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(57) Resumo: GENOSSENSOR DE DNA PARA DETECGAO DO BIOMARCADOR MGMT E SEU USO PARA DIAGNOSTICO
DE CANCER ESPINOCELULAR DE CABECA E PESCOCO. A presente invencéo se insere no campo da deteccéo de acido
nucleico envolvendo sensores, mais especificamente na detecgdo de MGMT por meio de um genossensor baseado em uma fita
de ssDNA, utilizado para diagndstico precoce de carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco. O referido genossensor é
funcionalizado com &cido mercaptoundecanoico (AMU) e demonstrou sensibilidade e seletividade, inclusive na avaliagédo de
diferentes graus de metilacdo dos biomarcadores. O referido genossensor compreende pelo menos um eletrodo (1) recoberto por
um filme (2) monocamada automontado com alto grau de organizagdo molecular, em que o filme monocamada é
preferencialmente de acido mercaptoundecanoico (AMU); e uma sonda (3) ssDNA de sequéncia [NH2-C6]-
TCGCGGTGCGTATCGTTTGCC funcionalizada no referido filme.
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GENOSSENSOR DE DNA PARA DETECCAO DO BIOMARCADOR MGMT E SEU
USO PARA DIAGNOSTICO DE CANCER ESPINOCELULAR DE CABECA E
PESCOCO

Campo da invencdo:

[001] A presente invencdo se insere no campo da deteccdo
de &cido nucleico envolvendo sensores, especificamente na
deteccédo de sequéncias de genes metilados por meio de
biossensores, mais especificamente na detecgcdo de MGMT
(genes da metiltransferase de DNA da o6-metilguanina) por
meio de um genossensor baseado em uma fita de ssDNA,
utilizado para diagnéstico precoce de carcinoma
espinocelular de cabeca e pescoco.

Fundamentos da invencdo:

[002] E sabido que o cancer de cabeca e pescoco é o
oitavo mais prevalente no mundo, com 830.000 novos casos e
430.000 mortes por ano!ll, sendo a terceira causa de morte
por cédncer em todo o mundol?l., Este cendrio pode ser alterado
com o diagndéstico precoce. Hoje, a deteccdo precoce do céncer
pode, em principio, ser realizada com ensaios envolvendo
reacgdes com antigenos e anticorpos(3z) em amostras de sangue,
mas sua aplicabilidade requer a existéncia prévia da doenca
para que os biomarcadores adequados sejam expressos.

[003] Desse modo, métodos e dispositivos baseados no
monitoramento de  genes, em contrapartida, tém sido
desenvolvidos com o intuito de fornecer uma deteccgdo precisa
ainda em estdgios iniciais. Esses métodos e dispositivos
exploram principalmente o fato de alguns tipos de céncer
surgirem de alteracdes genéticas e epigenéticas, como a

metilacdo do DNA (adicdo de grupos metil -CH3) 41,
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[004] A metilacdo de genes é um marcador molecular em
potencial para varios tumoresl?l, sendo um evento precoce de
carcinogénese em tumores de cabeca e pescogco, e gque pode ser
detectado em lesdes precursoras. A gravidade e as metéstases
da doenca estdo correlacionadas com a hipermetilacdo dos
promotores genéticos, como no caso do MGMT (genes da
metiltransferase de DNA da o6-metilguanina) .

[005] Os métodos convencionais de monitoramento de
genes, incluindo andlises quantitativas da reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) especifica da metilacdo (Q-MSP), sé&o
caros e demorados. O tempo de anédlise de uma amostra
utilizando PCR pode 1levar de 24 a 72 horas e ainda é
necessario um especialista treinado para operar O
equipamento e manipular as amostras. Além disso, um
equipamento para PCR tem um custo entre R$100.000,00 e
R$200.000,00 dependendo dos acessdérios necessarios.

[006] Como uma alternativa mais promissora, dispositivos
eletroguimicos tém sido aplicados como genossensores para as
referidas anadlises diagndésticas, sendo que estes sédo
atraentes devido a facilidade e as diversas vantagens de
genossensores seletivos e sensiveis em relacdo as técnicas
de PCR, por exemplo.

[007] Utilizando-se um genossensor é possivel reduzir o
tempo de anédlise de PCR para 30 a 60 minutos, e um equipamento
e 1insumos para serem utilizados de forma acoplada tem um
custo méximo em torno de R$600,00. Além disso, alguns
genossensores podem ser operados por gqualquer individuo e
até mesmo pelo proéprio individuo a ser examinado,
dispensando-se a necessidade de um técnico especializado.

Estado da técnica:
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[008] Alguns documentos do estado da técnica descrevem
genossensores e/ou Kits e/ou métodos para diagndstico de
cédncer de cabeca e pescoco, baseados na deteccgdo de genes
hipermetilados, no entanto, ainda perduram algumas
deficiéncias, principalmente associadas a distincdo do
estado de metilacdo dos genes.

[009] CN103743802 revela um biossensor de DNA com base
em um eletrodo de didéxido de nano titdnio dopado com ouro
ordenado tridimensional utilizado para detectar genes de
cédncer de mama, sendo que este é funcionalizado com uma sonda
de DNA (5'-Fc-GAA CAA AAG GAA GAA AATC-(SH)-3') marcada com
ferroceno na extremidade 5’ do referido eletrodo. O método
de deteccdo compreende colocar o eletrodo modificado em uma
solugcdo de um segmento génico de cdncer de mama, hibridizar,
detectar a variacdo de sinais de hibridizacdo adotando um
método volt-ampere de pulso diferencial e realizar a deteccgéo
eletroquimica no gene de céncer de mama.

[010] A doenca a ser diagnosticada no documento
CN103743802 é o céncer de mama, qgue obviamente possui uma
sequéncia de DNA diferente do genossensor em questdo, que
visa a detecgdo do céncer de cabeca e pescogco. Por isso,
modifica-se a quantidade e a ordenacédo de bases nitrogenadas
no documento supracitado, em que a sequéncia da probe possui
19 pares de bases e a sequéncia complementar 13 pares de
bases, enquanto que, o genossensor estudado, possuili 24 pares
de base na probe e 21 pares de Dbases na sequéncia
complementar. Essa quantidade de bases interfere na
temperatura de hibridizacdo, que também é influenciada pela
quantidade que citosinas e guaninas na sequéncia. Assim, as

temperaturas de hibridizacdo do documento chinés s&o de 35
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°C a 60 °C, enquanto que, no genossensor da presente invencao
a temperatura de hibridizacdo é em torno de 86 °C. Além
disso, o limite de deteccgd&o para o documento supracitado foi
de 5,2 1077 mol /L e para o genossensor da presente invencéao
foi de 0,24 10-12 mol/L, apresentando maior sensibilidade
considerando significativamente algumas ordens de grandeza
de diferenca. Além disso, utilizou-se etanolamina para
aumentar ainda mais a seletividade do sensor, e uma
temperatura ambiente para imobilizac&o da sonda de ssDNA.

[011] CN108489976 revela um kit de detecgcdo no qual héa
uma etapa de funcionalizacdo de nanobastdes de ouro como
dcido mercaptoundecanoico antes da aplicacdo de material
bioldébgico, sendo que a sonda de DNA utilizada é baseada em
aptdmeros de DNA de cancer de prdstata. No entanto, em
contraposicdo a presente invencdo, verifica-se que n&o ha um
método que permita a formacdo de uma camada automontada do
referido 4&cido com alta organizacdo, sendo dgue esta
caracteristica é essencial para o funcionamento do
genossensor, poils uma camada com defeitos impede que o
genossensor possua sensibilidade e a seletividade
necessaria, por exemplo, ao Se avaliar uma sequéncia
complementar ou uma sequéncia com uma Unica base trocada,
tal como concretizado na presente invencéo.

[012] Povedano et. al (2018) revelam duas abordagens
diferentes de Dbiossensor de afinidade eletroquimica para
deteccédo rapida de metilacdo especifica do gene de DNA, por
meio de citosinas 5-metiladas (5-mC) no DNA utilizando o
anticorpo anti-5-mC como elemento de biorreconhecimento. Uma
das abordagens envolveu o uso de uma sonda de DNA especifica

e o anti-5-mC como bioreceptor detector do DNA metilado
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capturado. O MGMT foi utilizado como um dos biomarcadores,
e 0s autores relatam que a metilacdo da O6-metilguanina-DNA
metiltransferase (MGMT) do promotor MGMT do glioma maligno
parece ser um preditor Util da responsividade a agentes
alqguilantes que revertem alteracdes epigenéticas.

[013] Salienta-se que o biomarcador ¢é diferente da
presente invencdo pois utiliza anticorpos para a detecgédo e
ndo apenas a sequéncia de DNA metilado, e, além disso, ha
uma marcacdo com biotina na superficie, e ainda as sequéncias
de DNA sdo completamente diferentes das wutilizadas na
presente invencdo. Além disso, o genossesor da presente
invencdo consegue distinguir diferentes porcentagens de
metilacdo em uma sequéncia, de acordo com o sinal de saida
de impedadncia eletroquimica, culminando em um resultado de
probabilidade de o individuo desenvolver a doenca, O gque ndao
é concretizado no referido artigo.

