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RESUMO 

A Fibrose Cística (FC)  um distúrbio genético que afeta os sistemas respiratório, digestivo e 

reprodutivo, envolvendo a produção de muco, anormalmente espessos nos pulmões, que pode 

levar a infecções pulmonares fatais. A incidência da FC varia em todo o mundo. A causa 

fundamental da FC é a mutação em um único gene localizado no braço longo do cromossomo 

7 (7q31.2), que codifica a proteína CFTR (regulador da condutância transmembranar).  O 

subdiagnóstico continua a ser um desafio significativo. Como há uma falta de instalações de 

saúde e de especialistas multidisciplinares no tratamento da FC, tem se buscado dispositivos 

que promovam o diagnóstico precoce dessa doença. Sendo assim, os biossensores de 

DNA/RNA emergem como as tecnologias ideais para atender a esses propósitos. Apresenta-se, 

então, o desenvolvimento de um dispositivo eletroquímico para detectar microRNAs associados 

à FC. Primeiro, foi realizada uma busca por microRNAs na literatura e através de softwares de 

bioinformática, foi feita a correlação dos microRNAs 223 e 509 com a FC. A voltametria cíclica 

e voltametria de pulso diferencial foi utilizada para análise eletroquímica neste estudo. O 

microRNA 509 foi selecionado como o ideal para identificar especificamente a FC. Depois 

disso, a concentração ótima da sonda do microRNA foi determinada como sendo 15 μM. A 

detecção de limite do sistema foi estimada em 107.85 ȵM. O sistema também foi seletivo para 

detecção do microRNA 509. O uso de biossensores para diagnóstico a nível molecular pode 

contribuir para avanços futuros em uma detecção específica e efetiva da FC. 

Palavras-chave: Fibrose Cística. Biossensores de DNA/RNA. MicroRNA. Bioinformática. 

Análises eletroquímicas.



 

ABSTRACT 

Cystic Fibrosis (CF) is a genetic disorder that affects the respiratory, digestive and reproductive 

systems involving the production of abnormally thick mucus in the lungs and can lead to fatal 

lung infections. The incidence of CF varies throughout the world. The fundamental cause of CF 

is the mutation in a single gene located on the long arm of chromosome 7 (7q31.2), which 

encodes the CFTR (transmembrane CF conductance regulator) protein. Underdiagnosis remains 

as a significant challenge. As there is a lack of facilities and lack of multidisciplinary specialists 

in the treatment of CF, we have sought devices that promote the early diagnosis of this disease. 

Thus, DNA/RNA biosensors emerge as the ideal technologies to serve these purposes. Here, 

we report the development of an electrochemical device to detect microRNAs associated with 

CF. First, a search for microRNAs was carried out in the literature and through bioinformatics 

software, where it was possible to associate the relationship of microRNAs 223 and 509 with 

CF. Cyclic voltammetry and differential pulse voltammetry were used for electrochemical 

analysis in this study. The 509 microRNA was selected as the ideal sequence to identify 

specifically CF. Thereafter, the optimum concentration of the probe was 15 μM. The limit of 

detection was about 107.85 ȵM. The system was also selective to detect only 509 microRNA. 

The use of diagnostic biosensors at the molecular level may contribute to future advances in 

specific and effective CF detection. 

Keywords: Cystic Fibrosis. DNA/RNA biosensors. MicroRNA. Bioinformatics. 

Electrochemical analysis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 A Fibrose Cística (FC) é uma doença autossômica recessiva rara. Estudos estimam entre 

60.000 e 100.000 indivíduos acometidos pela FC, sendo a incidência variável entre etnias, tendo 

em torno de 1: 2.500 indivíduos nos descendentes de caucasianos. No Brasil, a incidência varia 

com a alta miscigenação tendo seus estudos concentrados a região Sul, sem evidenciar a 

realidade do país. Esta é uma desordem que compromete o sistema respiratório, digestivo e 

reprodutivo envolvendo a produção anormal de camadas espessas de muco. A causa fundamental 

da FC é a mutação em um único gene localizado no braço longo do cromossomo 7 (7q31.2), 

que codifica a proteína CFTR (regulador da condutância transmembranar da FC). 

 O genótipo deste gene não é determinante na modulação da gravidade, assim, indivíduos 

com mesmo genótipo apresentam manifestações clínicas distintas. O acometimento do trato 

respiratório associa-se com a maior morbidade e é causa de morte em mais de 90% dos 

pacientes. Desta forma, a ampla variabilidade na expressão clínica sugere que existam outros 

fatores, ambientais ou genéticos, modulando o fenótipo. Sendo assim, as tendências recentes na 

área de saúde e áreas afins consideram altamente importantes a detecção precisa e contínua de 

biomarcadores de doenças durante o tratamento médico. 

 Com este intuito, os miRNAs têm sido propostos como biomarcadores no prognóstico 

e risco de diversas doenças. Os miRNAs são um grupo de pequenos RNAs, não codificadores 

de proteínas, com aproximadamente 19-25 nucleotídeos de extensão. Diferindo da ampla gama 

de RNAs codificados pelo genoma humano, essa variedade de RNA tem se destacado por sua 

singular habilidade de modular uma enorme e complexa rede regulatória da expressão dos 

genes. Recentemente, tem sido observado o papel dos miRNAs associados a gravidade e aos 

sintomas da FC. 

 O sistema de escolha foi o genossensor eletroquímico, que tem as propriedades 

necessárias para produzir uma plataforma diagnóstica eficaz. O conceito da utilização de 

biomarcadores no desenvolvimento de sensores para diagnóstico fará com que esses 

dispositivos sejam altamente sensíveis e mais aplicáveis, promovendo a detecção específica e 

precoce de doenças, o que possibilita um tratamento mais eficaz para os pacientes acometidos. 

 

1.1 JUSTIFICATIVA 

A FC é uma doença que ainda apresenta grande dificuldade no seu diagnóstico, isso se dá 

devido às técnicas utilizadas e a falta de profissionais especializados. O diagnóstico precoce é 
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de suma importância para um tratamento eficaz. O uso de biossensores, sobretudo os 

genossensores, se constitui em uma das principais alternativas às técnicas de rotinas, pois se 

trata de um método rápido, de fácil manuseio, não necessita de mão de obra especializada, eficaz 

e de baixo custo, o que torna possível sua adoção pelo sistema de saúde. A construção de um 

biossensor para fins diagnósticos a nível molecular pode contribuir para os avanços futuros em 

um diagnóstico tipo-específico da FC. 

1.2 OBJETIVOS 

1.2.1 Objetivo Geral 

- Desenvolver um biossensor para diagnóstico molecular de microRNA associado à Fibrose 

Cística. 

  

1.2.2 Objetivos Específicos 

- Selecionar, por análises in silico, microRNAs específicos para diagnóstico da Fibrose Cística; 

- Construir eletrodos impressos de carbono e prata; 

- Construir um sistema eletroquímico modificado por compósitos condutores; 

- Desenvolver método otimizado de imobilização de microRNAs sobre o compósito condutor 

utilizado; 

- Realizar testes de interação com o alvo selecionado e otimizar este processo; 

- Avaliar a estabilidade do biossensor frente aos principais  

- parâmetros físico-químicos. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 FIBROSE CÍSTICA 

Os achados clínicos, bioquímicos e fisiológicos em mucoviscidosis (fibrose cística) foram 

obtidos muito antes da descoberta da doença que o gene Regulador da Condutância 

Transmembranar da Fibrose Cística (CFTR) causava em 1989. Em 1936, os pediatras suíços 

Fanconi e seus colegas descreveram a "síndrome celíaca", com fibrose congênita do pâncreas e 

bronquiectasias pulmonares. Isto foi seguido por uma descrição mais precisa da doença, 

gerando o termo fibrose cística (KUNZELMANN, 2017). Estima-se que haja entre 70.000 e 

100.000 pessoas com FC em todo o mundo, mas é difícil indicar um valor preciso (CFW, 2018). 

