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RESUMO

O desenvolvimento de novos dispositivos para monitorar o metabolismo celular e o diagnostico
de doencas expandiu as pesquisas com biossensores, que aliados a nanotecnologia
possibilitaram a criacdo de novos elementos com alta sensibilidade de deteccao, especificidade
e capacidade de multiplexacdo, mostrando grande potencial para sua aplicabilidade no
diagnostico clinico. O trabalho foi desenvolvido em duas etapas. A primeira, referiu-se no
desenvolvimento de uma metodologia para acoplar o aptamero conjugado com as
nanoparticulas de ouro sobre o sensor da Ressonancia Plasmonica de Superficie (SPR). Foi
utilizado MUA para formacdo das monocamadas auto-organizadas; ativacdo dos grupos
carboxilicos utilizando solu¢do de EDC/NHS e a imobilizacdo do aptdmero conjugado. Ap6s
este processo, foram realizadas as injecdes de Mucina Epitelial Polimérfica tipo 1 (MUCL). A
segunda etapa, consistiu na mesma metodologia de acoplamento do aptamero, porém
substituindo a MUCL1 por sobrenadante da linhagem celular LNCaP (células prostaticas
tumorais). Desse modo, foi desenvolvida uma metodologia analitica utilizando aptameros e

biomarcadores para diagnosticar o Cancer de Préstata (PCa) através da SPR.

Palavras-chave: Biossensor, Cancer de Préstata, Ressonancia Plasmonica de Superficie e

Mucina.



ABSTRACT

The development of new devices to monitor cell metabolism and the diagnosis of diseases has
expanded research with biosensors, which together with nanotechnology enable the creation of
new elements with high detection sensitivity, specificity and multiplexing capacity. The work
has developed in two stages. First, concerning the development of a methodology for the
coupling or the conjugate with the gold nanoparticles on the Surface Plasmon Resonance (SPR)
sensor. MUA has used for the formation of self-organized monolayers; activation of social
media groups, EDC / NHS solution, and a conjugate fit immobilization. After this process, they
have performed as injections of Polimorphic Epithelial Mucin type 1 (MUCL1). The second step
consisted of the same aptamer coupling methodology, but replacing a MUC1 with supernatant
of the LNCaP cell line (prostatic tumor cells). Thus, an analytical methodology has developed,

using aptamers and biomarkers for the diagnosis of Prostate Cancer (PCa) through the SPR.

Keywords: Biosensor, Prostate cancer, Surface Plasmon Resonance and Mucin.
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1 INTRODUGCAO

Céancer é o nome genérico designado a uma série de doencas, cuja caracteristica
principal é ser decorrente de um descontrole nos mecanismos da divisdo celular. O inicio se da
quando as células de algum tecido ou érgdo comecam a crescer descontroladamente,
produzindo células andmalas, podendo se multiplicar e invadir outros 6rgdos, processo
conhecido por metastase [1] e seu aparecimento se da com maior frequéncia em pessoas na
faixa etéria entre 40 e 60 anos. Os Grgdos mais comumente acometidos sdo Utero e mama nas
mulheres, e préstata entre os homens [2]. O cancer é um problema de salde publica,
principalmente entre os paises em desenvolvimento, onde espera-se que, nas proximas décadas,
o0 impacto do cancer na populacéo seja correspondente a 80% dos mais de 20 milhdes de casos
novos estimados para 2025 [3].

No Brasil a estimativa, do biénio 2016-2017, indica a ocorréncia de aproximadamente
600 mil novos casos de cancer. O perfil epidemiolégico observado assemelha-se ao da América
Latina e do Caribe, onde os canceres de prostata (61 mil) em homens e mama (58 mil) em
mulheres serdo os mais frequentes. Descontando os casos de cancer de pele ndo melanoma, 0s
tipos mais frequentes em homens serdo préstata (28,6%), pulméo (8,1%), intestino (7,8%),
estdmago (6,0%) e cavidade oral (5,2%). Nas mulheres, os canceres de mama (28,1%), intestino
(8,6%), colo do Utero (7,9%), pulméo (5,3%) e estdmago (3,7%) figurardo entre o0s principais
[3].