[014] Soares et. al. (2018) revela um genossensor para
detectar Papilomavirus humano (HPV16) associado ao cédncer de
cabeca e pescoco, sendo baseado em impedéncia eletroquimica,
compreendendo um substrato de vidro, revestido com ouro, em
que a sonda de DNA é a [NH2-C6]CAAGCAGAACCGGACAG, sendo esta
ligada ao substrato por meio de um filme de quitosana (CHT)
e sulfato de condroitina (CS).

[015] Apesar de o artigo acima relatar a detecgdo de um
mesmo tipo de céncer e alguns componentes construtivos
similares a presente invencdo, verifica-se que o estudo foi
feito com outro biomarcador, o que afeta significativamente
a sequéncia de bases da sonda utilizada, e consequentemente,
afeta a construcdo do sensor, visto que deve-se avaliar um

agente de funcionalizacdo adequado para dque haja uma
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hibridizacdo adequada, tendo em conta que as condig¢des de
hibridizacdo influenciam significativamente na organizacédo
do filme automontado e consequentemente na sensibilidade e
seletividade do genossensor, visto que, somente como uma
organizacdo adequada do filme nanoestruturado da matriz
seria possivel imobilizar a sequéncia de maneira adequada.

[016] US20140323321 revela um método e um Kit para
deteccgédo de um distirbio proliferativo celular, podendo ser
o cancer de cabeca e pescog¢o, por meio da andlise do estado
de metilacdo de genes direcionados ou regides reguladoras de
genes em uma amostra de saliva ou soro. A presengca de
hipermetilacdo dos genes ou de suas regides regulatdéria é
indicativa da presenca, ou maior possibilidade de
recorréncia e/ou pior progndéstico em individuos com cancer.
Uma das possiveis regides regulatdrias de pelo menos um dos
dois genes pode ser um MGMT.

[017] O referido documento cita 69 tipos de sequéncias
que poderiam ser utilizados no referido tipo de deteccgéo,
sendo que a sequéncia utilizada na presente invencdo nédo foi
utilizada, pois somente a SEQ ID N° 52 citada possuil
compatibilidade nas duas primeiras trincas de Dbase
nitrogenada, em relacdo as outras sete trincas de base que
compdem a probe utilizada na presente invencéo.

[018] Ressalta-se que o principio da técnica de PCR é
baseado em reacdes ou interacdes de duas fitas simples de
DNA em solugdo, enquanto a presente invencdo se baseia na
captura de uma sequéncia complementar por um suporte sdbdélido
funcionalizado.

[019] O PCR convencional wutilizado em US20140323321

contém no minimo duas longas etapas: a) Hibridizacdo - os
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iniciadores ou primers se ligam a fita de DNA que se pretende
amplificar. Um deles é complementar a sequéncia em uma fita
da dupla-hélice de DNA e o outro é complementar a sequéncia
na outra fita. S&do estes que irdo identificar/marcar qual
trecho de interesse do DNA deverd ser copiado; b) Extenséo
ou polimerizacdo - com o ponto de partida j& identificado,
a Tag polimerase liga-se a fita sinalizada pelo primer,
complementando-a. Inicia-se entdo, a extensdo do novo
fragmento de DNA, formando novamente uma fita dupla de DNA.
Na pratica, a amplificacdo efetiva do DNA requer de 20 a 30
ciclos de reacdo, com os produtos de cada ciclo servindo
como DNA-molde para o prdéximo - dando origem ao termo “reacdo
em cadeia” da polimerase. Na PCR convencional, a deteccé&o do
produto de amplificacdo normalmente é feita em eletroforese
em gel de agarose. Apds a coloracdo, ocorre a visualizacdo
do DNA pesquisado.

[020] O referido pedido de patente americano ao utilizar
a técnica de PCR na deteccdo de MGMT fica mais sujeito a
presenca de inibidores e contaminac¢cdo gque podem afetar a sua
eficiéncia, com resultados errdneos, quando ha Dbaixa
concentracdo, por exemplo, ou até mesmo inviabilizando o
processo. Além disso, o limite de deteccdo da presente
invengcdo de 0,24 x 10712 mol.L! wutilizando a presente
amostra, é bem menor gquando comparado ao PCR.

[021] Em suma, a presente invencdo diferencia-se de
maneira inventiva em relacdo as anterioridades pelo menos
pelo fato de: i) utilizar uma sequéncia de ssDNA especifica
ainda ndo utilizada para tal deteccdo; ii) funcionalizar a
superficie com A&cido mercaptoundecanoico formando uma

monocamada automontada altamente ordenada; i1ii) possibilitar
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a diferenciacdo de diferentes graus de metilacdo por meio da
diferenciacédo dos valores de impeddncia eletroquimica.

Breve descrigcdo da invencgédo:

[022] A presente invencédo se insere no campo da deteccdo
de &cido nucleico envolvendo sensores, mais especificamente
na deteccdo de MGMT por meio de um genossensor baseado em
uma fita de ssDNA, utilizado para diagndstico precoce de
carcinoma espinocelular de cabeca e pescogco. O referido
genossensor ¢ funcionalizado com acido mercaptoundecanoico
(AMU) e demonstrou sensibilidade e seletividade, inclusive
na avaliacdo de diferentes graus de metilacdo dos
biomarcadores.

Breve descrigcdo das figuras:

[023] Para auxiliar na 1identificacdo das principais
caracteristicas deste genossensor e seu uso, sao
apresentadas as figuras as quais se faz referéncias, conforme
se segue:

[024] Na Figura 1 apresenta-se um esquema preferencial
de construcdo do referido genossensor.

[025] Na Figura 2 apresenta-se um espectro PM-IRRAS para
monocamada automontada (SAM) de acido mercaptoacético (MAA)
imobilizada em diferentes tempos.

[026] Na Figura 3 apresenta-se o deslocamento da banda
Vas (CH2) em funcdo do tempo de imobilizacdo no espectro PM-
IRRAS da monocamada automontada (SAM) de acido
mercaptoacético (MARA) .

[027] Na Figura 4 apresenta-se o espectro PM-IRRAS da
monocamada automontada (SAM) de &cido mercaptoacético (MAA)
e acido ll-mercaptoundecanoico (MUA) imobilizada em 1 dia e

30 dias.

Peticaio 870200143837, de 13/11/2020, pag. 25/78



9/39

[028] Na Figura 5 apresentam-se o espectro de PM-IRRAS:
(a) Sonda (NH2-ssDNA) imobilizada sobre MUA em ouro; (b)
sequéncia complementar (ds-DNA) hibridizada na sonda; (c)
sequéncia ndo complementar (nc-DNA).

[029] Na Figura 6 apresentam-se os adngulos de contato do
eletrodo de ouro, para monocamadas automontadas de &acido
mercaptoundecanoico (MUA) preparadas em etanol, sonda (NH2-
ssDNA), etanolamina (Et-OH), sequéncia complementar (ds-DNA)
e ndo complementar (nc-DNA) , considerando-se ainda os
solventes: agua, formamida e diodometano.

[030] Na Figura 7 apresentam-se graficos de energia de
superficie do eletrodo de ouro, monocamadas automontadas
(SAM) de MAA preparadas em agua e etanol, sonda (NH2-ssDNA),
sequéncia complementar (ds-DNA) e n&o complementar (nc-DNA).

[031] Na Figura 8 apresentam-se graficos de energia de
superficie do eletrodo de ouro, monocamadas automontadas
(SAM) de MUA preparadas em adgua e etanol, sonda (NH2-ssDNA),
sequéncia complementar (ds-DNA) e ndo complementar (nc-DNA).

[032] Na Figura 9 apresenta-se a diferenca do sinal (|Z]-
|Zo|) (1 Hz) em funcdo da temperatura de hibridizacdo para a
sequéncia complementar (ds-DNA) (10-¢ M), do genossensor
fabricado com a monocamada de MAA em etanol.

[033] Na Figura 10 apresentam-se o0s espectros de
impedéncia do genossensor construido com a monocamada
automontada de MAA em etanol, sonda (NHz-ssDNA) e sequéncia
complementar (ds-DNA), para varias concentracdes (1072 a 10-
6 M), em que a temperatura de hibridizacdo foi fixada em 80
°C.

[034] Na Figura 11 apresentam-se o0s espectros de

impedéncia do genossensor construido com a monocamada
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automontada de MAA em etanol, sonda (NHz-ssDNA) e sequéncia
ndo complementar (nc-DNA), para varias concentracdes (1072 a
10-® M), em que a temperatura de hibridizacdo foi fixada em
80 °cC.

[035] Na Figura 12 apresenta-se a diferenca do sinal
(1Z1-1%Z0l) (1 Hz) em funcdo do logaritmo da concentracdo da
sequéncia complementar (ds-DNA) e n&do complementar (nc-DNA),
do genossensor fabricado com a monocamada de MAA em etanol.

