneracao do bioeletrodo

Para avaliar a capacidade de regeneragao do bioletrodo, foi criado um protocolo
como descrito a seguir. Apés a imobilizagao da sonda de DNA DEP1S e a detecgao
indireta do alvo presente no plasma tratado, que foi inicialmente diluido em 10 vezes
e posteriormente enriquecido até a concentragdo de 10-'3° mol L-' de miRNA-184, os
eletrodos estavam prontos para o inicio do procedimento de regeneragdo. Esse
procedimento visa garantir a remogao de alvos, moléculas ou residuos acumulados
durante o processo da detecgdo anterior. O protocolo consiste em, logo apos a
deteccgédo indireta, submeter os eletrodos a um procedimento de lavagem por imersao
em solugdo tampéao fosfato de sédio (0,1 mol L=', pH = 7,4) sob agitagdo por 30
segundos. Em seguida, os eletrodos sao imersos em agua deionizada e submetidos
a um tratamento térmico a 90 °C por 5 minutos, visando o rompimento da dupla fita de
DNA construida entre sonda e alvo. Contudo, a sonda deve ser preservada sobre a
superficie do bioeletrodo, ou seja, a sonda permanecera ligada a superficie dos
eletrodos enquanto o alvo lixiviara na agua deionizada. Apos esse procedimento, os
eletrodos de ouro estdo prontos para as proximas deteccdes. Ao final de cada
deteccao, o protocolo de regeneracgao € iniciado da mesma forma e repetido até que

a resposta do bioeletrodo seja alterada.

3.3.9 Estabilidade do bioeletrodo

Com o objetivo de avaliar o comportamento do biossensor frente ao
armazenamento, sua resposta eletroquimica apds interagdo com amostras positivas
foi avaliada periodicamente por meio da deteccéo indireta, monitorando a oxidagao do
intercalante de DNA brometo de etidio por voltametria de pulso diferencial. Seguindo
a primeira leitura (dia zero), foram feitas novas leituras apos 10, 20, 30, 40 e 50 dias.
O armazenamento foi realizado a 8 °C, em recipientes hermeticamente fechados. As
amostras consistiam em plasma tratado e diluido 10 vezes que foi enriquecido na
concentragdo de 10~'35 mol L-' de miRNA-184.
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3.3.10 Analises de espectroscopia de impedancia eletroquimica para o

biossensor

Para as analises de espectroscopia de impedancia eletroquimica, os
experimentos foram realizados para a diferenciagdo da sonda (DEP1S) na
concentragdo de 2,0 yumol L=, do alvo (10,0 ymol L"), assim como para detectar o
miRNA-184 em amostras de pacientes saudaveis e depressivos diluidas em plasma
humano. As medidas foram realizadas em solugdo aquosa de cloreto de
hexaminruténio (1) (5,0 mmol L=, contendo 0,1 mol L= de KCI), em potencial aplicado
de -0,15 V, faixa de frequéncia de 100 kHz a 0,1 Hz e amplitude de 5 mV. Para as
medidas e analises dos graficos, foi utilizado o software Nova 2.1.3 provido pelo
potenciostato AUTOLAB (PGSTAT302).

3.3.11 Analises por Microscopia de forca atomica

As analises morfolégicas do biossensor foram realizadas por Microscopia de
Forca Atdmica (AFM) na etapa de deteccao de pacientes saudaveis e depressivos.
As analises topograficas foram realizadas no microscépio Hitachi modelo AFM5100N
no modo de contato intermitente com cantilever de silicio de constante de mola 1.0
N/m com frequéncia de 0,38 Hz. Para cada eletrodo, foram analisadas trés areas
diferentes.

3.3.12 Desenvolvimento do aplicativo DEPSENSOR

O aplicativo foi desenvolvido em um software web chamado App Inventor que
se trata de um software desenvolvido pelo Google e, atualmente, mantida pela
universidade americana Massachusetts Institute of Technology (MIT) que permite o
desenvolvimento de aplicativos Android usando um navegador da Web e um telefone
ou emulador (simulador de um telefone) conectados.

A plataforma de criagao foi desenvolvida com uma programacgao em blocos e
linguagem java, sendo possivel selecionar uma variedade de componentes para o

aplicativo em producdo, montando blocos que especificam como os componentes
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devem se comportar. Toda criagao do aplicativo é feita de forma visual, juntando pegas
com pegas, como um quebra-cabeca.

O software App Inventor possui a parte de designer, nesta parte da ferramenta
€ possivel trabalhar com a aparéncia do aplicativo, também ¢é feita através de blocos
de funcionalidades simples sendo possivel escolher componentes na interface do
usuario como botdes, imagens, caixas de texto.

As funcionalidades do aplicativo, como botdes e abertura de telas também é
realizada na parte de programacdo em blocos, permitindo produzir os devidos
comandos para todos os componentes adicionados ao aplicativo. O aplicativo aparece
no emulador ou no proprio smartphone a medida que € adicionado pegas a ele, para
que seja possivel seu projeto a medida que vocé cria.