Nos Estados Unidos, Europa e no resto do mundo, o cancer de préstata (PCa) é o tipo
mais comum e a segunda principal causa de 6bitos por cancer em homens [4-5]. No mundo
todo, no ano de 2030, calcula-se uma incidéncia de 1,7 milhdes de casos de PCa e uma

mortalidade anual de 0,5 milhdes de homens [6].
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Atualmente, os métodos existentes de deteccdo de cancer dependem fortemente de
métodos tradicionais (histopatoldgicos, imunohistoquimicos, ELISA, entre outros), que se
baseiam na morfologia das células utilizando coloracdo e microscopia. Estas sdo técnicas
invasivas baseadas na biopsia e andlise do tecido utilizando a fixacdo e morfologia celular.
Estes testes, no entanto, ndo sdo individualmente conclusivos; quanto a remocéo de tecido pode
perder células cancerigenas no inicio mais precoce da doenca, sendo assim necesséaria mais
investigacdo para desenvolvimento de testes para identificar o tumor sem a necessidade de
exames invasivos. Outras metodologias bastante utilizadas para a detec¢do de cancer em
estagios iniciais sdo 0s imunoensaios e polimerase transcriptase inversa [7-8]. Os imunoensaios
sd0 muito sensiveis e seletivos, porém sdo andlises caras e demoradas quando comparadas as
tradicionais técnicas. A utilizacdo de ensaios por reacdo em cadeia de polimerase transcriptase
inversa (RT-PCR) para anélise de expressao de genes do cancer tambeém tem sido utilizada para
a deteccdo precoce do PCa. No entanto, os procedimentos acima sdo complexos, lentos, caros
e requerem pessoal com alta experiéncia para conduzir a analise. Por conseguinte, o
desenvolvimento de novas metodologias a base de proteinas para o diagnostico da doenca em
vez de marcadores genéticos tem aumentado significativamente em anos recentes [9-10]. Por
isso novos métodos emergentes moleculares estdo sendo estudados para a melhor compreenséo
da doenca e rapido diagnostico.

Recentemente, biossensores tém sido utilizados para a deteccdo de alguns
biomarcadores (proteinas, acidos nucléicos, anticorpos, peptideos, entre outros) [11]. Os
biossensores podem ser altamente especificos, independentes de parametros fisicos e quimicos,
como o pH e a temperatura [12]. Dentre as plataformas utilizadas, a Ressonancia Plasménica

de Superficie (SPR) tem se destacado na deteccdo de tais moléculas bioldgicas [13].
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1.1 Biossensor/aptasensor

Bionssensor é um dispositivo analitico que contém elemento bioldgico, transdutor e
unidade processadora. Combina a seletividade da biologia com o poder de processamento da
microeletrénica e optoeletrdnica moderna para oferecer poderosas ferramentas analiticas com
aplicagdes importantes no campo da medicina, estudos ambientais, alimentos, entre outros. Os
dispositivos analiticos (figura 1) se baseiam na juncdo entre componentes biolégicos (macro
moléculas como anticorpos, enzimas, que sao utilizadas para reconhecer e interagir com um
analito especifico) e fisico-quimicos (normalmente transdutores que realizam a conversao das

interagOes em sinais) [14].

i Unidade
.~ Elementode Transdutor processadora
© " reconhecimento (B) de smal (C)
(componente
biologico) (A)

Analito-alvo =

Figura 1: Esquema de funcionamento de biossensor para deteccdo do analito.
Fonte: Calil; Silva, 2011 [15].

Para a construgdo dos biossensores as técnicas mais comuns de imobilizacdo do
componente biologico sdo adsorcdo fisica (interagcdes do tipo idnica e polar e ligacdo de
hidrogénio), ligagdo cruzada (reticulagdo), oclusdo ou aprisionamento, ligacdo covalente e
covalente cruzada, encapsulamento e microencapsulamento [12]. A estabilidade das técnicas

de imobilizacéo pode determinar a sensibilidade e confiabilidade do sinal do biossensor, devido
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a preservacao dos sitios ativos da molécula. O transdutor age como uma interface, medindo as

mudancas fisicas ou quimicas que ocorrem na reagdo com o biorreceptor, transformando essa

energia em um produto mensuravel, como massa, carga, calor ou luz (Figura 2) [15].

Eletroquimico

Nanofio

|
Microbalanga
de quartzo

Onda
acustica de
superficie

Campo
evanescente

Guias de

SPR
ondas

Microcavidades
ressonantes

Fluorescéncia

Nano
mecanico

Colorimétrico

Microarrays

Biobarcode

Figura 2: Esquema de um biossensor e suas subclasses (autoria propria).

Dentre as diversas técnicas citadas, 0s biossensores opticos podem ser divididos em

deteccdo baseada em fluorescéncia e deteccdo label-free. Na deteccdo baseada em

fluorescéncia, moléculas alvo ou moléculas de biorecognigdo sdo marcadas com fluorescentes,

tais como corantes; a intensidade do sinal de fluorescéncia indica a quantidade de moléculas

alvo. Em contraste, na deteccédo label-free, as moléculas alvo ndo sdo marcadas ou alteradas e

sdo detectadas nas suas formas naturais. Uma parte significativa dos sensores opticos label-free

mensura a alteracdo do indice de refragdo perto da superficie do sensor excitando um campo
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evanescente que decai exponencialmente na solugdo de volume com um comprimento
caracteristico entre dezenas a centenas de nanémetros. O método SPR, é o mais popular entre
biossensores opticos label-free [11].