O tratamento ideal envolve uma equipe multidisciplinar, no entanto, embora tenham sido 

realizados progressos, muitas vezes, falta o fornecimento de instalações e faltam especialistas 

de representação multidisciplinar no tratamento da FC. Como tal, existe uma necessidade 

urgente de maior conscientização e treinamento especializado para profissionais de saúde em 

disciplinas pediátricas e adultas (SILVA-FILHO et al. 2016). Logo após a FC ser reconhecida e 

caracterizada, os clínicos que cuidam de pacientes com FC observaram que a doença ocorreu 

em famílias com um padrão de herança recessiva autossômica (SOSNAY et al. 2016). Um 

indivíduo para ser acometido pela Fibrose Cística deve herdar dois genes defeituosos, um do 

pai e outro da mãe. Cada vez que duas pessoas portadoras da FC concebem um filho, há uma 

chance de 25 por cento deste filho apresentar a Fibrose Cística; uma chance de 50% de que a 

criança seja portadora do gene da fibrose cística sem apresentar manifestações da doença; e 

uma chance de 25% de que a criança não seja portadora, como pode ser observado na Figura 1 

(WHO, 2018). O estudo da FC foi um teste importante para as ferramentas moleculares usadas 

entender como DNA e genes são responsáveis por traços hereditários (SOSNAY et al. 2016). 
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Figura 1. Padrão da herança em pacientes com histórico familiar de FC. 
 

Fonte: CFTR.INFO (2018). 

 
 

A FC é uma doença complexa caracterizada por doenças pancreática, gastrointestinal, 

envolvimento hepatobiliar e pulmonar crônica (Figura 2). Trata-se de uma doença de 

característica progressiva e potencialmente letal, ainda pouco conhecida em nosso país, apesar 

da existência de alguns centros e profissionais dedicados a estudá-la e cuidar dos pacientes há 

muitos anos (REBRAFC, 2016). A fibrose cística resulta de mutações localizadas no gene 

CFTR que contém 27 éxons, com um tamanho aproximado de 250 kb e localização 7q31.2, que 

codifica uma proteína conhecida como CFTR (Regulador da Condutância Transmembranar da 

Fibrose Cística) (PARANJAPE et al. 2017; CANT et al. 2014). 
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Figura 2. Principais órgãos afetados em pacientes com FC. 
 

Fonte: Adaptado de Cutting (2014). 

 

2.1.1 Disfunção no CFTR 

A proteína CFTR é uma glicoproteína que atua como regulador de cAMP do canal de 

cloreto (Cl-). Vários estudos relataram um relacionamento entre CFTR e ENaC (Canal de Sódio 

Epitelial) ambos localizados na membrana apical das células epiteliais em diferentes órgãos. A 

alteração nesta proteína provoca uma diminuição na função do canal de cloreto CFTR e uma 

consequente falta de homeostasia iônica e de água nas superfícies epiteliais (MATTEIS et al. 

2015; MARSON, 2011; CONESEet al. 2011). A mutação do CFTR restringe a absorção de sal 

através da ENaC na glândula sudorípara, enquanto que nas condições fisiológicas, Na+ e Cl- 

são absorvidas pelo epitélio do duto. A falta de CFTR bloqueia a absorção transcelular de Cl- 

e, portanto, a absorção de Na+, que também é inibida devido à necessidade de eletroneutralidade 

dentro da célula (Figura 3). Como resultado, uma concentração elevada de NaCl no suor é uma 

evidência diagnóstica efetiva da doença (MATTEIS et al. 2015). Embora o CFTR seja 

amplamente expresso em dutos e tubos de revestimento epitelial em todo o corpo, a disfunção 

CFTR nos pulmões é a principal causa de morbidade e mortalidade em pacientes com FC 
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(CONESI et al. 2011). 

 

Figura 3. Função dos canais CFTR e ENaC em células epiteliais normais e de pacientes com FC. 

Fonte: Adaptado de cftrstructure.org (2018). 

 
 

Até a data, mais de 2000 mutações CFTR foram identificadas e a maioria é extremamente 

rara; a maior mutação F508del representa aproximadamente 70% de todos os alelos CF. São 

categorizadas em seis classes distintas que reportam anormalidades de síntese, estrutura e 

função de proteínas (Figura 4) (PARANJAPE et al. 2017; NAGY-JR et al. 2016; FURGERI et 

al. 2018; SHEN et al. 2016). Portanto, a identificação precisa das mutações do CFTR contribui 

grandemente para a prevenção, o diagnóstico e até mesmo o tratamento (terapia ou terapia 

genética específica da mutação) da doença (SHENet al. 2016). 

 

Figura 4. Classes dos defeitos no CFTR. 

Fonte: Adaptado de Sosnay (2016). 
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2.2 DIAGNÓSTICO E TRATAMENTO DA FC 

A incidência da FC varia em todo o mundo e evidências indicam que a prevalência da FC 

é rara. O subdiagnóstico continua a ser um desafio significativo, apesar das melhorias nos últimos 

anos, destacando a necessidade de uma compreensão mais ampla e maior consciência da doença 

(HUPES, 2015; SILVA-FILHO et al. 2016). 

 

A maioria dos países com pacientes com FC não tem registros ou dados de instalações de 

saúde e milhares de pacientes com FC são tratados por sintomas sem nunca terem sido 

diagnosticados. Nos EUA e no Reino Unido, a expectativa de vida média é de 35 a 40 anos. Em 

países como El Salvador, Índia e Bulgária, a expectativa de vida cai para abaixo de 15 anos 

(CFW, 2018). A sobrevivência dos pacientes depende da confirmação e do diagnóstico precoce 

e iniciação do tratamento nos estágios iniciais da doença. Na Figura 5, temos a distribuição do 

número de pacientes em relação à idade do diagnóstico no último relatório do Registro 

Brasileiro de Fibrose Cística (REBRAFC) em 2015. 

 
Figura 5. Distribuição dos pacientes em relação à idade ao diagnóstico. 

 

Fonte: REBRAFC (2015). 

 

 

A identificação é obtida pela presença de sinais ou sintomas, histórico familiar, imunorreativo 

tripsinogênio alterada (ITR) na triagem neonatal e confirmada por teste de suor positivo em 
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duas medições separadas, presença de duas mutações de FC ou teste de diferença de potencial 

nasal (DPN) alterado. O último teste requer habilidades consideráveis e raramente é usado no 

Brasil (MUNCK et al, 2015; DOMINGOS et al. 2015). 

No Brasil, o exame de detecção da FC foi introduzido no Programa Nacional de Avaliação 

Neonatal (PNTN) em 2001 com o teste de ITR realizado em sangue coletado de recém-nascidos 

e teste de suor (MUNCK et al, 2015; DOMINGOS et al. 2015). O teste do pezinho na rede 

pública de saúde foi incluído nas ações do PNTN, sendo gratuito e obrigatório para bebês entre 

o terceiro e sétimo dia de vida. O teste é baseado na dosagem da tripsina imunorreativa 

percussor de enzimas pancreáticas, onde sua concentração costuma estar persistentemente 

elevada no sangue de recém-nascidos com FC graças à fibrose do pâncreas apresentada já no 

período uterino, acarretando refluxo das enzimas para a circulação (PIZZIGNACCO et al. 

2011). Apesar de ter melhorado o diagnóstico este teste do ITR possui falhas, apresentando uma 

taxa de 20% de falsos negativos. Além desta problemática o ITR só pode ser feito em crianças 

nas primeiras semanas de vida, após isso seus níveis declinam (MUNCK et al, 2015). O teste 

do suor é utilizado como segundo teste, para confirmação, porém devido a falhas na coleta e na 

quantidade da amostra, o teste do suor também apresenta elevado número de falsos negativos 

(DOMINGOS et al, 2015). Em 1959, Gibson e Cooke desenvolveram a medida da concentração 

de cloreto do suor pelo teste quantitativo de iontoforese por pilocarpina (TQIP). Desde então, 

a medida do cloreto de suor pelo TQIP tem sido considerada o método padrão- ouro para 

diagnosticar a FC. Apesar disto, a implementação do teste do suor apresenta muitas dificuldades 

(MATTARet al. 2014). É dividido em três estágios: estimulação, coleta e medição de eletrólitos.  