Apés o projeto ser finalizado, € produzido um aplicativo executavel para a

instalacdo em outros celulares.

3.3.13 Estatistica e tratamento de dados

Para o presente trabalho, todos os voltamogramas e histogramas foram
elaborados por meio da utilizacdo do software Origin 7. Os experimentos
eletroquimicos foram conduzidos em triplicata e, quando ndo mencionado no texto, a
média aritmética com seu respectivo desvio padrao foram apresentados em
histogramas. Com o objetivo de manter desvios-padréo baixos, todos os resultados
com desvios-padrdo superiores a 10% da média foram descartados. Os
voltamogramas apresentados foram subtraidos de suas respectivas linhas de base,
sendo os picos alinhados verticalmente e alturas dos mesmos foram obtidos obtidas
pela ferramenta de integracdo do software Origin 7, a variagao de corrente de pico
(Aip) foi obtida pela altura calculada nos graficos de corrente por potencial elétrico,

utilizando o esse mesmo software.

4 Resultados e Discussao

4.1 Selecao dos eletrodos de ouro
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O perfil eletroquimico dos eletrodos de ouro sem modificagéo obtidos apds o
procedimento de pré-condicionamento utilizando a técnica de voltametria ciclica em

solugdo de H2S04 0,5 mol L' é apresentado na Figura 13.

Figura 13. Voltamograma ciclico do Au em eletrélito suporte H2SO4 0,5 mol L= com velocidade de 30
mV s,
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Com o objetivo de realizar os experimentos e obter uma reprodutibilidade
satisfatoria, somente os eletrodos que apresentaram perfil semelhante ao ilustrado na

Figura 13 foram utilizados.

4.2 Otimizacao da concentracao da sonda DEP1S

A Figura 14 apresenta os voltamogramas representativos e histograma

referentes a otimizagao da concentracdo da sonda DEP1S utilizada neste trabalho.
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Figura 14. Resposta eletroquimica da otimizagdo da concentragdo da sonda de DNA (DEP1S). A)
Voltamogramas de pulso diferencial, velocidade: 30 mV s~ e eletrdlito suporte solugédo tampao fosfato
de sodio (0,1 mol L', pH = 7,4). B) Histograma com média e desvio-padrao referente aos valores das
correntes de pico ao se monitorar a oxidagdo da adenina das concentragdes 0,1 pmol L~ (---), 2,0 ymol
L-" (—) e 10,0 ymol L= (- -).
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A Figura 14A mostra a otimizagcédo da concentracédo de DEP1S em trés valores
diferentes: 0,1, 2,0 e 10,0 yumol L~'. A avaliacdo do processo oxidativo mostrou que os
picos de oxidagdo da guanosina e adenosina ocorrem, geralmente, em torno de +0,9
Ve +1,2 V (vs. Ag/AgCI/CI- (KCI 3,0 mol L), respectivamente. Observou-se que na
concentragdo 2,0 umol L' foi obtido um incremento na amplitude de resposta de
corrente de pico quando comparado a concentragdo 10,0 umol L' DEP1S, sugerindo

que o aumento na concentracdo da sonda DEP1S promove uma passivacdo da
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superficie do eletrodo de ouro. Foi observado que para o eletrodo de ouro modificado
com 10,0 ymol L-' DEP1S, o pico de oxidagdo das bases guanosina e adenosina
foram deslocados para potenciais mais anddicos, +1,1 V e +1,35 V respectivamente,
indicando aumento de resisténcia a transferéncia de carga sobre a superficie
(Au/DEP1S). Na concentragédo de 0,1 umol L=' da sonda de DNA n&o foi possivel

identificar os picos de oxidagao da guanosina e adenosina.

A Figura 14B mostra um histograma referente aos valores das correntes de pico
para a oxidag&o da adenosina nas concentragdes 2,0 e 10,0 ymol L='. Para 2,0 e 10,0
umol L=' foram obtidos os valores médios de corrente de pico de 5,21 e 1,7 A,
respectivamente, mostrando que o primeiro valor de corrente de pico é 3,1 vezes
superior ao segundo. Isso indica que a imobilizagdo de DEP1S foi mais eficaz na
concentracdo de 2,0 umol L~!, sendo esta a concentracdo de sonda escolhida para o
preparo do biossensor baseado em deteccdo de miRNA para diagnostico de

transtorno depressivo maior em idosos.