No desenvolvimento de biossensores para diagndstico e monitoramento do cancer o
componente biolégico do sensor € fundamental para se obter éxito na pesquisa. O componente
bioldgico pode variar desde moléculas (proteinas e &cidos nucleicos, por exemplo) até células
inteiras, podendo ser dividido em dois grupos, elementos ndo-cataliticos e cataliticos. Os
elementos ndo-cataliticos, sdo representados por receptores celulares ou anticorpos, e
normalmente séo utilizados para deteccao direta (p.ex. biossensores label-free) [16]. Diversos
biossensores sdo desenvolvidos para analise de proteinas, indicando assim o seu potencial na
deteccdo de proteinas biomarcadoras para o cancer. No entanto, um dos gargalos é a
disponibilidade de uma gama de elementos de reconhecimento que sejam especificos para 0s
diversos biomarcadores cancerigenos. Os anticorpos sdo excelentes elementos, nos termos de
ligacdo, especificidade e seletividade, porém eles sdo relativamente caros para produzir e
algumas vezes sdo incompativeis com metodologias de alto rendimento. Portanto em adi¢do ao
uso de anticorpos, novas alternativas estdo sendo o foco de diversos grupos de pesguisa como
0s biossensores baseados em aptameros [17-19].

Os aptameros sdo sequéncias de DNA ou RNA que se ligam a proteinas com alta
afinidade, uma alternativa aos anticorpos. O conceito de aptameros surgiu na década de 90
através do estudo com macromoléculas com diferentes estruturas primarias que adotam uma
configuracdo tridimensional Unica com afinidade exclusiva de ligagdo com proteinas-alvo.
Sendo de fato, o mesmo tipo de dependéncia estrutural na qual os anticorpos se ligam aos
epitopos dos antigenos. Nos altimos 20 anos, o conceito de ligacdo baseada na estrutura foi
otimizado para a producdo de um pool de aptdmeros, resultando num amplo banco de dados de

macromoléculas com conjuntos de sequéncias de DNA e RNA [20-21]. O método para sua
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geragdo é denominado SELEX (sigla em inglés para Evolucdo Sistemética de Ligantes por
Enriquecimento Exponencial) [22].

O SELEX é uma técnica em que os oligonucleotideos de cadeia simples sdo
selecionados a partir de uma grande variedade de sequéncias, baseados numa atividade desejada
contra uma proteina alvo ou outra molécula. O procedimento SELEX é normalmente iniciado
com uma biblioteca de RNA ou DNA que consiste em algumas sequéncias oligonucleotidicas
aleatorias (10%4-10°). Cada molécula exibira uma estrutura terciaria Gnica que sera dependente
da sequéncia nucleotidica dessa molécula. A afinidade de ligacao do oligonucleotideo para essa
proteina seré determinada pelo ajuste entre por¢oes na superficie do oligonucleotideo e epitopos
na proteina alvo. Muitas vezes é possivel identificar aptdmeros com afinidades nanomolares ou
subnanomolares que se ligam seletivamente a proteina alvo em relagdo a outras proteinas com
um elevado grau de homologia estrutural [23].

Os aptadmeros fornecem uma nova plataforma de pesquisa de reconhecimento rapida e
eficiente para bioquimica e comunidade biomédica e mostram uma boa perspectiva de
aplicacdo. Foram descobertos aptameros com afinidade de ligacdo especifica para uma
variedade de alvos que vao desde peptideos, pequenas moléculas como corantes organicos e até
mesmo algumas células. Essas descobertas permitiram progressos na aplicacdo dos aptameros,
como por exemplo, o desenvolvimento de aptasensores [24].

A diversidade funcional dos aptameros permite o uso em uma vasta gama de aplicacdes,
como deteccdo analitica, diagnosticos, terapéuticas, veiculos de liberagdo de farmacos,
engenharia celular, entre muitas outras [25]. Comparados com os anticorpos, oferecem diversas
vantagens, incluindo estabilidade a longo prazo e producéo de baixo custo [26]. Podem ser
facilmente modificados com consequéncias minimas para as suas propriedades de ligagéo,

possibilitando a sua integracdo em diferentes plataformas (biossensores e terapéuticas). As
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condicGes especificas de cada selegdo podem ser ajustadas para a aplicacéo final do aptamero,
alterando as propriedades sob demanda [27].

Os biossensores que utilizam aptameros como elemento de reconhecimento sdo
chamados de aptasensores. Os aptameros podem ser modificados quimicamente para sofrer
alteracbes conformacionais dependentes do analito. Eles também podem ser projetados para
suportar ciclos repetidos de desnaturacao e renaturacdo, abrindo uma possibilidade de regenerar
a funcdo biocomponente imobilizada para reutilizacdo e assim serem empregados em
diagndsticos [25].