Durante a fase de estimulação pode ocorrer: baixa quantidade de produção   de suor, 

dificuldades para imobilizar crianças, estresse, queimaduras, dor, urticária, vermelhidão e 

irritação da pele, quando a densidade de corrente é aplicada acima de 0,5 mA / cm. Choque 

elétrico e lesões na pele podem ocorrer quando o eletrodo metálico está em contato direto com a 

pele, em caso de uso indevido. Na fase de coleta pode ocorrer: contaminação, evaporação da 

amostra e tempo inadequado na produção de suor (GOMEZ et al. 2014). Durante a dosagem o 

procedimento é vulnerável a erros se não for realizado por profissionais experientes que são 

especificamente treinados em coleta e análise de suor. A FC é frequentemente subdiagnosticada 

e/ou diagnosticada tardiamente no Brasil, em parte devido à complexidade do teste do suor e a 

escassez de profissionais treinados para conduzir adequadamente o TQIP (MATTAR et al. 

2014; GOMEZ et al. 2014). 

O teste DPN envolve medir a diferença de potencial bioelétrico transepitelial em várias 
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regiões do epitélio nasal, o valor de referência para DPN é baseado nos valores obtidos entre 

pacientes com e sem fibrose cística (OOI et al., 2014). Os testes genéticos são importantes 

ferramentas para o diagnóstico preciso de doenças, além de auxiliarem na tomada de decisão 

quanto a terapia que será abordada em cada paciente e diminuir a quantidade de casos 

inconclusivos (DIANA et al. 2016; LIM et al. 2015). 

A população com FC mundial tem crescido significativamente. O diagnóstico tem 

aumentado tanto por reconhecimento de manifestações clínicas compatíveis ou por história 

familiar positiva, como pelo rastreamento neonatal, já disponível no Brasil (Figura 6). Porém, 

esta doença ainda precisa ser mais bem divulgada e diagnosticada em alguns locais onde tem 

sido subdiagnosticada, principalmente nos países em desenvolvimento. Quanto mais cedo o 

paciente tem acesso ao tratamento e acompanhamento em centros especializados, tende a ter 

uma sobrevida melhor e maior é a chance de se promover qualidade de vida. Com a proporção 

de adultos portadores de FC crescendo progressivamente, novas demandas vêm surgindo para 

os serviços de saúde. Nessa faixa etária, complicações são mais comuns e outras questões 

precisam ser abordadas, como saúde reprodutiva, planejamento familiar e transplante de órgãos. 

Diferentes estudos buscam a definição de indicadores prognósticos que ajudem no manejo 

destes pacientes, mas isto é um grande desafio dado a grande possibilidade de viés 

metodológico por se tratar de doença sistêmica, com ampla gama de manifestações e 

influenciada por diferentes fatores ambientais (FIRMIDA et al. 2011). 

 
Figura 6. Distribuição dos pacientes quanto ao Estado de nascimento. 

 

Fonte: REBRAFC (2015). 

Atualmente, com o entendimento da fisiopatologia da doença e o advento de modalidades 
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terapêuticas novas (como reposição de enzimas digestivas, fisioterapia respiratória, 

antibioticoterapia e a possibilidade de transplante pulmonar) têm possibilitado a redução da 

morbidade e aumento da sobrevida dos pacientes com FC. Planos de tratamento ajudam os 

pacientes com FC a manter sua saúde, apesar de todo plano ser único normalmente incluem 

visitas trimestrais ao seu centro especializado, além de técnicas de limpeza aérea, medicações 

orais, nebulização e inalação; terapias nutricionais e exercícios regulares (MACKENZIE et al. 

2014). Pessoas com FC normalmente começam a terapia de limpeza aérea logo depois de serem 

diagnosticados e continuam praticando por toda sua vida. Enquanto essas técnicas de limpeza 

aérea podem diferir na necessidade de assistência ou equipamento, mas todos têm a mesma 

função de remover as secreções dos pulmões. A decisão de qual técnica usar é influenciada pela 

idade, preferência do paciente e custo (WILSON et al. 2014). 

A má absorção é predominantemente ocasionada pela disfunção pré-epitelial e decorre da 

rejeição de nutrientes não hidrolisados no lúmen pela insuficiente secreção pancreática. 

Frequentemente nos fibrocísticos, o pâncreas não produz enzimas suficientes para a completa 

digestão dos alimentos ingeridos, e uma das primeiras manifestações é a má-absorção de 

nutrientes. As proteínas requeridas para o crescimento e reparo de tecidos do corpo não são 

totalmente utilizadas. A gordura, o nutriente mais energético não é absorvido; assim, o 

crescimento é atrasado e as deficiências de vitaminas lipossolúveis podem ocorrer. A educação 

alimentar destinada a pacientes com fibrose cística e familiares, envolvendo informação 

nutricional, uso correto de enzimas, recomendações reforçadas de uma alimentação adequada e 

uso de suplementos hiperenergéticos, quando indicado, pode assegurar que os pacientes 

recebam um ótimo tratamento nutricional e uma melhora na qualidade de vida (ROSA et al., 

2008). Estudos documentam a melhora do condicionamento físico, aumento da forçada 

musculatura ventilatória e a melhora da resposta ao tratamento do fibrocístico com o exercício 

físico, além da qualidade de vida, no entanto, os dados a respeito do aumento da sobrevida 

permanecem sem maiores esclarecimentos (HAACK e NOVAES, 2013). No tratamento da 

fibrose cística, vários medicamentos (antibióticos, anti-inflamatórios, broncodilatadores, 

mucolíticos) ou procedimentos (fisioterapia respiratória, oxigenioterapia, transplante de 

pulmão, reposição de enzimas digestórias, suporte nutricional, suporte psicológico e social, 

terapia gênica) podem ser necessários, incluindo uma equipe multidisciplinar de profissionais. 

Além do tratamento medicamentoso e de outros procedimentos clínicos, o cuidado da família 

é essencial, e já mostrou trazer benefícios para os pacientes, também é importante que estejam 

sempre bem informados sobre a doença (BRENNAN e SCHRIJVER,2016; ROSA et al. 2008). 
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2.3 BIOSSENSORES 

A medicina personalizada requer o desenvolvimento de novos e mais rápidos, detectores 

para o reconhecimento de biomarcadores, cumprindo a necessidade de ferramentas de “point- 

of-care” do diagnóstico médico, eliminando a demanda de tempo entre visita médica, requisição 

e realização dos exames, retorno ao médico e só então início do tratamento (IANESELLI, 2013; 

MOREIRA et al., 2013). Com este intuito, os biossensores têm sido desenvolvidos e a pesquisa 

neste campo vem tornando-se cada vez mais popular, ocupando um papel importante na área 

das ciências analíticas (KISSINGER, 2005). Um biossensor é um dispositivo analítico capaz de 

realizar análises químicas ou biológicas, sem pré-processamento de amostra (SILVA et al. 

2018). 

O termo biossensor possui diferentes definições, dependendo do campo ao qual ele é 

aplicado. Por exemplo, para um biólogo, um biossensor é “um dispositivo que traduz uma 

variável biológica, como potenciais elétricos, movimentos ou concentrações químicas em sinais 

elétricos”. Para um químico, uma definição mais adequada seria “um dispositivo que se utiliza 

de reações biológicas mediadas por enzimas isoladas, imunossistemas, tecidos, organelas ou 

células para detectar componentes químicos, geralmente por sinais elétricos, térmicos ou 

óticos”. Um físico ainda poderia definir um biossensor como “um dispositivo que detecta, 

registra e transmite uma informação, por meio de uma considerada mudança fisiológica ou 

ocorrência de um processo” (IUPAC, 1992; MARKS et al., 2008). Entretanto, de uma maneira 

geral, os biossensores são definidos como ferramentas analíticas que combinam biomoléculas 

imobilizadas (ácidos nucléicos, anticorpos, células, entre outros) a um transdutor para criar uma 

superfície que permita a medição qualitativa e/ou quantitativa de um analito específico 

(GARAY et al., 2015; FENG, DAI e WANG, 2014; BELLUZO et al., 2008). 

A tecnologia dos biossensores oferece a possibilidade de uma avaliação rápida, sensível e 

seletiva de diversos analitos, geralmente podem ser distribuídas em uma ampla variedade tanto 

clínica, como ambiental e de alimentos (GARAY et al., 2015; YANG et al., 2015). Estes 

dispositivos bioanalíticos possibilitam a detecção quantitativa e/ou qualitativa do analito e é 

composto por: (I) um bioreceptor, ou seja, uma molécula biológica com função de 

reconhecimento, podendo ser DNA, RNA, aptâmeros, enzimas, anticorpos, entre outros; (II) 

um transdutor, onde serão imobilizados os bioreceptores, tendo função de converter o sinal 

proveniente do evento de reconhecimento biológico em um sinal mensurável; e a última parte 

(III) constitui-se de um detector, microprocessador onde os sinais oriundos do transdutor serão 
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amplificados e analisados através de softwares especializados (Figura 7) (FENG et al. 2014; 

CAYGILL, BLAIR e MILLNER, 2010). 