4.3 Tratamento do plasma

A Figura 15 apresenta, em forma de histograma com média e desvio padréo,
os valores das correntes de pico referentes ao plasma sem tratamento (plasma),

plasma tratado e sonda.
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Figura 15. Resposta eletroquimica em forma de histograma com média e desvio-padrao referente ao
teste do tratamento do plasma térmico e exposi¢do em luz UV. Experimento foi realizado em eletrélito
suporte solugdo tampao fosfato de sodio (0,1 mol L', pH = 7,4), utilizando a técnica de voltametria de
pulso diferencial, velocidade: 30 mV s~'. O pico de oxidagdo do brometo de etidio foi monitorado.
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Para analises com as amostras bioldgicas, foi utilizado plasma humano diluido
10 vezes em agua deionizada e autoclavada. Nota-se que o RNA pode ser faciimente
danificado por hidrdlise catalisada por altas temperaturas, irradiagao ultravioleta (UV),
acido ou base e por degradagao enzimatica (IBBERSON et al., 2009). Embora o RNA
seja mais resistente a irradiagao ultravioleta do que o DNA, a UV pode causas varios
tipos de danos, incluindo modificagdo fotoquimica, reticulacdo e oxidagcdo nessa
molécula (KUBISTA et al., 2012). Portanto, foi necessario submeter o plasma a um
tratamento térmico e exposi¢cdo em luz UV para degradagao de possiveis microRNAs
presentes naturalmente na amostra para que este possa ser utilizado para a

construcao do biossensor.

Apos o experimento eletroquimico utilizando plasma sem e com tratamento, a
Figura 15 mostra que foi possivel verificar o valor de corrente de pico obtido para cada
item submetido ao teste, monitorando o valor de corrente do pico de oxidagado do
brometo de etidio, o qual intercala preferencialmente quando a sonda (DEP1S) se liga
ao alvo (miRNA-184), formando um duplex. Foi observado que, apds o tratamento do
plasma, o valor de corrente para a oxidagdo do brometo de etidio torna-se mais
proximo do valor obtido para a sonda. Desta maneira, foi possivel concluir que o

tratamento térmico combinado com a UV foi adequado, uma vez que abaixou o valor
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da corrente cerca de 1,8 vezes do plasma, permitindo assim, a utilizagdo do plasma

tratado para o enriquecimento tanto de amostras reais como do miRNA purificado.

4.4 Teste de especificidade

A Figura 16 apresenta os voltamogramas representativos e histograma
referentes a deteccéo de alvos negativos (troponina I, oligonucleotideo BRCA, gRNA
do virus Zika) e alvo positivo (miRNA-184) com o objetivo de mostrar a especificidade

do bioeletrodo.

Figura 16. Resposta eletroquimica do teste de especificidade realizado em eletrélito suporte solugéao
tampao fosfato de sédio (0,1 mol L', pH = 7,4), monitorando o pico de oxidagédo do brometo de etidio
antes e apods a incubagao com as diferentes amostras (positiva e negativas). A) Voltamogramas de
pulso diferencial, velocidade: 30 mV s-'. B) Histograma com média e desvio-padrao obtidos pela analise
dos voltamogramas.
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Neste experimento foi utilizado o plasma tratado e enriquecido com os controles
positivo (miRNA-184) e negativos (troponina |, BRCA e gRNAZika). A amostra
especifica miRNA-184 (0,032 nmol L") apresentou valor de corrente igual a 2,0 pA.
Com excegéo da troponina | que foi mantida na concentragdo de 1 ng L', a qual é a
concentracao presente no plasma de pessoas saudaveis e sem problemas cardiacos,
todos os alvos negativos testados foram diluidos para a mesma concentragéo do
miRNA-184 (0,032 nmol L"), possibilitando a comparagéo dos valores de corrente
entre os mesmos. Na Figura 16A, é possivel observar que todos os controles
negativos apresentaram corrente inferior ao do miRNA-184 e proximos ao valor da
sonda (0,31 pA), diferenciando a resposta de corrente de pico e indicando que o

biossensor é seletivo.

A Figura 16B mostra em forma de histograma, os valores das médias de
corrente de pico e seus respectivos desvios-padrao referentes aos controles negativos
testados. O valor de corrente para o oligonucleotideo BRCA foi igual a 0,52 pA que é
3,8 vezes menor que o alvo positivo. Da mesma maneira, o gRNA do virus zika
apresentou valor de corrente de 0,477 pA, sendo 4,19 vezes menor que a do miRNA
184. Por outro lado, o valor de corrente obtido para troponina | foi de 0,67 pA, sendo
a mais aproximada do alvo positivo que, mesmo assim, apresentou corrente 2,98
vezes mais alta. O motivo desta proteina apresentar um valor de corrente um pouco
mais elevado pode ser explicado pelo fato de que a mesma possui apenas 210
aminoacidos, e no residuo de cisteina exposta na posi¢ao 80 ha um atomo de enxofre
(UNIPROT, 2019), o qual pode interagir com a superficie do eletrodo de ouro, pela
quimissorgao entre o grupamento tiol exposto no residuo de aminodacido cisteina e a
superficie dos eletrodos de ouro. Além disso o brometo de etidio pode interagir com
compostos aromaticos presentes na estrutura da troponina |, com isso, aumentando

o sinal da corrente.
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4.5 Teste de interferéncia do plasma enriquecido com amostra de pacientes
purificadas

A Figura 17 mostra o histograma dos valores da média de corrente de pico e

seus respectivos desvios-padrao do teste de interferéncia do plasma com as amostras
de pacientes.