[036] Na Figura 13 apresentam-se o0s espectros de
impeddncia do genossensor construido a partir da monocamada
automontada de MAA em etanol, sonda (NH2—-ssDNA) e
etanolamina, com diferentes temperaturas de hibridizacédo:
25, 35, 40, 60 °C. Em (a) sequéncia complementar (ds-DNA)
(108 M) e (b) sequéncia ndo complementar (nc-DNA) (10-8 M).

[037] Na Figura 14 apresentam-se a diferenca do sinal
(1Z21-1%Z0l) (1 Hz) em funcdo da temperatura de hibridizacéo,
da sequéncia complementar (ds-DNA) e ndo complementar (nc-
DNA), com concentracdo de 108 M, respectivamente.

[038] Na Figura 15 apresentam-se o0s espectros de
impedéncia do genossensor com monocamada automontada de MAA
em etanol, sonda (NH2-ssDNA) e etanolamina: (a) sequéncia
complementar (ds-DNA) e (b) ndo complementar (nc-DNA), em
que a temperatura de hibridizacdo fixa em 60 °C.

[039] Na Figura 16 apresenta-se a diferenca do sinal
(1Z1-1Z20l) (1 Hz) em funcdo do logaritmo da concentracdo da
sequéncia complementar (ds-DNA) e ndo complementar (nc-DNA),
do genossensor fabricado com a monocamada de MAA em etanol,
utilizando etanolamina.

[040] Na Figura 17 apresenta-se a diferenca do sinal

(1Z21-1%0]1) (1 Hz) em funcdo do logaritmo da concentracédo da
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sequéncia complementar (ds-DNA), do genossensor fabricado
com a monocamada de MAA em etanol, utilizando etanolamina e
com temperatura de hibridizacdo menor em 5° C.

[041] Na Figura 18 apresenta-se a diferenca do sinal
(1Z1-1%Z0]) (1 Hz) em funcdo do logaritmo da concentracdo da
sequéncia complementar (ds—-DNA) e ndo complementar (nc-DNA),
do genossensor fabricado com a monocamada de MAA em etanol,
utilizando etanolamina e com temperatura de hibridizacéo
maior em 5° C.

[042] Na Figura 19 apresenta-se a diferenca do sinal
(1Z1-1%Z0l) (1 Hz) em funcdo do logaritmo da concentracdo da
sequéncia complementar (ds—-DNA) e ndo complementar (nc-DNA),
do genossensor fabricado com a monocamada de MAA em etanol,
utilizando etanolamina e com temperatura de hibridizacéo
maior em 10° C.

[043] Na Figura 20 apresenta-se a diferenca do sinal
(1Z21-1%Z0l) (1 Hz) em funcdo do logaritmo do genossensor
fabricado com a monocamada de MAA em etanol, utilizando
etanolamina e com temperatura de hibridizacdo igual a Tm +
10° C.

[044] Na Figura 21 revelam-se o0s espectros de SFG que
foram obtidos da monocamada automontada de acido
mercaptoacético (MAA) imobilizada em diferentes tempos de 1
a 60 dias.

[045] Na Figura 22 revelam-se o0s espectros de impedancia
dos genossensores construidos a partir da monocamada
automontada de &cido mercaptoundecanoico (AMU) sobre ouro
funcionalizado com Probe de MGMT, exposto a diferentes
concentracdes da sequéncia complementar (ds-DNA) em (a) e da

sequéncia ndo complementar (nc-DNA) em (b). Espectros
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obtidos em solucdo contendo K3[Fe(CN)o6], K4[Fe(CN)6] e PBS.

[046] Na Figura 23 representa-se a curva analitica
obtida dos espectros de impeddncia eletroquimica na
frequéncia de 1 Hz, com diferentes concentracdes da sequéncia
complementar (ds-DNA) e ndo complementar (nc-DNA), a partir
dos genossensores construidos a partir da monocamada
automontada de a&cido mercaptoundecanoico (AMU) .

[047] Na Figura 24 apresentam-se espectros de impedancia
dos biossensores construidos a partir da monocamada
automontada de AMU em etanol, da sequéncia complementar (ds-
DNA), sequéncia com 1 base trocada (1b-DNA) e da sequéncia
ndo complementar (nc-DNA), com 1 uM.

[048] Na Figura 25 apresenta-se um grafico da diferenca
de sinal (Z-Zo) correspondente a hibridizacdo de 1,0 uM das
referidas diferentes sequéncias de DNA em AMU: complementar
(ds-DNA), complementar com 1 base trocada na sequéncia (lb-
DNA) e ndo-complementar (nc-DNA).

[049] Na Figura 26 apresenta-se o espectro de impedancia
correspondente a hibridizacdo com 0,2 ng/uL de DNA das
linhagens de células SCC25, FaDu, JHU28 e HN13 com diferentes
percentuais de metilacdo.

[050] Na Figura 27 apresenta-se o grafico da diferenca
de sinal (Z-Zo) correspondente a hibridizacdo com 0,2 ng/uL
de DNA das linhagens de células SCC25, FaDu, JHU28 e HN13
com diferentes percentuais de metilacgdo.

[051] Na Figura 28 apresenta-se o grafico com o método
de wvisualizag¢do denominado Interactive Document Mapping
(IDMAP) obtidos das curvas de impedéncia versus frequéncia
usando amostras comerciais contendo sequéncias

complementares e ndo-complementares (controle negativo) com
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diferentes concentracdes do biomarcador MGMT em solucdo de
PBS.

[052] Na Figura 29 apresenta-se o grafico de IDMAP
obtidos das curvas de impedancia versus frequéncia para
amostras de linhagens celulares com diferentes percentuais
de metilacdo das linhagens de células SCC25, FabDu, JHU28 e
HN13 em (b).

Descricdo detalhada da invencédo:

[053] A presente invencdo se refere a um genossensor para
deteccédo do biomarcador MGMT, gque compreende:

pelo menos um eletrodo (1) recoberto por um filme (2)
monocamada automontado com alto grau de organizacéo
molecular, em que o filme monocamada é preferencialmente de
acido mercaptoundecanoico (AMU) ;

uma sonda (3) ssDNA de sequéncia [NH,-C6] -
TCGCGGTGCGTATCGTTTGCC funcionalizada no referido filme.

[054] Os referidos filmes (2) sdo depositados no
eletrodo preferencialmente por meio de uma técnica dque
permita a deposigdo de uma monocamada automontada, tais como
automontagem por adsorcdo quimica (SAM), automontagem por
adsorcédo fisica (LbL) ou técnica de Langmuir-Blodgett (LB),
sendo preferencialmente por meio de adsorcdo gquimica.

[055] A camada contendo moléculas de AMU é depositada na
superficie externa do eletrodo, constituido externamente de
ouro de maneira preferencial, sendo entdo posteriormente
funcionalizada com uma camada da sonda ssDNA de MGMT,
denominada Probe, dgque possuili a seguinte sequéncia: (5'-
TCGCGGTGCGTATCGTTTGCC-3’’) com um grupo amina e uma cadeia
de seis carbonos, na extremidade 5’ da cadeia. A referida

sonda de DNA de fita simples contendo 24 bases foi utilizada
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como modelo para a hibridizacdo com uma outra simples fita
de DNA sendo complementar a sonda.

[056] A sequéncia positiva de DNA usada como biomarcador
para o) gene MGMT chamada SsDNA-MGMT é a (57 -
TCGCGGTGCGTATCGTTTGCC-3") e a negativa ndo complementar
ssDNA-NC sem a presenca de MGMT foi (5" -
CGAGAACTTACGGTCCCCTTA-3’) . Uma sequéncia complementar com 1
base nitrogenada trocada (5’ -TCGCGGTGCGGATCGTTTGCG-3’) foi
usada para verificacdo do funcionamento e seletividade do
genossensor.

[057] O 4cido mercaptoundecanoico (AMU) contém 11 &tomos
de carbono, um grupo tiol e um carboxila, e foi selecionado
devido a capacidade de promover ligacd&o covalente com as
biomoléculas. Outros produtos wusados foram N-etil-N-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e N-
hidroxisuccinimida (NHS) e o &cido mercaptoacético (MAA).
Ressalta-se que o MAA, apesar de ser amplamente utilizado
para funcionalizacdo, ndo apresentou condig¢des favoraveis
para a construcdo do referido genossensor, e, a partir destes
testes, foi possivel definir o &cido mercaptoundecanoico
(AMU) como a monocamada preferencial.

[058] Em wuma modalidade experimental, a monocamada
automontada de AMU foi obtida através da imersé&do do eletrodo
de ouro numa solucdo contendo cerca de 50 x 1073 mol/L de AMU
durante cerca de 24 h. Os grupos carboxilicos do AMU foram
funcionalizados por imersdao da monocamada em uma solucgdo
contendo cerca de 400 x 103 mol/L de EDC e cerca de 100 x
1073 mol/L de NHS durante cerca de 30 min, a fim de ativar a
superficie para a ligacdo com a Probe, descrita previamente.