Figura 7: Componentes dos biossensores. 

 

Fonte: Adaptado de Yokoyama (2011). 

 

 

2.3.1 Classificação dos Biossensores 

Os biossensores podem, então, ser classificados de acordo com o bioreceptor imobilizado 

e com o tipo de transdutor utilizado. De acordo com o tipo de elemento de reconhecimento 

biológico imobilizado podem ser classificados em: enzimáticos, microbiológicos, 

imunossensores, genossensores, entre outros. A classificação baseada no transdutor utilizado 

diz respeito ao tipo de sinal gerado após o evento de reconhecimento biológico (SILVA et al. 

2018). 

Com relação ao bioreceptor os biossensores podem ser de diversos tipos. O biossensor 

enzimático é um dispositivo que combina a sensibilidade e a seletividade de uma enzima com 

um transdutor. O princípio deste biossensor está baseado na catálise do substrato. Já o 

imunossensor é um tipo de biossensor baseado numa reação imunológica específica, onde o 

antígeno ou anticorpo é imobilizado na superfície do transdutor. Com relação ao microbiológico 

é um dispositivo que combina uma célula microbiológica imobilizada. A vantagem do uso de 

células microbiológicas como biocatalisadores reside, principalmente, no fato de que as mesmas 

têm a capacidade de se adaptarem a condições adversas sem perderam a sensibilidade ao 

contrário do que ocorre com as enzimas (LABUDA et al. 2010; ROLIM, 2013). O genossensor 

é um dispositivo que utiliza uma sonda de ácido nucléico (DNA ou RNA) imobilizada como 

elemento de reconhecimento. Os genossensores são dispositivos analíticos avançados que 
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exibem a promessa de diagnóstico com elevada especificidade e sensibilidade, são de baixo 

custo e podem ser utilizados para detecção precoce de diversas patologias (CAMPOS- 

FERREIRA   et  al.   2013;   ROLIM,  2013;  NASCIMENTO   et  al.   2012).  O conceito de 

genossensores pode revolucionar os estudos genéticos e os diagnósticos biomoleculares, 

tornando-os mais acessíveis, mais específicos e com detecção quase instantânea. Biossensores 

de ácidos nucléicos foram desenvolvidos para detectar um alvo específico de DNA ou RNA, 

por hibridização com sondas complementares (Figura 8) (HUANG et al. 2015; ROLIM, 2013). 

 

Figura 8: I – Imobilização da sonda na superfície do eletrodo; II – Hibridização com sequência alvo. 

 
 

Fonte: Adaptado de Rollim (2013). 

 

 

De acordo com o tipo de transdutor utilizado, os biossensores podem ser classificados em 

ópticos, térmicos, piezoelétricos, eletroquímicos, entre outros (ROLIM, 2013; CAYGILL, 

BLAIR e MILLNER, 2010). Uma parte essencial de um biossensor é o transdutor, cuja função 

é o de transformar a velocidade da reação bioquímica que ocorre durante o reconhecimento 

biológico para uma resposta mensurável (ROLIM, 2013; ARCOS- MARTÍNEZ et al. 2010; 

LABUDA et al. 2010). 

 

Os biossensores ópticos avaliam absorção de luz, fluorescência, luminescência, 

refletância, índice de refração, e permitem análises em tempo real com alta sensibilidade 

(LONG, ZHU e SHI, 2013). Os biossensores térmicos, por sua vez, têm um transdutor que, uma 

vez que o analito interage com seu bioreceptor, ocorre um aquecimento ou variação da 

temperatura que é proporcional à quantidade de analito na amostra. Este tipo de transdutor não 

requer recalibração constante e tem aplicação em análise de alimentos, cosméticos e na indústria 

farmacêutica. Existem outros biossensores que detectam a massa sobre seu transdutor, 
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constituído de cristais piezoelétricos, como os de quartzo. Estes transdutores piezoelétricos se 

baseiam na propriedade dos materiais de vibrarem em frequências específicas quando 

estimulados por determinado sinal elétrico. A partir do evento de reconhecimento biológico 

ocorre aumento de massa sobre a superfície do transdutor, modificando a frequência de 

oscilação e viabilizando a detecção do analito (MONOSIK, STREDANSKY e STURDIK, 

2012). Por fim, os biossensores eletroquímicos, utilizam eletrodos como transdutores. O 

princípio básico desta classe de biossensores é que a interação entre a biomolécula imobilizada 

e seu alvo (analito) produz ou consome íons ou elétrons, afetando as propriedades elétricas da 

solução, como a corrente ou potencial elétrico (CAYGILL, BLAIR e MILLNER, 2010; 

MONOSIK, STREDANSKY e STURDIK, 2012). 

 

2.3.2 Biossensores Eletroquímicos 

Os transdutores eletroquímicos são baseados no movimento de íons e na difusão de 

espécies eletroativas. Os biossensores que utilizam esses transdutores são mais utilizados 

quando comparado com outros transdutores, pois são estáveis, apresentam “screening” rápido, 

alta sensibilidade, possuem a grande vantagem de serem econômicos e a possibilidade de 

automação, permitindo sua aplicação em um grande número de amostras. São utilizados 

também em análises clínicas e testes de monitoramento (HUANG et al. 2015; ROLIM, 2013; 

ARCOS-MARTÍNEZ et al. 2010). Estas vantagens têm aumentado com o advento dos eletrodos 

impressos. Os eletrodos impressos evitam alguns dos problemas comuns de eletrodos sólidos 

clássicos, como efeitos de memória e processos de limpeza bastante dispendiosos. Além disso, a 

extensa gama de formas de modificação dos impressos abre um grande campo de aplicações 

para estes eletrodos. Essas modificações incluem, por exemplo, a imobilização de um 

componente biológico para o desenvolvimento seletivo, sensível e descartável de biossensores 

(APETREI e APETREI, 2015). Os componentes biológicos podem ser imobilizados sobre a 

superfície do eletrodo de trabalho através de adsorção, aprisionamento, microencapsulação, 

reticulação ou ligação covalente. A tecnologia impressosconsiste em deposições “layer-by- 

layer” (camada-a-camada) de tinta sobre um substrato sólido, através da utilização de uma tela 

ou de malha, que define a geometria do sensor (Figura 9) (APETREI e APETREI, 2015; 

ARCOS-MARTÍNEZ et al. 2010). 
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Figura 9: Plataforma screen-printed desenvolvida pelo grupo Biossensores-LIKA 

 
.  

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora 

 

Procedimentos baseados nos biossensores impressos são mostrados como dispositivos 

práticos para a determinação rápida, de baixo custo e fácil de usar para muitas substâncias de 

interesse analítico (APETREI e APETREI, 2014; ARCOS-MARTÍNEZ et al. 2010). Este 

sistema é composto por eletrodos de trabalho, referência e auxiliar que permitem a imobilização 

do analito em estudo e a geração de sinais elétricos a partir de uma energia gerada por técnicas 

amperométricas, potenciométricas, voltamétricas, entre outras (PRIVETT et al. 2010). 

 

2.3.3 Genossensores 

O desenvolvimento de genossensores (também conhecidos como biossensores de DNA) 

tem aumentado consideravelmente ao longo dos últimos anos (SADIK et al. 2009). O interesse 

em adotar o DNA como bioreceptor vem do fato de que esta molécula é capaz de identificar e 

especificar sequências de ácidos nucléicos dos diferentes organismos vivos, o que eleva a 

eficiência dos diagnósticos a níveis moleculares (MANZANARES-PALENZUELA et al. 2015; 

LIU et al. 2012). 

 

Os princípios dos genossensores baseiam-se na formação da dupla hélice do DNA. O DNA 

é composto por quatro unidades de nucleotídeos (adenina, guanina, citosina e timina) que se 

repetem ao longo da cadeia do DNA. Este, por sua vez, adquire a configuração de dupla hélice 

ao ligar-se à sua cadeia complementar, que são ligadas por meio de pontes de hidrogênio, evento 

conhecido como hibridização ( MANZANARES-PALENZUELA et al. 2015; IUNI-IUI et al. 