Figura 17. Resposta eletroquimica em forma de histogramas do teste de interferéncia e detecgao
indireta de amostras de pacientes saudaveis (S) e depressivos (D) com e sem plasma. A) Histograma
com média e desvio-padréo referente ao teste de interferéncia utilizando amostras de pacientes
(saudaveis e depressivos) purificadas com e sem plasma. B) Histograma com média e desvio-padrao
da deteccdo indireta de amostras de pacientes (saudaveis e depressivos) diluidas em agua.
Experimentos realizados em eletroélito suporte solugdo tampao fosfato de sodio (0,1 mol L', pH = 7,4),
voltametria de pulso diferencial, velocidade: 30 mV s-'. O pico de oxidagdo do brometo de etidio foi
monitorado.
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Com o intuito de comprovar que os componentes do plasma nao resultam em
elevada interferéncia no valor da corrente, foram utilizadas amostras purificadas dos
mesmos pacientes (saudavel e depressivo) para o teste com e sem enriquecimento
do plasma. Na Figura 17A, observa-se que o valor de corrente para a amostra do
paciente depressivo sem enriquecimento foi de 0,82 uyA e o com o enriquecimento foi
de 0,84 pA, sendo Ai = 0,02 pA. O mesmo procedimento foi realizado para amostra
do paciente saudavel que sem enriquecimento foi obtido 1,95 yA de corrente e com o
enriquecimento foi de 1,90 pA, sendo Ai = 0,05 pA. Logo, é possivel observar que as
amostras de ambos pacientes testados com o plasma acrescido estdo dentro do valor
do desvio padrdo das amostras sem enriquecimento, ndo havendo diferencas
significativas no valor da corrente de pico de oxidagdo do brometo de etidio. Dessa

forma, concluiu-se que é possivel a utilizacdo do plasma tratado.

Na Figura 17B é apresentado o histograma com os valores de corrente em
média e desvio padrao para pacientes (saudaveis e depressivos) testados pelo
presente biossensor. Foi observado que houve grande diferenga entre os valores de
corrente dos pacientes saudaveis e depressivos. Foram analisados quatro (04)
pacientes saudaveis e onze (11) pacientes depressivos e todos os experimentos
foram realizados em ftriplicata. Para os plasmas de pacientes saudaveis foram
observados valores de corrente cerca 2 vezes superiores quando comparado aos dos
pacientes com depressdo. Logo, a presente trabalho foi capaz de diferenciar,

utilizando amostras reais, idosos saudaveis e depressivos.

4.6 Curva de calibracao

A Figura 18A mostra os voltamogramas de pulso diferencial referentes a
deteccédo indireta do miRNA-184 adicionado no plasma em diferentes concentragoes

e a resposta linear incluindo parametros da analise de regressao da curva analitica.
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Figura 18. Respostas eletroquimicas referentes a deteccdo indireta do miRNA-184 adicionado no
plasma em diferentes concentracdes e a resposta linear incluindo pardmetros da andlise de regressdo
da curva analitica. A) Voltamogramas de pulso realizados em eletrélito suporte solugdo tampéo fosfato
de sodio (0,1 mol L', pH = 7,4), voltametria de pulso diferencial com velocidade: 30 mV s,
monitorando o pico de oxidacéo do brometo de etidio. B) Relacdo entre a concentracio de —log[miRNA-
184] em plasma calculada a partir dos voltamogramas e corrente (pico de oxidacdo do BE monitorado),
com equacio de reta Ai (A) = 3,22785 — 0,15305 (uA/mol L") x (- log[miRNA-184]) (mol L-") e R =
0,9981.
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Na Figura 18B, é mostrado um grafico da curva de calibragdo do bioeletrodo,
observando que, com a diminui¢cdo da concentragcao de miRNA-184 no plasma, o valor
de corrente diminui, indicando que o bioeletrodo é capaz de responder a diferentes
concentragdes do alvo positivo com um coeficiente R = 0,9981 e equagéao da reta Ai
(WA) = 322785 — 0,15305 (uA/mol L") x (- log[miRNA-184]) (mol L"), sendo o limite
de detecgao experimental, ou seja, a concentragdo minima detectada igual a 10 amol
L='. Portanto, o presente trabalho mostra-se eficiente para quantificar a concentragao
do miRNA-184 em plasma.

4.7 Regeneracao do bioeletrodo

A Figura 19 mostra em forma de histograma a capacidade de regeneragao do

bioeletrodo do presente trabalho.

Figura 19. Resposta eletroquimica em forma de grafico (médias e desvios-padrao do Ai) de deteccdes
indiretas mostrando a capacidade de regeneragao do bioeletrodo. Concentragdo utilizada do miRNA-
184 foi de 1035 mol L-'. Experimentos foram conduzidos em eletrdlito suporte solugédo tampao fosfato
de sodio (0,1 mol L', pH = 7,4), voltametria de pulso diferencial com velocidade: 30 mV s,
monitorando o pico de oxidagao do brometo de etidio.
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A partir da Figura 19, é possivel observar que a resposta foi mantida até a 72.
deteccao (valor de corrente igual a 1,0 yA) e manteve cerca de 90% no valor de
resposta de corrente a partir da 82. detecgdo, mostrando capacidade de reuso com
eficiéncia de 100% até 7 vezes. Uma das justificativas para essa excelente resposta
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do biossensor, é pelo fato da sonda de DNA DEP1S ser modificada na extremidade
5' com um grupamento tiol, propiciando uma interagao covalente (tiol-ouro) estavel
(40-50 kcal/mol) (DI FELICE; SELLONI, 2004; TURKEVICH; STEVENSON; HILLIER,
1951).