Os aptasensores competem com outros biossensores bem estabelecidos, essencialmente
baseados em anticorpos, entretanto, seu foco principal sdo as aplicacGes onde os anticorpos néo
conseguem alcangar 0s objetivos ansiados. Apresentam diversas vantagens, tornando-os
preferiveis: estrutura mais simples, sintese facil, mais baratos, mais estaveis, possuem afinidade
e especificidade por ligantes que ndo sao reconhecidos por anticorpos (como ions ou pequenas
moléculas) e utilizam pequenas quantidades de analito [15]. As aplicacdes mais comuns dos
aptasensores residem nos campos de testes de seguranca alimentar e controle de poluicédo
ambiental. Deste modo, os aptasensores desenvolvidos para a deteccdo de contaminantes de
pequenas moléculas, incluindo antibioticos, toxinas, pesticidas e metais pesados (que podem
estar presentes em uma grande variedade de produtos alimentares e amostras ambientais) sao

de particular interesse [28].

1.2 Ressonancia Plasménica de Superficie (SPR)

O primeiro equipamento (SPR), foi comercializado em 1990. Desde entdo, foi utilizado

em diversas pesquisas para testar novas aplicacbes em diferentes areas analiticas, como,

segurancga alimentar, contaminacdo microbiana, deteccdo de bactérias, andlise de doping,
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protedmica e monitoramento ambiental [13]. As vantagens da tecnologia SPR incluem o
monitoramento em tempo real dos marcadores moleculares/analitos, pré-tratamento minimo da
amostra, resposta quantitativa, boa sensibilidade e reprodutibilidade [29].

Os analitos sdo injetados em um sistema de fluxo e encaminhados a pontos especificos
na superficie do sensor, onde acontece a ligacdo em uma molécula alvo imobilizada (anticorpo,
enzima, aptdmero, entre outros). O gréfico resultante fornece a informacdo das taxas de
associacao e dissociacdo a que o analito liga-se e é liberado da molécula alvo [30].

A B

Immobilized molecule
Analyte (antibody, for example) Reflectivity
(molecule from probe) ™

inet = @ o & ® o /® @ oue
noble metal—» vmzthq\sumoe plasmon

sensor waves

source of light
{laser)

CCD detector ﬁ
Angle of incidence

Figura 3: Representacdo do funcionamento de um equipamento de Ressonancia

Plasmonica de Superficie.
Fonte: Victoria, 2012 [31].

A SPR é um método Optico de alta sensibilidade. Uma biomolécula é imobilizada na
superficie do sensor (um metal nobre) e uma bioparticula de interacdo (ligante) torna-se
disponivel. As interacdes entre as bioparticulas acontecem na interface do sensor no sistema de
células de fluxo sob fluxo continuo. A ligacdo de biomoléculas flutuantes e imobilizadas leva
ao acumulo de biomoléculas na superficie do sensor, resultando no aumento do indice de
refracdo proximo a superficie. Alteracdes do indice de refracdo levam a altera¢fes nas ondas

do plasma da superficie (polaridade do plasma de superficie). Estas altera¢Bes sdo medidas em

'
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tempo real e assim fornecem informacgdes sobre a eficiéncia de ligacdo das biomoléculas

(Figura 3 e Figura 4) [31].
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r
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g et it e e A e e e e i

Matriz de dextrana Bicamada lipidica

MINESAASS

Copolimeros adsorvidos

Monocamada auto-organizada

Figura 4: Representacdo de um instrumento tipico de SPR. Lamina de vidro recoberta com
prata/ouro sob um prisma, onde o feixe de luz convergente é focado sobre o lado de baixo do
filme de prata/ouro, que é refletida para um detector de arranjo bidimensional de fotodiodos. A
superficie do filme de prata/ouro pode ser modificada dando origem a uma variedade de

superficies sensoras.
Fonte: Carvalho et. al. 2003 [32].

A figura 5 ¢ um modelo de sensorgrama caracteristico da SPR, onde visualizamos a

interacdo em tempo real de um analito com uma molécula alvo imobilizada na superficie do
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chip do sensor. A injecdo inicial (tamp&o ou agua deionizada, por exemplo) estabelece o valor
da linha base e, a medida que a solucéo da amostra passa pela superficie do sensor, a interacdo
molecular acontece. Durante a andlise, a taxa de ligacdo observada € a diferenca entre as
moléculas que se ligam a superficie e as moléculas que deixam a superficie. Deste modo, a
ligacdo parece mais rapida no inicio da injegdo, uma vez que o elemento de reconhecimento
bioldgico interage com a alta concentracdo de moléculas da amostra disponiveis na superficie
do sensor. A medida que o fluxo continua, a taxa de ligagio observada diminui & medida que
menos moléculas estdo disponiveis na superficie. Apés o fim da injecéo, o ligante fracamente
ligado € dissociado e lavado pelo tampdo. A superficie do sensor é regenerada de volta ao valor
da linha base para a anélise da proxima amostra [33].