1997; KÖSER et al. 2012). A formação da cadeia dupla de DNA (dsDNA) ocorre porque as 

bases dos nucleotídeos irão refazer as pontes de hidrogênio existentes somente com suas bases 
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complementares específicas: adenina (A) pareia-se com timina (T) e citosina (C) pareia-se com 

a guanina (G), sendo que no caso do RNA, a uracila (U) substitui a timina e pareia-se com a 

adenina. A estabilidade dessa ligação depende da sequência de nucleotídeos em ambas as 

cadeias: uma combinação perfeita na sequência de nucleotídeos produz uma dsDNA altamente 

estável, enquanto que um mau-pareamento aumenta a instabilidade entre as cadeias, 

enfraquecendo a formação da dsDNA. Estes mesmos princípios são aplicáveis ao RNA, em que 

podem ocorrer hibridizações do tipo RNA-RNA e RNA-DNA (GUO et al. 2012; SANTIAGO- 

SIM et al. 2012; SCHNEIDER, 2012). 

 

2.3.4 Utilização de nanomateriais em biossensores eletroquímicos 

A utilização de nanomateriais em biossensores eletroquímicos recebeu considerável 

atenção pelos grupos de investigação nas últimas décadas. A possibilidade de analisar 

seletivamente amostras biológicas diretamente sem pré-tratamento fracionado, equipamento 

barato, simples manipulação e sistema de modelagem simples para calibração são as vantagens 

dos métodos eletroquímicos (SOLEYMANI et al, 2017; QURESHI, GURBUZ e NIAZI, 2012). 

 

Os polímeros condutores são geralmente chamados de “metais sintéticos” por possuírem 

propriedades elétricas, magnéticas ou ópticas de metais e semicondutores. Estes possuem uma 

estrutura eletrônica única, que é responsável pela alta condutividade elétrica, baixo potencial 

de ionização e alta afinidade eletrônica (LI et al. 2012; FAEZ et al. 2000). A síntese destes 

polímeros condutores pode ser realizada tanto quimicamente quanto eletroquimicamente. De 

modo geral, a eletropolimerização é uma técnica mais versátil e aplicável a diversas situações 

devido às suas vantagens em termos de forte aderência à superfície do eletrodo, à estabilidade 

química da análise do filme, alta sensibilidade, seletividade e homogeneidade na deposição 

eletroquímica, custos reduzidos, realização a temperatura ambiente, é eficiente para eletrodos 

de áreas maiores, resulta no confinamento do polímero ao eletrodo e sua forma e propriedades 

podem ser controladas (SOLEYMANI et al, 2017; PENG et al., 2009). 

Os polímeros condutores têm sido amplamente utilizados em sensores eletroquímicos e 

ensaios porque eles têm vários grupos funcionais que oferecem seletividade em relação ao 

analito alvo. Devido às excelentes propriedades eletrocatalíticas, a eletropolimerização de 

aminoácidos ganhou grande atenção no campo dos sensores / biossensores (HASANZADEH et 

al, 2017; TIG, 2017). Entre os diferentes monômeros, descobriram que a arginina pode sofrer 

uma reação de polimerização oxidativa em diversas condições e formar uma forte adesão ao 
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substrato em que é cultivada. O revestimento Poli-Arginina sobre a superfície de substratos é 

geralmente fino e oferece estrutura altamente robusta em uma ampla gama de pH. O potencial 

latente da Poli-Arginina, até agora foi implementado como uma plataforma de detecção 

eletroquímica para uma miríade de substâncias (SOLEYMANI et al, 2017). A poli-arginina foi 

utilizada para a modificação do eletrodo e aplicada para a determinação eletroquímica, devido à 

sua versatilidade e facilidade de preparação (ZHANG et al., 2012). Por outro lado, materiais 

compósitos que combinam grafeno e polímero (como poli-arginina) têm maior atenção devido 

à melhora no desempenho eletrocatalítico dos eletrodos (TIG, 2017; LI et al., 2012). 

O carbono é um dos elementos mais abundantes da natureza; os átomos de carbono podem 

formar redes complicadas que são fundamentais para a química orgânica e a existência da vida. 

O carbono é um material único que pode existir em formas que variam de zero dimensional (0-

D) a tridimensional (3-D) (Figura 10). O grafite e seus alótropos, como o grafeno, o óxido de 

grafeno (GO), os nanotubos de carbono (CNTs) e o óxido de grafeno reduzido (RGO), atraíram 

um grande interesse para uso em física quântica, nanoeletrônica, catálise, nanocompósitos e 

tecnologia de sensores por causa de sua estrutura e geometria únicas. Em comparação com outros 

alótropos de carbono, como os CNTs, o grafeno possui várias vantagens em várias aplicações, 

incluindo biossensores (incluindo DNA, anticorpos, sacarídeos, componentes inorgânicos, 

moléculas de fármacos e determinação de múltiplos componentes) e entrega de fármacos, 

devido à sua menor toxicidade e biocompatibilidade superior (ZHANG et al., 2017). Os 

materiais de grafeno têm sido extensivamente estudados na modificação de eletrodos devido às 

suas propriedades únicas, como grande área superficial, super condutividade, boa resistência 

mecânica, forte capacidade de adsorção e grande estabilidade química. Além disso, materiais à 

base de grafeno podem ser facilmente obtidos através de transformação química simples de 

grafite (YANG et al. 2015; LI et al. 2012; MA et al. 2012). 
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Figura 10. Diferentes estruturas do carbono. 

Fonte: Adaptado de ZHANG et al. (2017). 

 

 

2.4 BIOMARCADORES E miRNA 

Muitos estudos buscam novos biomarcadores e estes possuem diversas aplicações, dentre 

estas associações estão os biossensores (TOTHILL, 2009). Visando a seleção de um 

biomarcador em potencial para a CF, elementos genéticos, como os microRNA (miRNA), que 

têm sido propostos como biomarcadores no prognóstico e risco de diversas doenças, podem 

apresentar uma boa opção (FARUQ e VECCHIONE, 2015). 

Estudos revelam que pequenas moléculas de RNA, os microRNA (miRNA), são 

responsáveis por fazer o controle gênico de diversas funções celulares, e que uma perturbação 

na expressão de determinados miRNAs está intimamente ligado a doenças cardiovasculares, 

cânceres, diabetes, doenças neurodegenerativas, entre outras. Os miRNAs constituem uma 

classe recentemente descoberta de RNAs não-codificantes que desempenham um papel chave 

na regulação da expressão gênica. Atuando ao nível pós-transcricional, estas moléculas 

fascinantes podem aperfeiçoar a expressão de 30% de todos os genes codificantes de proteínas 
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de mamíferos. Estes miRNAs, são moléculas de RNA de cadeia simples, curtas de 

aproximadamente 22 nucleotídeos de comprimento (DELAY et al. 2013). 

A regulação positiva (superexpressão) de miRNAs específicos poderiam levar à 

repressão da expressão do gene supressor de tumor, e por outro lado a regulação negativa da 

miRNAs específicos pode resultar num aumento da expressão do oncogene; ambas estas 

situações malignas induzir efeitos subsequentes sobre a proliferação celular, diferenciação e 

apoptose que levam a crescimento do tumor e progresso. A regulação gênica ocorre através da 

ligação específica do miRNA com a região 3’ não traduzida (3’ UTR) do RNA mensageiro 

(mRNA) de determinado gene, resultando em uma alteração na expressão gênica ou na 

degradação da proteína transcrita. Apenas um tipo de miRNA é capaz de se ligar e regular 

centenas de mRNA diferentes, portanto a expressão de um miRNA defeituoso pode estar 

envolvido no início de diversas doenças metabólicas. Os miRNAs recentemente têm sido 

propostos como biomarcadores no prognóstico e risco de doenças (LABIB e BEREZOVSKI, 

2015; TOTHILL, 2009; DELAY, 2013). Nos últimos anos, o papel dos miRNA em associação à 

gravidade e aos sintomas da CF tem sido intensamente estudado (LABIB e BEREZOVSKI 

2015; AHANDA, et al, 2015) e já existem tabelas de miRNA com sequências de moléculas que 

estão em desregulação quando há a doença ou quando há a mutação DeltaF508. Essa 

informação dá a base para a análise desses miRNA e seleção do melhor biomarcador para a CF. 