4.8 Estabilidade do bioeletrodo

A Figura 20 mostra em forma de grafico (médias se desvios-padrao do Ai) a

estabilidade do bioeletrodo.

Figura 20. Resposta eletroquimica em forma de grafico (médias e desvios-padrao do Ai) de detecgdes
indiretas mostrando o valor da corrente em fungéo do numero de dias de armazenamento do biossensor
a 8 °C e a seco. Concentracdo utilizada do miRNA-184 foi de 10-'35 mol L-'. Experimentos foram
conduzidos em eletrdlito suporte solugdo tampao fosfato de sédio (0,1 mol L~', pH = 7,4), voltametria
de pulso diferencial com velocidade: 30 mV s=!, monitorando o pico de oxidagao do brometo de etidio.
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A estabilidade do bioeletrodo (Figura 20) foi avaliada por meio da detecgéo
indireta, com intervalo de 10 dias entre cada andlise e estocados durante 50 dias. E
possivel observar que o bioeletrodo manteve sua resposta de corrente de pico de
oxidacao até 40 dias. Em 50 dias de detecgao o biossensor manteve cerca de 72%

de resposta de corrente de oxidacdo. Portanto, o presente biossensor mostra-se
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atrativo para uma possivel comercializagao, ja que obteve excelente estabilidade em
até 40 dias.

4.9 Validacao do biossensor por espectroscopia de impedancia eletroquimica

A técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica foi utilizada para
melhor compreensao dos fendmenos eletroquimicos de interface das superficies (Au,
Au/DEP1S, Au/DEP1S:saudavel, Au/DEP1S:depressivo, cujos resultados estdo

apresentados na Figura 21.

Figura 21. Diagramas de Nyquist (a) e grafico de Bode (b) obtidos por espectroscopia de impedancia
eletroquimica em solugdo KCI (0,1 mol L-") contendo cloreto de hexaminruténio (ll) (5,0 mmol L), para
o eletrodo de ouro descoberto e sensibilizado com DEP1S, antes e apds a adicdo de amostras de
plasma depressivo e saudavel. Parametros: faixa de frequéncia de 100 kHz a 10 mHz, amplitude de 10
mV e potencial de meia-onda.
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Os dados obtidos pelos diagramas de Nyquist (Figura 21A) e de Bode (Figura
21B) permitem a equiparacdo com um circuito equivalente, ao qual simula os
fendbmenos de interface eletrodo-solugdo. O modelo de circuito obtido apresentou os
seguintes componentes: Rs, relativo a resisténcia causada pela solugao eletrolitica;
uma vez que o grafico de Bode apresenta dois patamares, foram adicionadas duas
resisténcias a transferéncia de carga, Rcr, que estdo relacionadas ao processo do

composto redox com a superficie do eletrodo; consequentemente, foram adicionados
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dois elementos de fase constante, Q, que estéo relacionados ao carregamento da
dupla camada elétrica nas interfaces, em substituicdo ao componente de capacitancia
(CobL), devido a camada irregular da superficie dos eletrodos; por fim, a impedancia de
Warburg foi adicionada, devido ao perfil inclinado proximo a 45° ap6s o segundo
semicirculo no diagrama de Nyquist, que implica dizer que o sistema esta sendo
limitado pelo processo difusional. O circuito proposto apresentou um valor de X? (qui-
quadrado) adequado, da ordem de 1072, significando que o circuito representa os

fendbmenos eletroquimicos observados.

Ao observar os perfis dos semicirculos no diagrama de Nyquist (Figura 21A), é
observado que o eletrodo de ouro puro, apresenta perfil caracteristico a um capacitor,
havendo um desvio na angulagao da reta, devido a rugosidade do eletrodo. Quando
a sonda de DNA foi imobilizada na superficie do eletrodo de ouro (Au/DEP1S), assim
como antes ou apods interagcdo com plasma de pacientes depressivos ou saudaveis,
os fendmenos de carregamento da dupla camada elétrica e a resposta eletroquimica
frente a aplicagdo da onda senoidal de baixa frequéncia foi perturbada e observou-se
o aparecimento de um semicirculo, resultante da resisténcia a transferéncia de carga

da espécie eletroativa, promovido pela deposicdo das camadas de biomoléculas.

A hibridizacdo de DEP1S e o miRNA-184 foi evidenciada pelo aumento
observado na resisténcia a transferéncia de carga promovida pela presenca da
amostra de plasma oriunda de pacientes depressivos (Au/DEP1S/Depressivo). Os
resultados de impedancia obtidos indicam que na presenga da biomolécula alvo, pode
ser formado um material mais compacto sobre a superficie do sensor, resultando em
um aumento na resisténcia, comparando-se com somente a imobilizacdo da sonda

DEP1S, o que € compativel com a hibridizagao das fitas.