[059] O referido eletrodo é constituildo
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preferencialmente de uma camada base de vidro, uma camada
intermedidria de cromo e uma camada externa de ouro. Essa
configuracdo ¢é importante para facilitar as medidas de
impedadncia eletroquimica, que é o principio utilizado na
presente invencdo. A referida camada ultrafina de ouro tem
cerca de 20 nm de cromo e 150 nm de ouro.

[060] Uma camada de uma sonda ssDNA (MGMT Probe) foi
imobilizada em uma monocamada automontada de AMU, que mostrou
ser sensivel e seletiva para detectar MGMT em solucdo tampéo
fosfato salino (controles positivos e negativos de MGMT) . Em
comparagdo, por exemplo, com o mesmo tipo de sonda
funcionalizado com &cido mercaptoacético, que ndo apresentou
a seletividade adequadas e, além disso, a monocamada
automontada de MAA sbé se organiza adequadamente em um tempo
de imobilizacdo de 30 dias ou mais, o que ndo é viavel para
a construcdo de genossensores.

[061] Desse modo, é significativo que o uso de uma sonda
ssDNA torne a fabricacdo do biossensor mais simples do que
se uma sequéncia de RNA fosse empregada, por exemplo, devido
a maior estabilidade do ssDNA em comparacdo as moléculas de
RNA. Além disso, ressalta-se que a deteccdo foi possivel com
espectroscopia de impedédncia eletroquimica com limite de
deteccdo de 0,24 x 10712 mol/L.

[062] A referida invencédo apresenta vantagens qgque podem
levar a producdo em larga escala de biossensores, Uteis a
publicos variados, e que ainda podem ser utilizados também
para predizer progndstico e como biomarcador de
monitoramento para os pacientes diagnosticados com céncer de
cabeca e pescogo.

[063] A presente invencdo prevé ainda gque os dados das
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medidas eletroquimicas sejam analisados com técnicas de
visualizagcdo de informacédo, ou abordagens estatisticas ou
computacionais, ou com aprendizado de madquina e inteligéncia
artificial. Esse uso permite distinguir amostras contendo o
gene MGMT de outras amostras contendo a sequéncia negativa
e/ou com apenas uma base trocada, como demonstrado pelos
testes de concretizacédo.

[064] A técnica de fabricacdo do referido dispositivo é
iniciada pela limpeza do substrato de vidro-cromo recoberto
com ouro. Em seguida, o substrato é funcionalizado com uma
camada automontada de 4cido mercaptoundecanoico (AMU)
seguido da funcionalizacdo com o material bioldégico (ss-
DNA) .

[065] A adsorcdo quimica ¢é o método preferencial
utilizado para producdo do referido genossensor, e consiste
de uma técnica em que as moléculas orgédnicas de AMU sé&o
imobilizadas ordenadamente sobre a superficie de ouro
através ligacdes covalentes!8l,

[066] A camada automontada é ultrafina, com nandmetros
(nm) de espessura, cujas moléculas sdo imobilizadas devido
a ligacdo gquimica entre o &dtomo de enxofre contido no AMU e
a superficie contendo ouro. Entre os processos sucessivos de
imobilizacdo dos materiais, é feita uma lavagem utilizando
o solvente de cada etapa, por exemplo, o AMU é preparado em
etanol e entdo, sua etapa de lavagem deve ser realizada
preferencialmente com etanol. Os filmes automontados (SAM)
sdo obtidos através da simples imersdo da superficie contendo
ouro em uma solucdo contendo o AMU.

[067] O dispositivo contendo a camada de AMU é

preferencialmente ativado em uma solucéao com N-
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Hidroxisuccinimida e l-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (NHS/EDC). A referida etapa de ativacéao
possibilita a ligacdo covalente entre o grupo NH; da probe
do DNA do MGMT e a monocamada automontada de AMU. O
dispositivo com a monocamada automontada de AMU ativada é
imerso em uma solucdo com moléculas de DNAs em uma solucdo
tampdo fosfato.

[068] No que tange a configuracdo do eletrodo, o material
transparente é preferencialmente vidro e o material condutor
externo depositado sobre é preferencialmente de ouro, mas
pode ser outro tal como platina e prata, ou também de
materiais de carbono condutores como nanotubos de carbono de
paredes simples ou multiparedes, grafeno, negro de fumo e
esferas ocas de carbono.

[069] O genossensor da presente invencdo deve ser
conectado a um equipamento que faz a medida de impedéncia
eletroquimica monitorando a interacdo entre as moléculas de
DNA na sua superficie, podendo ser um
Potenciostato/galvanostato. As medidas mostrardo variacdo na
capaciténcia ou impedancia ou resisténcia de transferéncia
de carga, ocorridas devido a hibridizacdo das cadeias de
DNAs e RNAs na superficie dos biossensores.

[070] A deteccéo pode ser feita por técnicas
eletroquimicas, como espectroscopia de impedancia
eletroquimica (preferencial) e voltametria «ciclica. A
espectroscopia de impeddncia eletroquimica (EIE) ¢é uma
técnica de caracterizacdo eletroquimica e permite estudar o
comportamento geral de um sistema quando um nUmero grande de
processos intercorrelacionados ocorre em diferentes

velocidades.
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[071] A EIE ¢é wutilizada em ampla gama de estudos,
abrangendo desde o transporte eletrdnico em dispositivos
semicondutores até o estudo de processos cinéticos
eletroquimicos das mais diferentes naturezas. Em particular,
a EIE serve para caracterizacdo de sistemas eletrogquimicos
que ndo se alteram no tempo; em outras palavras, ¢é uma
técnica de estado estacionéario.

[072] A resposta da aplicacdo de um pequeno sinal
alternado (de corrente alternada, ac), feita em uma ampla
faixa de frequéncias e em varios potenciais, possibilita
diferenciar processos com tempos caracteristicos distintos,
que na maioria das técnicas tradicionais eletrogquimicas
seriam vistos como contribuicdes simultdneas a resposta
total.

[073] As técnicas baseadas em medidas eletroquimicas por
voltametria <ciclica se caracterizam por processos due
resultam de reacgdes redox, que possam ocorrer num eletrodo
de trabalho nanoestruturado, por efeito da polarizacéo
eletroquimica, entre dois valores de potenciais, Ei e Ef. A
varredura do potencial é realizada a uma velocidade constante
(v) . Como resposta da analise, obtém-se uma curva de
intensidade de corrente (I) versus potencial aplicado (E).
H4 uma varredura do potencial a partir de um potencial
inicial (Ei) até um potencial final (Ef), regressando ao
potencial inicial, obtendo-se assim uma curva I vs. E
designada de voltamograma ciclico (VC).

[074] As medidas eletroquimicas da presente invencédo
foram realizadas em uma célula de vidro termostatizada de 25
mL a 25°C, com configuracdo para entrada de trés eletrodos:

a monocamada imobilizada no eletrodo de ouro como eletrodo
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de trabalho (drea geométrica de 0,9 cm?), eletrodo de Ag/AgCl
(contendo KC1l saturado) como eletrodo de referéncia e um fio
de platina (1,0 cm?) como contra-eletrodo. Os dados de EIS
foram obtidos na faixa de frequéncia entre 0,1 Hz e 100 kHz
com amplitude de 10 mV e sob condicdes de circuito aberto em
uma solucéao contendo 5,0 x 1073 mol/L de
K3[Fe (CN)¢] /Ka[Fe (CN)¢] .

[075] O referido genossensor foi caracterizado e a
adsorcédo de cada camada na arquitetura do mesmo foi
monitorada com espectroscopia de absorcdo de reflexéo
infravermelha modulada por polarizacdao (PM-IRRAS) e
espectroscopia vibracional por geracéao de
soma de frequéncia (SFG). Os espectros PM-IRRAS sdo obtidos
em um espectrofotdmetro KSV, modelo PMI 550 (KSV Instruments,
Finlédndia), com resolucdo espectral de 8 cm! e com &ngulo de
incidéncia de 81°. Os espectros SFG sdo realizados usando um
espectrémetro SFG comercial (Ekspla, Litudnia) com base em
um laser Nd3*:YAG pulsado (pulso de 25 ps de duracdo com uma
taxa de repeticdo de 20 Hz.

[076] A presente invencdo pleiteia ainda o wuso do
referido genossensor para a deteccdo e diagndéstico de
carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco.

Exemplo de preparagdo e coleta de dados

[077] Uma monocamada de AMU foi obtida por imersdo da
superficie de ouro em uma solucdo contendo 50 mmol/L de AMU
por 20 h. Os grupos carboxilicos da monocamada contendo AMU
sdo ativados por imersdo da superficie com o filme em uma
solucdo constituida de 0,4 mol/L de EDC e 0,1 mol/L de NHS,
que prepara a superficie para a ligacdo com a sonda de DNA

de MGMT. Por fim, o biossensor Au/AMU/Probe-MGMT é imerso em
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solucdo contendo 1,0 mmol/L de etanolamina blogueando
possivels sitios ativos inibindo interagdes nédo especificas
na superficie do dispositivo.