 

 2.5 IMPORTÂNCIA DOS BIOSSENSORES NO DIAGNÓSTICO DA FC 

O diagnóstico precoce da FC previne a desnutrição grave e promove o crescimento em longo 

prazo de crianças afetadas. Sendo assim, o diagnóstico fornecido por dispositivos “point-of- 

care” irão facilitar a detecção precoce de doenças e possibilitará tratamentos mais efetivos 

(ZHANG et al. 2017). 

De acordo com a Cystic Fibrosis Foundation, cerca de 70 mil pessoas no mundo vivem 

com Fibrose Cística. No Brasil, no Registro Brasileiro de Fibrose Cística (REBRAFC), 

contabiliza-se cerca de 3.000 pessoas com a doença, mas é possível que existam muito mais 

pacientes sem diagnóstico e tratamento adequados. Ainda não existe uma cura para a Fibrose 

Cística, mas os recentes avanços já permitem que os pacientes vivam por mais tempo e com 

muito mais qualidade. Para isso, o diagnóstico precoce e a adesão ao tratamento são 

fundamentais. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 MINERAÇÃO DE DADOS PARA OBTENÇÃO MIRNAS RELACIONADAS  

 A FC Para a execução desta etapa, foi realizada uma vasta revisão bibliográfica sobre 

miRNA relacionados à CF e miRNA desregulado durante a FC Utilizaram-se ferramentas de 

pesquisa em literatura e bibliotecas tradicionais, como GoogleScholar, ScienceDirect e 

PubMed. Para isso, foram utilizados termos como "miRNA", "Fibrose Cística",  

 

"Desregulação" e "Biomarcadores". 

 
Além disso, uma pesquisa de elementos genéticos relacionados à FC e miRNAs foi 

realizada através do banco de dados Thomsom Reuters MetaCore (portal.genego.com), que tem 

pesquisas para biomoléculas, funções, vias metabólicas e interações já descritas, e suas 

informações são baseadas em artigos científicos. A busca por miRNA foi feita para a presença 

de fibrose cística e termos como "Network elements", "miRNA" e "Fibrose Cística" foram 

utilizados. Também realizamos uma pesquisa através de alvos de miRNA validados e previstos, 

como miRDB (http://mirdb.org/miRDB/) e miRTarBase (http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/). 

 

3.2 ANÁLISE E SELEÇÃO DE BIOMARCADORES DE FC 

Usando miRBase (http://www.mirbase.org/), um banco de dados específico de miRNA, 

analisamos as características do miRNA já encontradas como localização cromossômica e 

sequência de nucleotídeos. Outras propriedades como estrutura secundária, temperatura de 

anelamento, autoanelamento e conteúdo GC foram observadas através do software CLC Main 

Workbench 6.9.2. Também com o uso das ferramentas “Annealing” e “BLAST NCBI”, foi 

realizado um estudo de complementaridade e hibridação do miRNA com o genoma humano e 

sequências de várias outras espécies de nucleotídeos, no NCBI (Centro Nacional de 

Informações em Biotecnologia). banco de dados, para a avaliação de sua especificidade e 

conservação. 

A seleção de dois miRNAs como melhores biomarcadores de aplicabilidade baseou-se 

nesses dados e em outros critérios, como ter o gene CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane 

Regulator) como alvo validado, sendo superexpressado na FC, que teve mais relatos na 

literatura e especificidade relacionados à FC. 

http://mirdb.org/miRDB/)
http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/)
http://www.mirbase.org/)
http://www.mirbase.org/)
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3.3 REAGENTES 

Todos os reagentes utilizados foram de alta pureza. As sondas miRNA 509 foram 

adquiridas como um pó liofilizado da IDT Technologies, EUA. As soluções armazenadas e 

diluídas (25 nMole) foram preparadas com tampão fosfato 0,05 M (pH 7,4) e mantidas 

congeladas. Para as demais análises utilizou-se L-Arginina (SIGMA), Grafeno, Ferrocianeto 

Tri-hidratado de Potássio (SIGMA), Ferricianeto de Potássio (SIGMA), tampão Tris-HCl 20 

mM pH 7,0 e Azul de Metileno 500μM. 

 

3.4 CONSTRUÇÃO DE ELETRODOS IMPRESSOS 

Os eletrodos impressos em tela foram construídos em suporte polimérico sólido e 

resistente, sendo constituídos por três linhas condutoras. O tamanho dos biossensores foi 

calculado de acordo com os estudos de condutividade e interferência dos sinais elétricos, que 

foram monitorados no software NOVA, versão 2.0. As linhas condutoras foram impressas na 

superfície de poliestireno (PS). O eléctrodo de referência foi impresso com tinta Ag / AgCl 

(ACHENSON), sobreposto a uma linha condutora e seco em estufa a 60 ° C durante 4 horas. A 

tinta prata / cloreto de prata apresenta potencial conhecido, constante e completamente 

insensível à composição da amostra do estudo. O eletrodo de trabalho (área superficial de 

aproximadamente 7 mm2) e o auxiliar constituído de pasta de carbono foram impressos 

sobrepostos na segunda e terceira linha condutora. Subsequentemente, os biossensores foram 

novamente secos em estufa a 60 ° C durante 6 horas. Eletrodos baseados em pasta de carbono 

têm algumas vantagens sobre outros eletrodos, como versatilidade, baixa corrente de fundo, 

baixo ruído, baixo custo, bem como uma variedade de modificações de superfície, bem como 

facilidade de renovação da superfície (SILVA et al, 2011; VIEIRA, 2007). Após a definição da 

plataforma, os eletrodos secos foram lavados intensivamente com 0,1% de solução de ácido 

sulfúrico e, em seguida, com água ultrapura e foram secos em estufa por 60 min a 60 ° C. 

 

3.5 MODIFICAÇÃO DOS ELETRODOS DE TRABALHO 

Para a síntese do grafeno, foi utilizado o método de Hummer modificado (ARCOS- 

MARTÍNEZ, 2010; APETREI e APETREI, 2015). Consiste na adição de 3 g de KMnO4, 50 

mL de H2SO4 e 25 mL de HNO3 em um recipiente para promover a separação e oxidação das 

folhas de grafeno do grafite. Depois de oxidado, o grafeno foi levado a um forno para redução 
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a alta temperatura (500 ° C por 15 minutos). Subsequentemente, pesou-se 3,5 mg de arginina 

(10 mM) e diluiu-se em 2 mL de tampão acetato (pH 5,0; 0,5 M). Em seguida, 2 mg de grafeno 

reduzido foram adicionados à solução e levados ao banho de sonicador durante 30 minutos. As 

comparações de condutividade de arginina e arginina mais grafeno foram feitas em CV usando 

Ferri / Ferro Cianeto 5 mM. As leituras de DPV foram realizadas usando tampão Tris-HCl 20 

mM pH 7,0 e Azul de Metileno 500μM. Para formar a camada de poli-L-arginina, juntamente 

com o grafeno, 50μL da solução foram colocados na superfície do eletrodo de trabalho e 

eletropolimerizados por voltametria cíclica aplicando um potencial de varredura de -1,5 V a 2,0 

V por 10 ciclos a uma velocidade de varredura. de 100 mVs-1. 

 

3.6 IMOBILIZAÇÃO DA SONDA DE MIRNA 

A sonda foi imobilizada no transdutor por adsorçãoNesta etapa, a melhor condição de 

imobilização da sonda foi avaliada utilizando diferentes concentrações (1 μM, 5 μM, 10 μM, 15 

μM, 20 μM e 25 μM). No eletrodo eletropolimerizado com solução de arginina e grafeno, 5 μL 

de sonda de DNA complementar ao miRNA 509 foram colocados na superfície do eletrodo de 

trabalho, à temperatura ambiente (23 ° C). 

 

3.7 DETECÇÃO DO ALVO miRNA509 

Para a detecção de FC, a molécula alvo (miRNA 509) foi adicionada ao transdutor 

imobilizado com a sonda e incubada durante 10 minutos a uma temperatura de anelamento 

específica (47 ° C). Depois disso, uma solução de azul de metileno 500 mM foi adicionada ao 

eletrodo de trabalho modificado por 5 min. 