Na presenca de plasma de pacientes saudaveis (Au/DEP1S/Saudavel), o
semicirculo observado apresenta uma resisténcia a transferéncia de carga superior
quando comparado ao eletrodo contendo sonda (Au/DEP1S) e ao eletrodo apds
interacdo sonda-plasma depressivo. Este fato esta condizente com os resultados de
voltametria de pulso e, pode ser atribuido ao fato de que o plasma de pacientes
saudaveis contém uma quantidade bastante elevada de miRNA-184, quando

comparado ao plasma de pacientes depressivos. Esta quantidade elevada de miRNA-

62



184 provoca um impedimento na superficie do eletrodo, 0 que aumenta a resisténcia

a transferéncia de carga, dado pelo aumento da circunferéncia do semicirculo.

Os valores de resisténcia a transferéncia de carga (Rct) obtidos com o circuito
equivalente estdo apresentados na forma de grafico de barras, Figura 22, e foram

utilizados para analisar os diferentes grupos experimentais.

Figura 22. Grafico de barras representando os valores obtidos de resisténcia a transferéncia de carga
(RcT) obtidos por meio da espectroscopia de impedancia eletroquimica para os diferentes grupos
experimentais.
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Os valores médios obtidos de resisténcia a transferéncia de carga foram de (26
+3)x10'Q, (35+7)x10'Q, (52 +3)x 10" Q para Au/DEP1S, Au/DEP1S/Depressivos,
Au/DEP1S/Saudaveis, respectivamente, reforgando o fato ja discutido acima de maior
quantidade de biomolécula alvo. A superficie Au/DEP1S/Depressivos apresentou
aumento de resisténcia a transferéncia de carga de cerca de 1,3 vezes, em
comparacao com Au/DEP1S. Além disso, é possivel observar um aumento de Rcrt de
1,5 vezes para do valor referente ao Rct de Au/DEP1S/Saudaveis quando comparado
a Au/DEP1S/depressivos. Este decréscimo nos valores de Rct apds a interagdo com
o alvo especifico (microRNA-184) sugere alteracdo conformacional na estrutura do
microRNA-184 apds a interagdo com a plataforma (Au/DEP1S), melhorando a
transferéncia eletrénica para o hexaminruténio (ll). Em outra vertente, a interacao

Au/DEP1S/microRNA-184 promove aumento de cargas negativas, provenientes do
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grupamento fosfato, em pH 7,4 , do alvo especifico (microRNA-184) sobre a
superficie, facilitando a interagdo com hexaminruténio (ll) que possui carga positiva,
promovendo o decréscimo nos valores de resisténcia a transferéncia de carga.
Também fica evidente que o biossensor proposto consegue diferenciar concentragdes
de alvo, uma vez que as amostras analisadas pertenciam a diferentes pacientes com

ou sem depressao maior.

4.10 Microscopia de Forca Atdmica

A Figura 23 apresenta as imagens de microscopia de forgca atdmica para
deteccéo dos eletrodos contendo interagcdo com amostras de pacientes, destacando
o aspecto topografico das superficies apds adicdo de plasma enriquecido com

amostras de paciente saudavel e paciente depressivo.

Figura 23. Microscopias de forga atdmica da superficie do biossensor apos interagdo com o plasma de
pacientes. A) Saudavel B) Depressivo. As leituras foram realizadas no modo contato intermitente.
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64



Pode ser observado que, no ponto de vista topografico, ocorrem alteragdes na
rugosidade ao se analisar o coeficiente de rugosidade média quadratica (Rq) das
amostras. A analise referente a amostra do paciente saudavel Au/DEP1S/Saudavel
(Figura 23A) apresentou Rq = (50,5 + 0,7) nm. Ja o Rq obtido para o paciente com
transtorno depressivo maior Au/DEP1S/Depressivo (Figura 23B) foi (7,49 + 0,6) nm.
Portanto, a rugosidade média quadradica apés adigao do plasma enriquecido com
amostra do idoso saudavel foi 6,75 vezes maior comparando-se com o valor de Rq
obtido da amostra do idoso depressivo. Esse resultado pode ser explicado pelo fato
de que pacientes saudaveis apresentarem maior concentracao de miRNA-184 do que
os portadores de TDM (SILVA et al., 2019), logo a interagdo do analito de interesse
com a sonda DEP1S é maior nos saudaveis, levando uma maior formagao de duplex
de DNA, sugerindo o aumento da rugosidade observada. Esse mesmo
comportamento foi observado por Ferreira e colaboradores (2018) na elaboragao de
um genossensor baseado em polimero para a detecgdo e quantificagdo de
Streptococcus pneumoniae em amostras de DNA gendémico; resultado semelhante foi
obtido por Castro e colaboradores (2014) na preparagao de um genossensor para
deteccéo da sequéncia especifica de DNA do virus da hepatite B. Em contrapartida,
os individuos com TDM possuem esse miRNA-184, mas em concentracao inferior do
que os saudaveis, logo, ha a presencga de formagao da dupla fita (Au/DEP1S/miRNA-

184) menor quantidade.