[078] A deteccdo do biomarcador MGMT é realizada a partir
de solucdes de MGMT preparadas com diferentes concentracgdes,
por exemplo entre 1,0 x 10711 e 107 mol/L, em solucgdo contendo
tampdo fosfato salino e 1,0 mmol/L de MgClz. O biossensor
foi imerso nas solucgdes contendo concentracdes entre 1,0 x
10711 ¢ 1,0 x 10°® mol/L de DNA por uma hora a 86 °C na etapa
de hibridizacdo. Apds a adsorcdo do biomarcador sobre a
Probe-DNA do biossensor, este foi lavado para remover ou
minimizar a adsorcdo ndo especifica de reagentes. O mesmo
protocolo foil usado para as amostras contendo as sequéncias
ndo-complementares e com uma base trocada.

[079] A espectroscopia de impedadncia eletroquimica (EIS)
foi a técnica wutilizada com o potenciostato/galvanostato
Autolab PGSTAT 204 equipado com médulo FRA, gerenciado pelo
software NOVA. As medidas foram feitas em uma faixa de
frequéncia entre 0,1 Hz e 100 kHz com amplitude de potencial
de 10 mV e sob condigdes de circuito aberto em solucéo
contendo 5,0 mmol/L de Kz3[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s] e tampao
fostato (PBS).

[080] As medidas foram realizadas em um compartimento do
tipo cela de vidro termostatizada de 25 mL a 25°C configurada
para trés eletrodos: o Dbiossensor contendo a monocamada
automontada de AMU e Probe-DNA formada sobre a superficie de
ouro serviu como eletrodo de trabalho (drea geométrica de
9,0 mm?), o eletrodo de referéncia foi de Ag/AgCl (3 mol/L
KCl) e uma folha de platina (1,0 cm?) era usada como eletrodo

auxiliar. A solucdo na cela foi mantida sem agitacdo e sem

Peticaio 870200143837, de 13/11/2020, pag. 37/78



21/39

borbulhamento de gases antes ou durante a realizacdo das
medidas.

Testes de concretizacgédo

[081] Os testes de concretizacdo tiveram o intuito de
demonstrar a seletividade e sensibilidade do genossensor
produzido utilizando o &cido mercaptoundecanoico (AMU) em
relagcdo a um genossensor produzido utilizando o acido
mercaptodcetico (MAA), de modo a evidenciar a ndo obviedade
da escolha do material ©para formacdo da monocamada
automontada:

[082] Inicialmente, a partir do espectro de PM-IRRAS
para diferentes tempos de imobilizagdo da monocamada
automontada (SAM) de &cido mercaptoacético (MAA) (50 mM) em
etanol. As amostras foram preparadas em substratos de ouro
diferentes para os diversos tempos de imobilizacdo, para que
as medidas fossem realizadas no mesmo dia e sob as mesmas
condigdes. Como o MAA é uma molécula pequena, pois possui 2
carbonos e terminacdo com Acido carboxilico, faz-se
necessario observar sua organizacao molecular para
construgdo de um genossensor, visto que esta ¢é uma
caracteristica fundamental para posterior imobilizacdo da
sonda de DNA.

[083] Na Figura 2 é possivel identificar trés Dbandas
caracteristicas do estiramento dos grupos C-C: estiramento
simétrico Vvs(CHz) em 2843 cml, estiramento assimétrico
Vas (CH2) em 2912 cml! e estiramento assimétrico vas(CH3) em
2954 cm'l. HA& uma mudanca na banda em 2912 cm™! para menores
numeros de onda na Figura 3, em funcdo do aumento do tempo
de imobilizacdo, o que indica aumento da organizacdo do MAA

a partir de 30 dias de imobilizacdo. Entre as moléculas
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adsorvidas no substrato, hd interacdes de van der Waals nas
cadeias de hidrocarboneto, que induzem organizacdo das
moléculas fazendo com gque a monocamada se torne mais
compacta.

[084] Pela figura 4 é possivel avaliar os espectros PM-
IRRAS da monocamada automontada (SAM) de adcido
mercaptoacético (MAA) e &cido ll-mercarptoundecanoico (MUA)
ambos (50 mM) em etanol. Para o &cido mercaptoundecanoico
(MUA) o tempo de imobilizacdo e organizacdo da molécula é
superior a 20 h, sendo que se utilizou o tempo de 24h. A
banda referente ao estiramento assimétrico vas(CHz) em 2912
cm™t, relacionada a organizacdo da monocamada, coincide para
MAA em 30 dias e MUA em 1 dia. Ou seja, 1 dia de imobilizacdo
do MUA é suficiente para obter uma monocamada aderida e
organizada sobre o substrato de ouro, ao contrario de pelo
menos 30 dias para o MAA.

[085] A partir da figura 5 verificam-se os espectros de
PM-IRRAS dos DNAs imobilizados sobre o MUA na regido de 1600
a 1800 cml. O espectro da sonda (NHz2-ssDNA) ¢é mostrado no
grafico (a), enquanto no grafico (b) traz-se o espectro da
sequéncia complementar (ds-DNA) hibridizada na sonda, e no
grafico (c) estd o espectro para a sequéncia ndo complementar
(nc-DNA) . Os trés espectros apresentaram as mesmas 4 bandas,
em 1622, 1646, 1694 e 1745 cm-1. A banda em 1622 cm! &
atribuida a flexdo do NH, da guanina, a de 1646 cm! é
atribuida a deformacdo do anel (estiramento C=N) da citosina
e as bandas em 1694 e 1745 cm! s&o atribuidas ao estiramento
de carbonila da timina (BREWER et al., 2002).

[086] Uma forma de diferenciar esses espectros é

verificar a &drea das bandas. Para isso fez-se a deconvolucédo
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das bandas, a partir da qual se obteve a largura de banda,
area e posicgdo, conforme a Tabela 1. A area das 4 bandas
para a sequéncia complementar (ds-DNA) é menor que a obtida
para a sonda e sequéncia ndo complementar. Isso ocorre devido
a formacdo dos pares de bases (A-T, C-G) com ligacdes de
hidrogénio. O movimento de flexdo de NHz da adenina torna-se
mais restrito no par de bases e, portanto, a energia do
movimento de NH; aumenta. A frequéncia de estiramento da
carbonila da timina na ligacdo de hidrogénio no par de bases
A-T diminuiu apdés a formacdo do par de bases, devido a
diminuicdo da constante da forca de C-O com a ligacédo de
hidrogénio. As 4&reas sob o0s espectros para a sonda e
sequéncia ndo complementar sdo prdéximas, o que significa néo
ter ocorrido hibridizacdo da sequéncia n&o complementar.

Tabela 1: Pardmetros de area e largura de banda das bandas

com deconvolugdo dos espectros de PM-IRRAS da Figura 5

Banda Sonda W (largura da banda) A (&rea) Posicdo (cm'1)

NH,-ssDNA 18,23 £ 3,84 0,25 £ 0,09 1621

1 ds—-DNA 14,10 £ 4,01 0,09 = 0,04 1622
nc-DNA 14,40 £ 4,20 0,16 = 0,08 1622
NH,-ssDNA 29,52 £ 3,82 0,95 = 0,12 1646

2 ds—-DNA 24,23 £ 3,32 0,48 £ 0,06 1647
nc-DNA 24,57 £ 3,94 0,75 = 0,12 1646
NH,-ssDNA 37,38 £ 3,88 0,93 = 0,08 1694

3 ds-DNA 35,21 + 4,66 0,49 + 0,05 1694
nc-DNA 35,40 £ 4,34 1,00 £ 0,10 1694
NH,-ssDNA 33,71 + 1,68 1,27 + 0,07 1745

4 ds-DNA 26,67 £ 1,52 0,61 + 0,04 1745
nc-DNA 28,81 £ 1,88 1,06 £ 0,07 1745
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[087] Foi medido ainda o angulo de contato em todas as
etapas de construcdo do genossensor, de modo gue na
construgcdo com o &acido mercaptoundecanoico foi utilizado o
solvente etanol, estando os referidos valores representados
na Figura 6. O MUA possuil uma parte polar (grupo carboxila)
e outra parte apolar (cadeia carbdnica). Quanto maior a parte
apolar da cadeia, mais insoltvel em &agua serda a substéncia,
e, por isso, &cidos carboxilicos com mais de 10 carbonos ndo
sdo soluveis em &gua, que é o caso do MUA, que possui 11
carbonos. Nos filmes produzidos o) MUA apresentou
caracteristica de superficie com menor hidrofilicidade, com
valores elevados de adngulo de contato. A sonda (NHz;-ssDNA) é
apolar devido as Dbases nitrogenadas estarem expostas,
apresentando caracteristica hidrofdébica e o éangulo de
contato menor que para o MUA.