A associacdo deve seguir uma Unica exponencial e ter alguma curvatura antes da injecao
do analito finalizar. A parte inicial da curva indica uma interagéo livre de transporte de massa.
A velocidade da formacdo depende da constante de taxa de associacdo, da concentracdo de
analito e do namero de locais de ligante livre. A fase estavel é o nivelamento da curva
(horizontalizacgdo), indica que o nimero de eventos de associacao € igual ao nimero de eventos
de dissociacdo. Uma taxa de dissociacdo lenta exigird um longo periodo de injecdo para atingir
0 estado estacionario. Quando a dissociacdo € rapida, o estado estacionario € alcancado
rapidamente ap6s a injecdo do analito. E por fim, a dissociacdo, que deve ser exponencial. A
dissociacdo depende apenas da constante de taxa de dissociacdo, mas em casos de forte
interacdo, a curva pode ser quase horizontal. Quando ha uma resposta residual apos a
dissociagéo, isso pode ser uma indicacéo de interacéo ndo especifica com a matriz. E feita entéo
uma injecdo de tampéo para dissociar o analito fracamente ligado sem interferir nas interagoes

de interesse [34].
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Figura 5: Sensorgrama caracteristico da SPR dividido em quatro etapas: Fase de

associacdo; fase estavel; fase de dissociacdo e fase de regeneracéo.
Fonte: RITZEFELD; SEWALD, 2012 [35].

A SPR ¢é uma oscilacdo da densidade de carga longitudinal, ao longo da interface de
dois meios com constantes dielétricas de sinais opostos, onde um é metal e outro, um dielétrico.
A escolha do metal a ser usado deve ser criteriosa, ja que o metal deve exibir comportamento
de elétrons livres. Os metais mais adequados séo a prata, ouro, cobre e aluminio, entretanto, 0s
mais empregados sdo a prata e o ouro. Dos sistemas desenvolvidos, 0 mais comumente usado
é 0 que foi desenvolvido por Kretschmann, a configuragdo de refletancia total atenuada [36-
37].

Tal fenémeno ocorre (figura 6) quando a luz polarizada atravessa um meio 0ptico denso,
no caso, o0 vidro e alcanga uma interface entre este meio e um meio de densidade dptica menor
(o ar), e é refletida novamente para o meio mais denso. Apesar da luz incidente ser totalmente
refletida internamente, uma componente desta radiacdo, onda ou campo evanescente, penetra
na interface do meio menos denso, até a distancia de um comprimento de onda (11). Num

determinado angulo de incidéncia, quando o vetor de onda do plasma € igual ao vetor de onda
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do campo evanescente (Ksp = Kev), parte da radiacdo acopla o plasma (elétrons livres
oscilantes) no filme metalico, acontecendo a ressonancia de plasma de superficie.
Consequentemente, ocorre a perda de energia da luz incidente para o filme metalico, reduzindo
a intensidade da luz refletida, a qual pode ser detectada como um arranjo bidimensional de

fotodiodos [32].

Metal/ar

Filme metalico
{<1n)

Fonte de luz
polarizada - Detector

Figura 6: Representacdo do funcionamento da Ressonancia de Plasma de Superficie segundo

configuracdo de Kretschmann.
Fonte: Carvalho et. al. 2003 [32].

A fisica de todo o processo que ocorre no equipamento, tal qual o valor do angulo (Kx)

é demonstrada nas equacdes abaixo (1 e 2):

1* Equacéo

W
k., =?\/€_psen6



27

Onde O, é o angulo de incidéncia da luz com a superficie metélica, € é a constante
dielétrica do prisma, ® é a frequéncia angular da luz incidente e c, a velocidade da luz.

Complementarmente, a constante de propagacdo da OPS (Kops) em uma interface

metal/dielétrico é expressa por:

2% Equagdo

€méa

C E, + &
V((l m)

kops —

Onde o, € a frequéncia angular da onda, ¢ € a velocidade da luz, €, € a constante

dielétrica da amostra (que interagem com a superficie) e ey € a constante dielétrica do metal.

Deste modo, é possivel utilizar o angulo da luz incidente como pardmetro de controle do
fendmeno de OPS, por meio de um monitoramento da refletancia versus dngulo de incidéncia
de luz. No momento em que a componente paralela do féton de luz incidente é equivalente a
constante de propagacgdo da OPS, isto €, Kx = Kops deve ocorrer uma queda na refletancia,
devido a formacéo da onda evanescente, que se propaga através da superficie de metal e interage
com o meio externo [38].