4.11 Desenvolvimento do aplicativo DEPSENSOR

A Figura 24 ilustra um fluxograma simplificado que ilustra todas as op¢des de

telas com as informacoes.
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Figura 24. Fluxograma de telas do aplicativo DEPSENSOR.
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Na Figura 24, é possivel observar todos os botdes confeccionados paro a
elaboracao do aplicativo DEPSENSOR. Pode ser observado que cada botao abre a
opcao de telas de acordo com a informagao que o usuario busca, sendo dividido em

“Ajuda e Informacao” e “Biossensor”. Cada um desses botdes sera explorado a seguir.

A Figura 25 apresenta a primeira tela criada do aplicativo DEPSENSOR e
simulada em um visor de smartphone.

Figura 25. Tela inicial do aplicativo DEPSENSOR.
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A primeira tela do aplicativo DEPSENSOR foi criada com o objetivo de oferecer
ajuda aos usuarios (Figura 25). A imagem da tela que aparece como icone do
aplicativo foi cuidadosamente desenvolvida, utilizando uma imagem contendo
desenhos de maos simbolizando um pedido de ajuda (mostrado na parte inferior
dentro do circulo) e um desenho de uma méo que simboliza a oferta do apoio (parte
superior dentro do circulo). Nota-se que a cor amarela que aparece na parte inferior
foi inserida de maneira proposital, uma vez que essa cor esta associada a luta contra
o0 suicidio presente na campanha denominada Setembro Amarelo; visto que,
tentativas de suicidio e até mesmo a conclusdo desse ato esta, inUmeras vezes,
associado aos transtornos de humor, tais como a depressao maior (PONSONI et al.,
2018).

A campanha Setembro Amarelo apresenta como missao a conscientizacao
sobre a prevencgao do suicidio, tendo como objetivo informar, conscientizar e alertar a
populacdo sobre a realidade do suicidio no Brasil e no mundo com énfase nas
maneiras de prevenc¢ao. Essa campanha acontece no més de setembro e teve inicio
no ano de 2015, tendo como forma de expressdo a decoragdao na cor amarela de
locais publicos e particulares (ORGANIZACAO SETEMBRO AMARELO, 2016).

Além disso, é possivel observar que ao se clicar no botao “Menu” (Figura 25),
o aplicativo abre uma segunda tela que mostra as opgdes que 0 mesmo fornece, como

ilustrado na Figura 26.

Figura 26. Tela “Menu” do aplicativo DEPSENSOR.

s = @ P> i =+ 0 4 B 13:58

Screen2

Escolha uma op¢ao:

Biossensor

Ajuda e informagao

67



A tela “Menu” fornece duas op¢des para o usuario do aplicativo (Figura 26). A

primeira se destina aqueles que adquiriram a plataforma do biossensor. A segunda

opcao do aplicativo, o botado “Ajuda e informacao”, foi criada para fornecer diversos

tipos de informacgbes relevantes sobre a depressdo. A Figura 27 ilustra o

funcionamento das duas opgdes dessa tela.

Figura 27. Tela da plataforma do aplicativo DEPSENSOR com foco no botéo “Biossensor” desenvolvido
para auxiliar no diagnostico de transtorno depressivo maior em idosos. A) Tela apds o clique no botédo
“Biossensor”. B) Simulacédo da inser¢cdo de um valor de corrente obtida em um experimento que
resultara no diagnéstico de uma paciente idoso saudavel. C) Simulacéo da inser¢cdo de um valor de

corrente obtida em um experimento que resultara no diagndstico de um paciente idoso depressivo.
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A Figura 27 mostra que ao clicar no botao “Biossensor”, o aplicativo abre a tela
que, apos inserir o valor de corrente obtido no experimento no campo “Digite o valor
de corrente”, é efetuada o calculo da concentracdo de miRNA-184, utilizando a curva
de calibragcdo do biossensor desenvolvida no presente trabalho, e informar o

diagnéstico do paciente (depressivo ou saudavel).

A titulo de demonstracao, observa-se que, na Figura 26B, foi obtido o valor de
corrente igual a 1,89 yA em um suposto experimento, e ao se inserir esse numero na
caixa “Digite o valor de corrente” e pressionar “Calcular’, o DEPSENSOR informa o
diagnéstico do paciente escrito em vermelho “O paciente é saudavel”; e calcula a
concentracdo do miRNA-184 presente na amostra e informa “1.8151E-9 mol L"". Ja
na Figura 27C é ilustrado a obtengdo de um valor de corrente de 1,10 pA; esse valor
€ inserido no campo “Digite o valor de corrente” e o botdo “Calcular” foi pressionado;
neste caso, o diagnostico do paciente idoso € dado como “O paciente € depressivo” e

a quantidade de miRNA-184 também é mostrada como “1,2513E-14 mol L.