[088] A estrutura do DNA é formada por um grupo fosfato
e acgucar, sendo polar, enquanto sua parte interior (bases
nitrogenadas A, T, C, G) é apolar. Assim, o dngulo de contato
para sonda (NH2-ssDNA) e para a sequéncia ndo complementar
(nc—-DNA) foi caracteristico de superficies com menor
hidrofilicidade, pois as bases nitrogenadas estavam expostas
na superficie (ZHANG et al., 2008). Ao contrario, para a
sequéncia complementar (ds-DNA) apenas os grupos fosfatos
estavam expostos, gerando comportamento mais hidrofilico
(JAISWAL et al., 2018).

[089] A energia de superficie é definida como aumento da
energia livre do sistema por unidade de &rea superficial
criada, ou seja, é o trabalho reversivel requerido para
aumentar a superficie por unidade de &rea. Esse & o trabalho

de adesdo, relacionado com a interacdo entre as superficies
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em contato. Quanto maior a energia de superficie maior sera
a adesédo.

[090] Na Figura 7 e 8 é mostrada a energia de superficie,
calculada segundo o modelo de Owens-Wendt-Rabel-Kaelble
(OWENS; WENDT, 1969), para diferentes modificagdes no
eletrodo de ouro. Foram preparados eletrodos com monocamada
automontada com acido mercaptoacético em &agua e etanol, e
com acido mercaptoundecanoico somente em etanol. Os
eletrodos continham NH2-ssDNA, NH2-ssDNA/ds-DNA (sequéncia
complementar) e NH2-ssDNA/nc-DNA (sequéncia ndo
complementar). A energia de superficie da monocamada
automontada para o &cido mercaptoacético (MAA) preparada em
etanol foi maior que MAA preparada em agua. Isso significa
que a MAA em etanol melhora a adesdo superficial e a
imobilizacdo da sonda (NH2-DNA) .

[091] Considerando a imobilizacdo com AMU, verifica-se
pela figura 8 que a energia de superficie para a sonda e
sequéncia complementar foi maior gque para outras moléculas,
o que significa que as moléculas tiveram maior adeséo,
consequentemente, melhor imobilizacdo em comparagdo com a
monocamada automontada de MAA em etanol.

[092] Na tentativa de obter seletividade dos
genossensores foram estudadas otimizagdes dos parédmetros de
fabricacdo dos mesmos, tomando como meta obter a maxima
variacdo da impedéncia eletroquimica quando é alterada a
concentracdo da sequéncia complementar.

[093] Foram considerados os paradmetros temperatura e
tempo de hibridizacdo das sequéncias complementar (ds-DNA)
e ndo complementar (nc-DNA), usando como método de deteccéo

a impedancia eletroquimica. Essas medidas foram realizadas
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em 5 mM de ferrocianeto e ferricianeto de potéssio
(K3[Fe (CN)s]/ Ks[Fe(CN)s]) em PBS/MgCl, (1 mM). Os eletrodos
foram preparados com MAA em etanol (50 mM).

[094] Foram utilizadas diferentes temperaturas (25 °C a
80 °C) de hibridizacdo para a sequéncia complementar (ds-
DNA) em concentracdo de 108 M. O tempo de exposicdo para
cada temperatura foi de 30 min, sendo que eram deixados mais
30 min para esfriar depois.

[095] A partir da figura 9 nota-se que o espectro da
impedancia da sequéncia ds-DNA comecou a se distinguir do
espectro da sonda a partir de 45 °C, com a impedancia
aumentando com a temperatura até 80 °C. A diferenca do sinal
da sequéncia complementar (ds-DNA) , em diferentes
temperaturas de hibridizac&o, menos o sinal da sonda (NH2-
ssDNA) em 1 Hz mostra que a variacdo na impeddncia aumenta
com a temperatura, indicando que, das temperaturas testadas,
a de 80 °C leva a resultados com melhor distincdo entre a
sonda (fita simples) e a sequéncia complementar (ds-DNA)
hibridizada (dupla hélice). No entanto, n&do foram usadas
temperaturas maiores do que 80 °C, pois o grande tempo de
exposicdo em altas temperaturas poderia degradar a sequéncia
de DNA.

[096] A partir destes resultados anteriores foram
determinados possiveis pardmetros para obter um desempenho
otimizado para os genossensores baseados em acido
mercaptoacético (MAA), desse modo, 0s seguintes pardmetros
foram utilizados:

i) matriz com monocamada SAM de MAA obtida com 50 mM em

etanol com tempo de adsorcdo de 1 dia.

Peticao 870200143837, de 13/11/2020, pag. 43/78



27/39

ii) tempo de deposicdo da sonda (NH2-ssDNA) de 2h em 1 uM
em PBS/MgCl2 (1 mM).

iii) temperatura de 80°C para os experimentos de deteccdo,
com tempo de exposicdo para hibridizacdo de 30 min.

[097] Os espectros de impeddncia para diferentes
concentracdes da sequéncia complementar (ds—-DNA) sao
mostrados na Figura 10, em que se observa claro deslocamento
do espectro para maiores impeddncias com o aumento da
concentracdo de ds-DNA. Isso significa 9que o genossensor
estd diferenciando a sequéncia hibridizada (dupla fita) da
sonda (fita simples).

[098] Com o mesmo procedimento foram obtidos espectros
para genossensores expostos a diferentes concentracgdes da
sequéncia ndo complementar (nc-DNA). Como mostra a Figura
11, o resultado ndo foi o esperado, pois o0s espectros também
dependeram da concentracdo. Ou seja, houve diferenciacdo da
sequéncia ndo complementar, assim como havia sido observado
com a sequéncia complementar.

[099] O insucesso nas medidas de sensoriamento pode ser
visto numa comparacdo dos dados de impedancia na frequéncia
de 1 Hz, de modo que, a Figura 20 ressalta a diferenca de
impedancia entre a sequéncia complementar (ds-DNA) e a sonda
(NH2—-ssDNA) em 1 Hz, que aumenta com a concentracgdo
praticamente da mesma forma do gque se observa para a
sequéncia ndo complementar (nc-DNA). Em suma, nd&o houve
seletividade nesse genossensor funcionalizado com &cido
mercaptoacético, pois a sequéncia nao complementar
apresentou aumento na impeddncia, O que ndo era esperado.

[100] Com intuito de melhorar a seletividade do referido

genossensor, foi usada a etanolamina como bloqueador de
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possiveis sitios ativos e como espacador para a sonda (NHz-
ssDNA) . O genossensor fol preparado com oS mesmos parametros
dos experimentos anteriores, MAA (50 mM em etanol), sonda
(NH2-ssDNA) e 1 uM em PBS/MgCl, (1 mM). A etanolamina foi
preparada em &agua ultrapura com 1 mM por 1 hora de
imobilizacdo. Neste experimento variou-se a temperatura de
hibridizacdo de 25 °C a 60 °C, para a sequéncias complementar
(ds-DNA) e n&o complementar (nc-DNA) ambos com 10-8 M.

[101] Na Figura 13 (a) verifica-se um aumento de sinal
com o aumento da temperatura de hibridizacdo, indicando
melhor distincdo das sequéncias (NHz-ssDNA e ds-DNA). Na
Figura 13 (b) estdo os espectros da sequéncia ndo complementar
(nc-DNA) para diferentes temperaturas, onde se pode notar
que a distincdo das sequéncias ndo é tdo clara como na Figura
13(a). Ainda assim, mesmo sem ligacdes especificas da sonda,
a 1impedéncia variou com relacdo a referéncia, que é o
espectro para o genossensor com etanolamina e concentracdao
nula da sequéncia.

[102] Na Figura 14 mostra-se a alteracdo na impedéncia
das sequéncias analisadas (|%Z]|) e da sonda/Etanolamina
(1Zol), com diferentes temperaturas de hibridizacé&o.
Observa-se que para temperaturas menores (25, 35 e 40 °C)
ndo houve seletividade do genossensor, ou seja, néao
distinguiu o gque é a sequéncia complementar da sequéncia né&o
complementar. No entanto, para 60 °C houve uma variacdo maior
entre as sequéncias, indicando que possivelmente a
seletividade do genossensor com MAA seria melhor para
temperaturas mais altas.

[103] A partir desse Ultimo experimento, havia a

expectativa de que a seletividade pudesse ser melhorada com
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a deposicdo de etanolamina para diminuir a adsorgdo ndao
especifica, se for usada uma alta temperatura. Empregando,
assim, 60 °C nos experimentos de hibridizacdo, foram obtidos
0s espectros para concentracdes da sequéncia complementar e
ndo complementar, variando de 107° a 1076 M.

[104] Os resultados da figura 15 mostram que a
dependéncia com a concentracdo é até maior para a sequéncia
ndo complementar. Isso quer dizer que o genossensor ndo foi
seletivo, a despeito de a variacdo na impedéncia ter sido
maior para a sequéncia complementar.

[105] A falta de seletividade é melhor ilustrada nos
graficos de alteracdo na impeddncia da sequéncia (|Z]) com
relacdo a referéncia da sonda/etanolamina (|Zo]) em 1 Hz da
Figura 16. A diferenca de |Z]|-|Z0] na impedéncia foi maior
para a sequéncia complementar, porém a variagdo com a
concentracdo foi menor, o que é visto como uma inclinacédo
menor na dependéncia com a concentracdo.