A concentragdo de biomoléculas na superficie esta relacionada diretamente com a
mudanga no sinal da SPR, denominada de resposta SPR presente nas unidades ressonantes
(RU). A resposta da SPR de 120 RU é equivalente a concentracio de 1ng/mm? na superficie do
sensor [39]. A deteccdo maxima no indice de refracdo da SPR na superficie do sensor é de 300
nm. O acimulo de analito na superficie do sensor provoca um aumento no indice de refracdao.

Esta alteracdo do indice de refracdo é medida em tempo real (a amostragem em uma analise
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cinética é tomada a cada 0,1 s) e o resultado tragcado como unidades ressonantes (RU) em
relacdo ao tempo (denominado sensorgrama). A mudanca de angulo da SPR é relatada como
unidades de ressonancia (RU), onde 1000 RU correspondem a uma mudanca de angulo de
aproximadamente 0,1°. A relacdo exata entre RU e a quantidade/concentracdo de material

ligado variara com o indice de refracdo do analito [40].

1.3 Cancer de préstata e biomarcador

A prostata, € uma glandula exdcrina, do sistema reprodutor masculino. Ela produz e
armazena um fluido incolor e ligeiramente alcalino que constitui de 10% a 30% do volume do
liquido seminal, que constituira o sémen, junto com os espermatozoides. E um 6rgéo sélido que
pesa aproximadamente 20 gramas (tamanho de uma noz). A prostata, anatomicamente, é
subdividida em apice, base, face anterior e duas faces infero-laterais e sendo atravessada em
toda sua extensdo pela uretra [41].

O PCa é uma doenca caracterizada por crescimento descontrolado de células dentro da
glandula prostatica [42]. O PCa é a neoplasia mais frequente encontrada em homens e seu
indice tem aumentado nas Ultimas décadas. As razdes para isso sao 0 aumento da expectativa
de vida, o estilo de vida ocidental (dieta extremamente caldrica aliada ao sedentarismo) e o
desenvolvimento de métodos diagnodsticos mais modernos e precisos [41]. Ele é uma doenca
heterogénea, que exibe uma vasta gama de comportamentos clinicos: de tumores com
crescimento muito lento até tumores com rapido crescimento com progressdo para estagios mais
agressivos e metastaticos que ndo respondem aos tratamentos, reduzindo a sobrevida do
paciente [43].

Tradicionalmente, o diagnostico é realizado através do exame clinico (toque retal da

préstata) e o exame de sangue para a dosagem do antigeno prostatico especifico (PSA). Quando
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necessario, € recomendado a realizacdo de uma ultrassonografia transretal, utilizada tanto para
orientar a biopsia quanto para determinar o volume prostatico e avaliar a extenséo local da
doenca [44]. O exame do toque é utilizado na detecgdo e também na defini¢do do tratamento.
Os valores limites normais aceitos de PSA sdo de até 4 ng/ml, entretanto, podem existir tumores
com PSA abaixo deste valor. Quando o PSA estiver acima de 10 ng/ml ha indicagdo formal
para bidpsia. Para valores entre 4-10 ng/ml deve-se também levar em consideragdo a velocidade
do PSA e arelagdo PSA livre/total [45].

Entretanto, o diagndstico e o tratamento do cancer de préstata possuem lacunas que
necessitam de aprimoramento: um biomarcador validado para complementar o PSA para
rastreamento; a diferenciacdo molecular da doenca benigna e maligna e biomarcadores
prognosticos com utilidade clinica [46].

Biomarcador € uma molécula biolégica encontrada no sangue, outros fluidos corporais
ou tecidos que é sinal de um processo normal ou anormal. Um biomarcador pode ser utilizado
para avaliacdo da resposta corporal a um determinado tratamento. Os biomarcadores ideais para
a deteccdo do PCa auxiliam na triagem, na tomada de decisdo referente aos pacientes que irdo
ou ndo se beneficiar de uma bidpsia ou rebiopsia. Auxiliam também na diferenciacdo entre
tumores agressivos e com baixo grau de agressivdade e na selecdo do tratamento mais efetivo
a curto e longo prazo [4].

A mucina epitelial polimérfica tipo 1 (MUC1) sdo proteinas glicosiladas expressas por
células epiteliais [47]. As MUC1 além de protegerem o revestimento epitelial do ambiente
externo, sdo uma classe importante de moléculas expressas de maneira aberrante em varias
patologias e estdo relacionadas a disturbios inflamatorios e cancer epitelial. Elas sdo Uteis como
marcadores prognosticos e de diagndstico, bem como potenciais alvos terapéuticos [48].