A segunda opcéao da tela “Menu”, “Ajuda e informagao”, apos ser selecionada

abre a seguinte tela ilustrada na Figura 28.

aplicativo DEPSENSOR.
a~ 59

Screend

Voltar
O que é depressao?
Sintomas
Tratamentos

Como lidar com pessoas com
depressao

Classificacao

Depressao e Comorbidade

Depressao e Idade
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Com o intuito de informar a sociedade e ajudar aqueles que apresentam
depressdo ou que convivem com pessoas que vivem com a doenca, o aplicativo
DEPSENSOR conta com uma tela de ajuda e informacgéao (Figura 28). Nessa tela, sao
encontradas diversas informagdes sobre a doenga. O botdo “O que € depressao?”
define o que é e quais sdo as principais formas como ela se manifesta; ja em
“Sintomas” nota-se os principais sintomas presentes nessa enfermidade; em
“Tratamentos” sdo apresentadas diferentes abordagens que oferecem maneiras de
lidar e buscar ajuda; o botdo “Como lidar com pessoas com depressdo” oferece
suporte para todos que buscam ajudar as pessoas com essa doenga, sendo de suma
importancia pois inUmeras pessoas ndo sabem como oferecer ajuda as pessoas que
sofrem com esse transtorno de humor; a opcéo de “Classificagdo” informa sobre os
diferentes tipos de depressao; em “Depressdo e Comorbidade”, é possivel observar a
relacdo da dessa doenga com outras enfermidades; por fim, “Depressédo e Idade”
conta com informagdes sobre a manifestagao do transtorno depressivo em diferentes

idades.

6 Conclusoes

Em conformidade com o objetivo geral do trabalho, foi desenvolvido com éxito
um biossensor eletroquimico e aplicativo para diagnédstico de TDM em idosos,
utilizando a detecgcao do biomarcador miRNA-184 em amostras de plasma humano.

A sonda de oligonucleotideos DEP1S especifica ao microRNA-184 foi
imobilizada com sucesso nos eletrodos de ouro. A especificidade da sonda foi
comprovada utilizando RNA gendmico do virus Zika, oligonucleotideo BRCA e
proteina troponina I.

A metodologia, combinando o tratamento térmico e exposi¢cdo em luz UV, foi
eficaz na degradagao de possiveis microRNAs presentes naturalmente nas amostras
utilizadas, possibilitando o posterior enriquecimento com miRNA-184 purificado,
permitindo a mimetizagao de sistemas bioldgicos reais.

Amostras de pacientes idosos saudaveis e idosos com TDM foram utilizadas
para validagcdo do biossensor por meio de voltametria de pulso diferencial. Nessa

técnica, a utilizagao de intercalante do duplex de DNA, o brometo de etideo, permitiu
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a diferenciagao entre os pacientes de maneira indireta, ou seja, monitorando o pico
de oxidagao do brometo de etideo. Ainda, monitorando o pico de oxidagao do brometo
de etideo, o bioeletrodo foi capaz de responder a diferentes concentragoes de miRNA-
184 no plasma, possibilitando a construgdo da curva de calibragdo com limite de
deteccdo de 10 amol L-'. Assim, o presente trabalho mostra-se eficiente para
quantificar a concentragcao do miRNA-184 em plasma.

O presente biossensor foi capaz de diferenciar pacientes saudaveis e
depressivos utilizando a espectroscopia de impedancia eletroquimica. Foi observado
um aumento na resisténcia a transferéncia de carga nos pacientes saudaveis,
comparando-se com os depressivos, em concordancia com os resultados obtidos
utilizando voltametria de pulso diferencial.

A capacidade de reuso do biossensor foi possivel em 7 vezes, sem perda ma
resposta de corrente de pico de oxidacdo. Esses dados demonstram que o presente
biossensor pode ser utilizado varias vezes até o descarte, contribuindo para reducgéo
de custos em uma possivel fabricagao e inser¢cdo no mercado. Além disso, outro fator
crucial para o desenvolvimento comercial dessa plataforma é a sua estabilidade, uma
vez que a resposta de corrente frente ao tempo manteve-se praticamente a mesma
por cerca de 50 dias.

Em face da inexisténcia de métodos diagndsticos moleculares para o TDM e
elevado numero de pessoas acometidas mundialmente, este trabalho mostrou-se
pioneiro e importante na area diagndstica, apresentando um biossensor para detecgao
de biomarcador do TDM com apresentou boa sensibilidade, especificidade, baixo
limite de detecgao e utilizagao de volume reduzido de amostra.

Finalmente, o aplicativo desenvolvido DEPSENSOR para smartphones
mostrou-se util no auxilio, ndo s6 da utilizagdo do biossensor, mas também para
fornecer suporte as pessoas que buscam melhor entendimento sobre essa doencga

que apresenta grande impacto na sociedade.

7 Perspectivas

» Aplicacido do biossensor em um n amostral maior;

» Miniaturizagao do sistema proposto no presente trabalho.
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