[106] Algumas outras tentativas foram feitas para obter
genossensores seletivos, alterando-se pardmetros de manuseio
das sequéncias de DNA. Segundo as informacgdes (DataSheet) da
Sigma-Aldrich sobre a sequéncia complementar, a temperatura
de fusdo (Tm) dessa sequéncia é 76,8 °C. Utilizando-se como
referéncia PCR Cycling Parameters-Six Key Considerations for
Success (Pardmetros de Ciclo de PCR -Seis Principais
Consideracdes para o Sucesso) no site da ThermoFisher
(THERMOFISHER, 2019) verifica-se que a temperatura de
hibridizacdo deve ser preferencialmente igual a Tm menos 5
°C. Foram, entdo, realizados experimentos nessas condicdes,
com temperatura de hibridizacdo de 71,8 °C (Tm-5 °C).

[107] Os dados da figura 17 indicam gque ndo houve
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adsorcdo da sonda na SAM, e para a sequéncia complementar
ndo houve distincdo com o aumento da concentracdo, de modo
a indicar uma dependéncia ndo monotdnica, ou seja, nédo foi
possivel obter deteccdo utilizando-se a temperatura de
hibridizacdo acima mencionada.

[108] Por conseguinte, em outro experimento, utilizou-
se uma temperatura de hibridizacdo 5 °C a mais do que a Tm
(ou seja, utilizou-se 81,8 °C). A principio ndo houve uma
mudanca significativa dos espectros considerando as etapas
de construcdo do genossensor, e o0s resultados da figura 18
corroboram que, nessas condig¢des o genossensor nao
distinguiu a concentracdo, e nem as sequéncias como esperado,
visto que se observa uma alteracdo na impedéncia maior para
a sequéncia ndo complementar.

[109] Mantendo-se as condig¢bdes do experimento anterior,
a temperatura de hibridizacdo foi alterada para Tm + 10 °C,
ou seja 86,8 °C, e um indicio de seletividade foi indicado
pela alteracdo do espectro de ds-DNA para cada concentracao,
ao contrario do que ocorreu com nc-DNA. No entanto, a partir
da figura 19, apesar de se notar maior diferenca para a
sequéncia complementar, a sensibilidade parece ser
extremamente baixa, com alteracédo de impedancia de
aproximadamente 1kQ.

[110] Desse modo, para confirmar se esse genossensor
estava realmente funcionando, repetiu-se o experimento
anterior com Tm + 10 °C (86,8 °C) e todas as outras condicdes
e comprovou-se que 0s espectros ndo sdo distintos para as
diferentes concentracdes da sequéncia complementar, de modo
que os resultados ndo sdo reprodutiveis. Na Figura 20,

evidencia-se a falta de reprodutibilidade wvisto que, a

Peticaio 870200143837, de 13/11/2020, pag. 47/78



31/39

variacdo na impeddncia ndo aumenta com a concentracdo da
sequéncia complementar.

[111] A partir da andlise de todos estes experimentos e
resultados, identificou-se que 0s genossensores ndo sao
eficazes com a metodologia e arquitetura molecular
utilizadas (MAA). Como varias condicbes de hibridizacéo
foram tentadas sem sucesso, restou verificar se o problema
ndo estaria no filme automontado, pois sabe-se que a
organizacdo das biomoléculas (neste caso a sequéncia de DNA)
deve ser adequada para que a hibridizacdo seja eficiente.

[112] Com isso, duas iniciativas foram tomadas: realizar
experimentos de SFG para verificar a organizacédo da sequéncia
de prova, e proceder com uma alteracdo do material do filme
automontado. Os resultados de SFG da Figura 21 confirmaram
que a organizacdo da monocamada SAM de MAA ndo era adequada.
Por isso, passou-se a empregar um acido correspondente com
cadeia maior, o acido mercaptoundecancico (MUA), levando a
resultados promissores para a fabricacdo do genossensor da
presente invencao.

[113] Na Figura 21 revelam-se espectros de SFG para as
amostras de MAA com diferentes tempos de imobilizagdo (1 a
60 dias) em etanol. As amostras foram preparadas em
substratos de ouro diferentes, para que as medidas fossem
realizadas no mesmo dia. Nas amostras com 30 e 60 dias
observou-se uma banda em 1250 cm™! atribuida ao estiramento
da ligacdo C-0 do grupo (SONG; LIU; HE, 2008).

[114] Para que apareca um sinal no SFG é necesséario que
haja orientacdo média resultante das moléculas, o gque pode
ser observado apenas nas amostras com mais de 30 dias de

imobilizacdo. Nas amostras com menos tempo de imobilizacédo
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(1, 7, e 14 dias) n&do se observou sinal no SFG, devido a
orientacdo aleatdéria do MAA.

[115] Os resultados de SFG para os filmes de MAA foram
cruciais para explicar as falhas nas tentativas de obter
genossensores eficazes com MAA, de modo que um técnico no
assunto ndo saberia da ineficiéncia do MAA sem O0sS
experimentos tais como PM-TIRRAS e SFG, que podem ser
excepcionais para triagem de materiais e condigdes de
fabricacd&o de genossensores.

[116] A caracterizacdo eletroquimica foi usada para
investigar a imobilizagcdo da sonda (NH2-ssDNA) e a
hibridizacdo das sequéncias complementar (ds-DNA) e néo
complementar (nc-DNA). Essas medidas foram realizadas em 5
mM de ferrocianeto e ferricianeto de potédssio (Kz[Fe(CN)es]/
Ka[Fe (CN)¢]) em PBS/MgCl: (1 mM). Os eletrodos foram
preparados com diferentes plataformas (SAM), usando MUA (50
mM) em etanol, ambos imobilizados por 1 dia. Ressalta-se
que, quando esses experimentos foram executados, ainda ndo
se sabia que para o MAA um dia ndo era suficiente para ter
uma organizacdo da monocamada e que 30 dias seriam inviaveis
considerando-se uma aplicacdo industrial do mesmo.

[117] Os espectros de impedédncia eletroquimica da Figura
22 se referem aos sensores construidos com a monocamada
automontada de acido mercaptoundecanoico (MUA) , com
diferentes concentracgdes de sequéncia complementar (ds—-DNA)
e ndo complementar (nc-DNA) (10-11 a 10-® M): a) mostra o
espectro de impedéncia para a sequéncia complementar, em gque
a impedancia aumenta com a concentracédo devido a hibridizacéo
da sequéncia complementar com a sonda; b) mostra espectros

da sequéncia ndo complementar para diferentes concentracdes,
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em gque a Iimpeddncia variou pouco, com valor préximo da
impedéncia para etanolamina (6,97 kQ em 1 Hz). Ou seja, ha
apenas um pouco de adsorcg¢do.

[118] Foi estudado ainda o comportamento da hibridizacédo
da sequéncia complementar (ds-DNA) e ndo complementar (nc-
DNA) com diferentes concentracdes, entre 10711 a 10-¢ M. Esse
teste foi realizado por impedéncia eletroquimica em 5 mM de
ferrocianeto e ferricianeto de potéassio (K3[Fe (CN) 6]/
Ka[Fe (CN)¢]) em PBS/MgCl: (1 mM). Os espectros foram
analisados na frequéncia de 1 Hz, obtendo a diferenca do
sinal da sequéncia-controle menos o) sinal NHo-
ssDNA/Etanolamina (|Z|-|Zol) .

[119] Na Figura 23 apresenta-se a diferenca de sinal em
funcdo do log da concentracdo para o genossensor construido
com MUA, pois foi a plataforma que obteve melhor distincgéo
das sequéncias de DNA. Apds a hibridizacdo, as medidas de
impedéncia eletroquimica mostraram aumento do sinal em
funcdo do aumento da concentracdo da sequéncia complementar
(ds—-DNA) . Quando a sonda (NH2—-ssDNA) hibridiza com a
sequéncia complementar, forma-se uma estrutura de dupla
hélice deixando expostos os grupos fosfato eletronegativos
na superficie. Isso dificulta a espécie [Fe(CN)gs]3/-%4 atingir
o eletrodo devido a repulsdo eletrostatica, aumentando a
impedéncia.

[120] Em outro eletrodo foi analisada a sequéncia né&o
complementar (nc-DNA), que apresentou um sinal independente
(ndo variavel) da concentracdo. A curva analitica é linear
com o logaritmo da concentracdo de ssDNA, enquanto alteracdes
insignificantes foram observadas para o nc-DNA. Para NHz-

ssDNA, a faixa de concentracdo linear entre 1,0 x 10711 e 5,0
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x 1078 M e entre 1,0 x 108 e 1,0 x 10°°® M pode ser ajustada
com a equagcdo de regressdo (|1Z|-1z0]) = 199.150,21 +
15.772,64 log C e (|Z|-1%0l) = 517.319,07 + 54.125,61 log C,
em que C é a concentracdo de ssDNA. O limite de deteccdo é
de 0,24 e 277 x 10-12 M, correspondente a cada faixa linear,
estimada usando LOD = 3SD / 6, sendo 6 a inclinacdo e SD o
desvio padrdo da regressdo linear. Foram realizadas trés
medidas para cada concentracdo de DNA e calculado o desvio
padrao.