As fungdes da MUC1 sdo proporcionar protecdo contra patogenos, desidratacao,

alteracdes no pH e enzimas degradativas. As mucinas séo divididas em dois grupos principais:
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secretadas e associadas a membrana. A MUC 1 é associada a membrana, tem peso molecular
de 120-225 kDa que muda para 250-1000 kDa com a glicosilacdo. Ela é uma das mucinas mais
desreguladas durante a carcinogénese sendo super expressada na maioria dos canceres epiteliais
humanos. Embora ndo exista consenso no reconhecimento da MUC1 como oncogene, Seu
envolvimento na proliferagdo, angiogénese, invasdao e metastizacdo estd agora bem
documentado. Hipdteses sugerem que, globalmente, a MUC1 participa no controle do
microambiente local, permitindo que o tumor se adapte, sobreviva e prolifere em contextos
desafiadores durante invasdo e metastase [49].

Portanto, as tarefas desafiantes desta dissertacdo foram: a) estudar o desenvolvimento
de uma nova plataforma de utilizacdo dos aptameros e b) avaliar MUCL para o diagnostico de

cancer de prostata de forma mais precisa e seletiva.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivos Gerais

O objetivo do projeto foi desenvolver uma metodologia mais simples e acessivel

utilizando SPR para detectar MUCL relacionada ao cancer de prostata.

2.2 Objetivos Especificos

e Preparacdo e caracterizacdo das monocamadas auto organizadas sobre a superficie de
ouro da SPR.

e Desenvolvimento de uma metodologia analitica associada a aptameros especificos para
biomarcadores liberados por células prostaticas para a detec¢do de proteina relacionadas
ao PCa.

e Deteccdo da proteina MUCL.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes Utilizados

Os reagentes utilizados foram 11 — acido mercaptoundecandico (MUA), N- (3-
dimetilaminopropil) - N'-etilcarbodiimida (EDC), o N — hidroxissuccinimida (NHS), etanol,
detergente Alconox, tampéo fosfato salino (PBS), (I11) cloreto de ouro trihidrato (HAuUCIs) e
citrato de sodio (NasCsHs0O7) adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A sequéncia
do aptdmero especifico para MUCL1 foi 5'-SH/- GCAGTGAGTCCTTGGATACCCTGG-3'-
/IMB (Biosearch Technologies, Novato, CA). A agua deionizada utilizada nos preparos das
solugdes foi adquirida de uma unidade Millipore Milli-Q (EUA). As solugdes estoques foram
guardadas a 4 °C no escuro. Sobrenadante da linhagem celular (LNCaP; ATCC® CRL-1740™),
cultivadas em frascos de 75 cm? em meio RPMI, soro fetal bovino suplementado,
Estreptomicina (10mg) e Penicilina (10,000 U), tripsina-EDTA 0,25%, todos adquiridos da

(Gibco®, Waltham, MA).

3. 2 Cultivo das células

Os sobrenadantes das células utilizadas foram fornecidos pela Profa. Dra. Flavia Karina
Delella vinculada ao Departamento de Morfologia do Instituto de Biociéncias campus da
UNESP de Botucatu. Neste trabalho, os sobrenadantes das células prostaticas utilizadas eram
de uma linhagem derivada de sitio metastatico e dependente de andrégeno (LNCaP; ATCC®
CRL-1740™), As celulas foram cultivadas em frascos de 75 cm? em meio RPMI suplementado
com soro fetal bovino, Estreptomicina (10mg) e Penicilina (10,000 U) até atingirem ao menos

90% de confluéncia e logo ap6s foram tripsinizadas por meio da tripsina-EDTA 0,25% (para



33

desprender as células do frasco) (Gibco®, Waltham, MA). A viabilidade das células foi

avaliada pelo método da camara de Neubauer.

3.3 Equipamento

3.3.1 Ressonancia Plasmonica de Superficie (SPR)

As analises das interagdes moleculares entre o aptdmero-proteinas e o aptamero-
sobrenadante foram realizadas no equipamento de Ressonancia Plasmonica de Superficie - SPR
(AutoLab Springle®, Eco Chemie, Holanda). O sensor do equipamento € um disco de ouro
adquirido da (AutoLab Springle®, Eco Chemie, Holanda). Possui didmetro de 17 mm e com
espessura de 50 nm de ouro. O sensor de ouro foi inserido em um prisma semicilindrico e

introduzido no equipamento AutoLab SPR para realizacdo das analises.

3.4 Procedimentos

3.4.1 Limpeza do sensor e preparacdo das SAMs (Monocamadas auto organizadas)

A limpeza do sensor de ouro da SPR foi realizada inserindo-0 em um beaker com agua
deionizada e detergente industrial durante 10 minutos no ultrassom. Apds, o sensor foi lavado
trés vezes com agua deionizada, alcool e seco em papel de lente. Depois da etapa de limpeza, o
disco foi colocado no equipamento e modificado pela deposi¢ao das SAMs (monocamadas auto
organizadas). As SAMs foram formadas através do uso de alcanotidis, resultado da deposicéo

de solucdo de alcanotidl, ocorrendo a adsorcao irreversivel do tiol a superficie do disco de ouro.
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Para a formacdo das SAMs, foi preparada uma solugéo utilizando 0,029 de MUA em
100 pL de etanol absoluto. Da solu¢ao, foram adicionados 5 pLL em 4,95 pL de etanol obtendo-
se a solucdo final. Desta solucdo final, foram adicionadas a superficie do sensor 200 pL,
permanecendo a noite toda. No dia seguinte, a superficie foi lavada com &gua deionizada trés

VEZES.