 

3.8 ANÁLISES ELETROQUÍMICAS 

Para análise dos sinais eletroquímicos, os biossensores hibridizados com a sonda e o DNA 

alvo foram lidos com tampão Tris-HCl e azul de metileno 500 mM como indicador de redução 

e acoplados ao potenciostato AUTOLAB PGSTAT utilizando o NOVA 2.0 como interface de 

software. A técnica de Voltametria de Pulso Diferencial (VPD) foi utilizada para detectar os 

sinais eletroquímicos em cada etapa dos experimentos, nos quais foi aplicado um escaneamento 

de potenciais entre -4,0 e 0,0, com amplitude de 10 mV e velocidade de varredura de 20 mV / s. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 ANÁLISE BIOINFORMÁTICA E SELEÇÃO DE BIOMARCADORES 

No processo de mineração de dados, foram encontrados 21 trabalhos científicos, 

incluindo artigos de revisão, que investigaram possíveis funções do miRNA na regulação do 

gene CFTR. 

Destes artigos, observamos 120 miRNAs que estão em desregulação em indivíduos com 

FC. O miRNA pode ser desregulado como consequência da falta de proteína funcional (devido 

à mutação DeltaF508 CFTR) ou pode, quando em concentrações alteradas, ser a causa da falta 

desta proteína, uma vez que desempenha funções de regulação pós-transcricional de genes. No 

entanto, a maioria dos artigos estudados não elucidou todas as vias metabólicas nas quais cada 

miRNA participa; analisando apenas a expressão desses miRNAs em pacientes e culturas de 

células ou usando sistemas de previsão para listar miRNAs que possuem o gene CFTR como 

alvo. 

A busca no MetaCore obteve 107 miRNA que também foram descritos nos artigos 

estudados. Já na análise do miRTarBase e do miRDB, foram encontrados 9 e 52 miRNA que 

possuem o gene CFTR como alvo validado por esses bancos de dados, no entanto, neste caso, 

foram encontrados miRNAs que não foram listados nos artigos ou no MetaCore, possivelmente 

porque tinha sido validado nestes bancos recentemente. A partir dos miRNAs encontrados nas 

diversas fontes e suas propriedades estudadas no miRBase (http://www.mirbase.org/), foram 

escolhidos cinco miRNAs que estavam seguindo os seguintes critérios: foram melhor descritos 

na literatura, foram superexpressos na FC ou quando havia a mutação DeltaF508, a CFTR era 

um alvo validado e tinha especificidade para a FC, e não desempenhou um papel importante na 

patogênese de outras doenças. Esses miRNAs são: miR-101, miR-145, miR-223, miR-494 e 

miR-509, apresentados na Tabela 1. 

Tabela 1. miRNA pré-selecionado e suas principais propriedades. 

 

MiRNA         Sequência 
Localização 

cromossômica 
ID (miRBase) 

CFTR 

(alvo) 

hsa- miR-  

101-3p UACAGUACUGUGAUAACUGAA        1p31.3 miRBase:MI0000103 Validado 

hsa- miR-  

145-5p 

GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU 

       5q32 miRBase:MI0000461 Validado 

http://www.mirbase.org/)
http://www.mirbase.org/)
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000103
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000461
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hsa- miR- 

223-3p 
UGUCAGUUUGUCAAAUACCCCA Xq12 miRBase:MI0000300 Validado 

hsa- miR- 

494-3p 
UGAAACAUACACGGGAAACCUC 14q32.31 miRBase:MI0003134 Validado 

hsa-miR- 

509-3p 
UGAUUGGUACGUCUGUGGGUAG Xq27.3 miRBase:MI0003196 Validado 

 

Estes critérios foram escolhidos porque, para uso em biossensor, o alvo deve ter a maior 

especificidade possível, ou o diagnóstico pode resultar em falsos positivos, sendo dada 

preferência ao superexpressado em condições patológicas, facilitando a análise eletroquímica e 

diferenciação entre o perfil de o estado patológico e o estado normal. 

A partir desta tabela, análises adicionais foram realizadas para selecionar apenas um miRNA. 

Análises estruturais revelaram as estruturas secundárias do miRNA e seus ssDNAs 

complementares, bem como sua porcentagem de nucleotídeos GC, o que pode interferir na 

leitura eletroquímica, no seu nível de autoanelamento e na sua temperatura ideal de anelamento. 

Os resultados são mostrados na Tabela 2. 

 
Tabela 2. Propriedades estruturais dos miRNAs pré-selecionados  

obtidos pelo software CLC Main Workbench. 
 

 
MicroRNA 

Temperatura de 

anelamento (°C) 

Autoanelamento 

(nº nt) 
Conteúdo GC (%) 

miR-101 52,59 28,00 33,33 

miR-145 63,14 26,00 52,17 

miR-223 58,95 24,00 40,91 

miR-494 59,70 20,00 45,45 

miR-509 60,61 14,00 50,00 

 
 

Nesta análise, considerou-se o autoanelamento, que deve ser baixo para maximizar a 

capacidade de hibridação com as fitas complementares. Outra análise realizada foi o 

anelamento com todo o genoma humano. Houve apenas perfeita correspondência entre a 

sequência de miRNA e seus próprios genes, o que indica que não há outra sequência igualmente 

gerada pelo genoma humano, promovendo maior especificidade. 

A última análise foi a BLAST NCBI, que realiza o pareamento de sequências de miRNAs em 

genomas de bancos NCBI. Nesta fase, miR-494 e miR-145 foram completamente 

complementares às sequências em bactérias, respectivamente Tannerella forsythia, encontrada 

em doenças periodontais, e Persicobacter sp. JZB09, que é mais comumente encontrado no 

http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000300
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0003134
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MI0003196
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solo. Ficou definido que os miRNAs compatíveis com estas bactérias não poderiam ser 

candidatos, para evitar a ocorrência de falsos positivos. 

Assim, o miRNA selecionado como o melhor biomarcador para a fibrose cística foi hsa-

miR-509-3p. Porque o miR-509 tem o menor grau de autoanelamento, além de ter alto conteúdo 

de GC, o que o torna uma boa escolha como biomarcador O miRNA selecionado foi solicitado 

pela empresa IDT - Integrated DNA Technologies para ser utilizado nos testes biossensores. As 

sequências utilizadas neste trabalho foram: 

miR-509 sonda 5’- CTA CCC ACA GAC GTA CCA 

ATC A - 3’; miR-509 alvo 5’ –

UGAUUGGUACGUCUGUGGGUAG - 3’ 

miR-509 alvo não complementar 5’ – UGA UUG GUA AUG UGG GUA G - 3’ 

 

4.2 FORMAÇÃO DA SOLUÇÃO CONDUTORA 

L-arginina e grafeno foram usados para formar uma solução condutora. O grafeno consiste 

de uma folha com uma estrutura bidimensional que possui propriedades elétricas, mecânicas, 

ópticas e térmicas excepcionais, o que o torna um candidato promissor para melhorar as 

propriedades físicas e químicas de compósitos devido à sua alta condutividade, grande área 

superficial, eletrônica transferência de heterogeneidade e grande estabilidade química (ZHANG 

et al, 2017; MA et al, 2013; SUN et al,2013). Para a produção do nanocompósito, a produção 

de grafeno foi inicialmente realizada. Para isso, utilizou-se o método modificado da Hummer, 

que consiste na oxidação de folhas de grafite e posteriormente sua redução química foi feita 

através de altas temperaturas. 

O Poly-L-Arg tem sido amplamente divulgado sobre seu uso para modificação de 

eletrodos. A L-arginina pode sofrer reação de polimerização oxidativa sob várias condições e 

formar uma forte adesão ao substrato no qual ela é imobilizadaO revestimento de poliarginina 

na superfície dos substratos é geralmente fino e oferece uma estrutura altamente robusta em 

uma ampla faixa de pH (SOLEYMANI et AL, 2017). L-Arg não só pode fazer o grafeno 

funcionalizado, mas também exibe excelente atividade eletrocatalítica. O Poly-L-Arg / 

Graphene exibe capacidade de enriquecimento, propriedades eletroquímicas proeminentes, 

grande área de superfície e determinações eletroquímicas altamente sensíveis e simultâneas ( 

YI et AL, 2016). Essa melhoria pode ser comprovada por algumas técnicas, como a análise de 

voltametria (Figura 11). Pode-se observar que mesmo a L-Arginina sendo um material 
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condutor, a solução deste aminoácido junto com o grafeno promove uma melhora significativa 

no sistema eletroquímico, onde o aumento na área do gráfico corresponde ao aumento da 

condutividade no sistema. 