[121] O teste de seletividade para o genossensor foi
feito com a plataforma contendo a monocamada automontada de
MUA, para diferentes sequéncias de DNA, sequéncia
complementar (ds-DNA), 1 base trocada (1lb-DNA) e a sequéncia
ndo complementar (nc-DNA), com pardmetros de impedancia
iguais aos do teste de hibridizacdo.

[122] Foram analisados os espectros de impedancia de
cada sequéncia com concentragcdo de 1 uM (Figura 24),
comparando a diferenca do sinal das sequéncias controle e ©
sinal da ultima etapa de preparacdo do sensor (NHz-ssDNA
/Etanolamina) (|Z|-120]).

[123] A partir da figura 25 verifica-se a diferenca do
sinal de impedéncia das diferentes sequéncias em 1 Hz. A
sequéncia complementar (ds-DNA) gerou maior sinal do gque as
outras sequéncias, mostrando que houve hibridizacdo das duas
fitas. A sequéncia 1b-DNA tem a mesma sequéncia de bases da
ds-DNA, porém uma base central é diferente. Isso significa
que uma base n&o é complementar a sonda NH2-ssDNA, havendo
assim uma hibridizacdo parcial, e o sinal é entdo menor que
aquele do ds-DNA.

[124] Nos experimentos anteriores relativos ao
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genssensor da presente 1invencdo, fabricado com 4cido
mercaptoundecanoico (AMU), foi analisada a detecgdo com
amostras sintéticas a partir da plataforma com AMU,
imobilizando a sonda e etanolamina como espacador e
bloqueador de sitios ativos. Como os resultados foram
positivos, com distincdo entre diferentes concentracdes da
sequéncia especifica, pode-se agora verificar a
possibilidade de deteccédo em amostras de células.

[125] Foram usadas as linhagens celulares HN13 (97%),
JHU28 (93%), Fadu (3%), SCC25 (2%) com diferentes graus de
metilacdo, em gque o valor entre parénteses denota a
porcentagem de metilacéo. Foi utilizada apenas uma
concentracdo de 0,2 ng/uL de DNA, pois existe uma limitacédo
do volume das amostras fornecidas e a quantidade suficiente
para cobrir a &rea ativa dos eletrodos.

[126] Na Figura 26 é possivel verificar os espectros de
impeddncia dos DNAs metilados hibridizados na sonda. A
impeddncia aumentou com o grau de metilacdo, pois quanto
maior a quantidade de citosina metilada a sequéncia se
aproxima da sequéncia complementar (ds-DNA) discutida até
agora. Isso acontece porque os DNAs metilados passam por um
tratamento com bissulfito de sdédio que converte as citosinas
ndo metiladas em uracilas, mantendo as citosinas metiladas
em citosina.

[127] Na Figura 27 apresenta-se a diferenca do sinal de
impedancia dos DNASs metilados e a sonda (NH2 -
ssDNA/Etanolamina) (|Z|-1Z20]) em 1 Hz. A amostra com maior
porcentagem de metilacdo (HN13) com 97% gerou o maior sinal,
pois é a sequéncia complementar a sonda, ocorrendo

hibridizacdo. A amostra com menor porcentagem de metilacédo
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(SCC25), com 2%, proporcionou o© menor sinal, o que era
esperado pois é a sequéncia ndo complementar a sonda. As
medidas foram feitas em triplicata para cada concentracdo de
DNA e calculado o desvio padréo.

[128] O desempenho 6timo dos genossensores de AMU é
comprovado pelos dados da Figura 28, através da projecdo das
curvas de médulo da impedancia versus frequéncia por IDMAP.
Observa-se clara distincdo entre as amostras com diferentes
concentracdes de DNA com a sequéncia complementar (ds-DNA)
e nao complementar (nc-DNA).

[129] O coeficiente de silhueta para o mapa da Figura 28
é 0,359, um valor relativamente baixo, pois a distincéo
completa levaria a um coeficiente igual a 1. Isso ocorre
porque amostras com respostas eletroquimicas muito
diferentes entre si foram colocadas no mapa, de maneira que
as amostras da mesma classe (por exemplo, as amostras
sintéticas com tampdo PBS) ficaram prdéximas.

[130] As amostras de linhagens celulares com diferentes
porcentagens de metilacdo da Figura 29 tiveram seus simbolos
representativos separados, com amostras com alto grau de
metilacdo (JHU28 e HN13) distantes das do sinal PBS. Pode-
se inferir, portanto, que a distincdo deve ser mais eficiente
se forem visualizados dados de amostras da mesma classe. De
fato, para os dados das células apenas, o mapa da Figura 29
tem coeficiente de silhueta de 0,783, confirmando a
capacidade de distingcdo das amostras de diferentes graus de
metilacdo com o referido genossensor.

[131] Os versados na arte valorizardo os conhecimentos
aqui apresentados e poderdo reproduzir a invencdo nas

modalidades apresentadas e em outras variantes, abrangidas
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REIVINDICACOES

1) GENOSSENSOR DE DNA PARA DETECCAO DO BIOMARCADOR MGMT,
caracterizado por compreender:

pelo menos um eletrodo (1) recoberto por um filme (2)
monocamada automontado, em que o filme monocamada é
preferencialmente de acido mercaptoundecanoico (AMU); e

uma sonda (3) ssDNA de sequéncia [NH>-C6] -
TCGCGGTGCGTATCGTTTGCC funcionalizada no referido filme.
2) GENOSSENSOR, de acordo com a reivindicacéo 1,
caracterizado pelo fato de que o eletrodo é preferencialmente
constituido de wuma camada base de vidro, uma camada
intermedidria de cromo e uma camada externa de ouro.
3) GENOSSENSOR, de acordo com a reivindicacéo 2,
caracterizado pelo fato de que a camada externa também pode
ser de prata ou platina.
4) GENOSSENSOR, de acordo com a reivindicacéo 1,
caracterizado pelo fato de os sitios ativos da sonda (3)
serem opcionalmente bloqueados pela adigcdo de etanolamina.
5) GENOSSENSOR, de acordo com a reivindicacéao 1,
caracterizado pelo fato de ter limite de deteccdo de 0,24 x
10712 mol.L1L.
o) GENOSSENSOR, de acordo com a reivindicacéo 1,
caracterizado pelo fato de os filmes (2) serem depositados
preferencialmente por automontagem por adsorcdo guimica
(SAM) .
7) GENOSSENSOR, de acordo com a reivindicacgdo 1,
caracterizado pelo fato de compreender ainda um elemento
transdutor (4).
8) GENOSSENSOR, de acordo com a reivindicacéo 1,

caracterizado pelo fato de o elemento transdutor (4) ser
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baseado preferencialmente em medidas de impedancia
eletroquimica.

9) GENOSSENSOR, de acordo com a reivindicacéo 8,
caracterizado pelo fato de as medidas de impedéncia
eletroquimica variarem de acordo com o grau de metilacdo do
biomarcador.

10) USO do genossensor, conforme definido nas
reivindicagdes de 1 a 9, caracterizado por ser para deteccdo

precoce de carcinoma espinocelular de cabegca e pescogo.
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RESUMO

GENOSSENSOR DE DNA PARA DETECCAO DO BIOMARCADOR MGMT E SEU
USO PARA DIAGNOSTICO DE CANCER ESPINOCELULAR DE CABECA E

PESCOCO
A presente invencdo se insere no campo da detecgdo de acido
nucleico envolvendo sensores, mais especificamente na
detecgcdo de MGMT por meio de um genossensor baseado em uma
fita de ssDNA, wutilizado para diagndéstico precoce de
carcinoma espinocelular de cabeca e pescogco. O referido
genossensor ¢ funcionalizado com &acido mercaptoundecanoico
(AMU) e demonstrou sensibilidade e seletividade, inclusive
na avaliacdo de diferentes graus de metilacdo dos
biomarcadores. O referido genossensor compreende pelo menos
um eletrodo (1) recoberto por um filme (2) monocamada
automontado com alto grau de organizacdo molecular, em que
o) filme monocamada é preferencialmente de acido
mercaptoundecanoico (AMU); e uma sonda (3) ssDNA de sequéncia
[NH2-C6] -TCGCGGTGCGTATCGTTTGCC funcionalizada no referido

filme.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

B 1TA9BA3ET7 1TBO03ES41

Campo 2

ODbPOB26 6C8CDB8BEE 6

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: Listagem de Sequéncia - Espinocelular-20.txt
- Data de Geracao do Cédigo: 13/11/2020
- Hora de Geracao do Cdédigo: 19:15:24
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: BIA9BA3E71B03E41
- Campo 2: 0DOB266C8CDS8BEEG6
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