 

Figura 11. Voltametria cíclica representando o comportamento do eletrodo modificado com L-Arginina (azul) e 

o eletrodo com L-arginina mais grafeno (vermelho). 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3 IMOBILIZAÇÃO E TESTE DE CONCENTRAÇÃO DE SONDA DE miRNA 

A imobilização de um elemento biológico no eletrodo é o primeiro ponto a ser 

considerado na construção de um biossensor. Determinar a concentração ótima da sonda é vital 

para melhorar o desempenho dos genossensores, além de minimizar desperdícios e 

interferências na resposta eletroquímica do sistema. Em seguida, diversas concentrações foram 

avaliadas para o processo de imobilização dos oligonucleotídeos na matriz polimérica (Figura 

12). O objetivo deste teste foi observar o comportamento da concentração da sonda no eletrodo 

através da redução eletroquímica do azul de metileno. O gráfico abaixo exibe um histograma 

em que o pico atual varia em função da concentração de oligonucleotídeos imobilizados na 

matriz polimérica. Das concentrações de sonda testadas (1,0 μM a 25 μM), a melhor resposta 

obtida foi em 15 μM. Como mostrado no gráfico, há um aumento na corrente de pico à medida 

que a concentração é aumentada até a concentração de 15 μM (5,85 μA a 9,73 μA). Depois 

disso, com um aumento da concentração da sonda, percebe-se uma saturação do sistema, que 

pode ser vista por uma queda nos picos de corrente (6,40 μA). 
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Figura 12. Histograma da variação das concentrações da sonda para imobilização. Leituras realizadas via DPV 

utilizando azul de metileno como indicador de redução em tampão TRIS-HCl pH 7,0. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A redução dos picos de corrente após a concentração de 15 μM, uma vez que as maiores 

concentrações de sondas de DNA na superfície do eletrodo aumentam o impedimento estérico 

entre as bases nitrogenadas e o transdutor, o que impede que os elétrons produzidos no processo 

de oxidação acessem o superfície do eletrodo (CAMPOS-FERREIRA et al, 2013; 

NASCIMENTO et al, 2012). 

 

4.4 HIBRIDIZAÇÃO E DETECÇÃO DO miRNA 509 

Após a modificação do eletrodo, foram realizados testes para analisar a capacidade do 

nanocompósito de promover a imobilização da sonda. A imobilização, neste caso, ocorre por 

adsorção eletrostática do oligonucleotídeo carregado negativamente na matriz polimérica de 

carga positiva (NORTON et al, 2015). O pico atual no VPD representa o sinal de redução do 

azul de metileno, usado como indicador de oxirredução, sendo capaz de diferenciar os 

oligonucleotídeos simples e bicatenários pela disponibilidade de guaninas para interação 

(NASCIMENTO et al, 2012). Todos os experimentos foram realizados em triplicata e através 

do VPD podemos observar que o eletrodo branco apresenta pico de oxidação de 2,10 µA (Figura 

13a). O eletrodo modificado com poli-L-arginina / grafeno mostrou um pico de redução de 3,04 

μA (Figura 13b), o aumento, que ocorre quando comparado ao eletrodo branco, é devido às 

propriedades condutivas da solução do polímero juntamente com a redução de o azul de 

metileno. O eletrodo com nanocompósito após a imobilização da sonda promoveu um aumento 
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de pico ainda maior, apresentando 9,47 μA (Figura 13c). Este aumento é justificado devido à 

eletroatividade das guaninas presentes na sonda, quando a fita simples é imobilizada, as 

guaninas da sonda ficam livres para oxidar, aumentando assim o pico de corrente. Isso prova 

que a sonda foi imobilizada com sucesso no eletrodo (CAMPOS-FERREIRA et al, 2013). Por 

outro lado, quando ocorre a hibridização com o alvo miRNA 509, as guaninas não são mais 

livres, causando a diminuição do pico de corrente, apresentando 4,15 μA (Figura 13d). 

 
Figura 13. Voltamograma mostrando o comportamento do eletrodo nu (a), eletrodo modificado com poli- L-

arginina / grafeno (b), com poli-L-arginina / grafeno mais sonda (c), poli-L-arginina / grafeno mirando miNNA 

509 (d) e poli-L-arginina / grafeno alvo não complementar (e). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Um aumento significativo dos sinais voltamétricos foi observado após a hibridação do 

miRNA 509 com sequência não complementar quando comparado ao DNA complementar, mas 

ligeiramente inferior ao eletrodo modificado pela sonda, obtendo-se um pico de 8,69 μA (Figura 

13e). Isso pode ser atribuído à pequena e irregular hibridização de sequências não 

complementares com a sonda (POURNAGHI-AZAR et al, 2008), que indica que somente a 

sequência-alvo é capaz de formar um DNA de fita dupla estável sobre a superfície do eletrodo, 

endossando a seletividade do DNA. 
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complementar (509 miRNA). Os sinais eletroquímicos baseados na oxidação da guanina na 

superfície do eletrodo modificado são mostrados abaixo (Figura 14). Primeiro, foi mostrado 

que os picos de corrente aumentaram com o aumento da sequência alvo de 250nM para 

2500nM. Essa diferença aconteceu porque as regiões oxidável das bases de guanina no ssDNA 

estão agora ligadas com ligações de hidrogênio que mantêm a dupla cadeia unida, diminuindo 

os sinais eletroquímicos do dsDNA na superfície do eletrodo (NASCIMENTO et al, 2012; 

LUCARELLI et al, 2008; WANG et al, 2001). 

 

Figura 14. Gráfico da inclinação da detecção limite obtida pelo biossensor. Condições voltamétricas: faixa de 

varredura potencial entre +0,5 V e + 1,2V e taxa de varredura de 50mV / s. Todos os resultados aqui plotados 

foram a média de duplicados realizados de cada concentração alvo de miRNA 509. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A partir dos dados obtidos na curva de concentração-alvo foi possível obter a equação de 

regressão do sistema dada por y = 0,0011x + 6,0504 é linear entre 250 nM e 2500 nM, com um 

coeficiente de correlação de 0,9018. Um limite de detecção de 107,85 nM pode ser estimado 

pela equação 3s / m, onde s é o desvio padrão da solução em branco (picos de corrente do 

eletrodo modificado com sonda) e m é a inclinação da regressão linear (SEHATNIA et al, 

2011).
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5 CONCLUSÕES 

Depois de uma vasta procura por elementos genéticos (miRNA’s), o presente trabalho 

mostrou através de técnicas de bioinformática e análises em bancos de dados, a seleção de um 

biomarcador potencial para a Fibrose Cística, sendo selecionado o miR-509. O microRNA 509 

foi escolhido por apresentar ótimas características frente aos principais parâmetros físico- 

químicos requeridos para um biossensor. 

Além disso, foi construída uma plataforma de análise eletroquímica com eletrodos 

impressos de carbono e prata, modificados com a eletropolimerização de um copolímero de 

poli-L-arginina e grafeno. Também foi avaliada a estabilidade do biossensor frente aos 

principais parâmetros físico-químicos, estabelecendo o melhor tempo e melhor concentração de 

imobilização. O biossensor proposto para realizar este diagnóstico foi desenvolvido utlizando 

um nanocommpósito de grafeno e poli-L-arginina, obtendo resposta satisfatória. Foi 

demonstrado ainda que o composto produzido não só obtém melhor performance eletroquímica, 

mas também acarreta em melhor imobilização no processo de adsorção do oligonicleotídeo. 

Sendo assim o trabalho desenvolveu um biossensor que demonstrou ser sensível e especifico 

para detecção precoce do miRNA 509. Onde, no futuro este poderá auxiliar no diagnóstico 

precoce, podendo assim aumentar o tempo de sobrevida de pacientes acometidos pela Fibrose 

Cística. 

Definem-se como perspectivas do trabalho a validação do genossensor através de testes 

de detecção do microRNA 509 em amostras biológicas.
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