3.4.2 Preparacao das nanoparticulas de ouro

As nanoparticulas de ouro foram produzidas a partir da mistura de duas solucdes,
HAUCIs 1,0 mmol L-! e NazsCsHsO7 39 mmol L-1. A primeira solucéo foi preparada diluindo
0,005 g de HAuCIls em 10 mL de &gua deionizada Milli-Q e a segunda, a partir da diluicao de
0,1 g de citrato de sddio em 10 mL de agua deionizada Milli-Q. Passada esta etapa, em um
erlenmeyer sobre um agitador magnético foram adicionados 3,0 mL da solugdo de HAuCI4
juntamente com 17,0 mL de agua Milli-Q. Essa solucdo foi misturada utilizando uma barra
magnética e aquecida até o ponto de ebulicdo. Entdo, 2 mL da solucdo de NasCsHs07 foi
adicionada ao erlenmeyer fazendo com que a solucdo que apresentava uma cor amarelada
passasse para um vermelho intenso em apenas alguns segundos. Quando a solucdo atingiu essa
coloracdo, a temperatura foi desligada e a solu¢do permaneceu em agitacdo por mais 5 minutos.
A solucdo, foi entdo, transferida para um tubo falcon até seu resfriamento em temperatura
ambiente e armazenada em um vidro escuro na geladeira. Os ions do ouro foram reduzidos a
nanoparticulas de ouro metéalico através do citrato de sodio e 0 excesso de anions do citrato na
solucdo manteve a superficie metélica do ouro, dando carga negativa para cada nanoparticula

[50].
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4 RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 Deteccdo da MUCL e sobrenadante das células da linhagem (LNCaP; ATCC® CRL-

1740™) utilizando Ressonancia Plasménica de Superficie (SPR)

A primeira etapa do projeto consistiu no desenvolvimento de uma metodologia de
acoplamento do aptdmero conjugado com nanoparticulas de ouro (AuNPs) sobre o disco de
ouro do SPR. Foram utilizados grupos carboxilicos para o acoplamento do aptdmero conjugado
com as AuNPs sobre o sensor de ouro. Inicialmente utilizamos uma monocamada auto-
organizada (MUA). Apos o qual o aptamero foi imobilizado por meio da formag&o de ligaces
com as aminas. O grupamento EDC/NHS foi utilizado para ativar e promover a formacéo de
ligagBes covalentes através da formacdo de grupos N-hidroxisuccinimida. A figura 7 mostra a
resposta obtida pela SPR apds injecbes de: MUA formando as monocamadas auto-organizadas,
ativacdo dos grupos carboxilicos utilizando solucdo de EDC/NHS e a imobilizacdo do aptamero
conjugado. A linha base inicial foi obtida quando a superficie do ouro ja tinha sido tratada
utilizando MUA. Apos a injecdo da solucdo de EDC/NHS que permaneceu por 40 minutos, foi
realizada a injecdo de 100 pL da solugdo de aptdmero sobre a superficie do sensor de ouro
permanecendo por 30 minutos acompanhada por uma mudanca no angulo de ressonancia
monitorada continuamente pelo sistema SPR. A mudanca do angulo da SPR foi utilizada para
calcular a quantidade de aptamero adsorvido na superficie. O angulo de ressonancia deslocou

aproximadamente 50,5 RU o que corresponde a 0,42 ng/mm?.
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Figura 7: Sensorgrama exemplificando o experimento: Ativacdo dos grupos carboxilicos
utilizando solucdo de EDC/NHS e a imobilizacdo do aptdmero. As setas azuis indicam o inicio
do passo de lavagem com agua deionizada Milli-Q.

A figura 8A e 8B mostram a resposta em tempo real do sensor de SPR. Primeiro a
ativacdo das monocamadas auto-organizadas com EDC/NHS, segundo lavagem com agua
deionizada Milli-Q para a retirada do material fracamente ligado, seguido pela injecdo do
aptamero conjugado com AuNP a superficie do sensor. A ligacdo do aptdmero com as
monocamadas auto-organizadas resultou em um deslocamento no angulo de ressonancia de
aproximadamente 357,4 RU, que corresponde a 2,9 ng mm?e 11,8 RU, correspondendo a 0,09
ng mm?. Cada adicdo de MUC1 permaneceu por 20 minutos na superficie do sensor e entre

uma amostra e outra, a superficie foi lavada para a remocdo do analito ndo ligado. Todo o

processo ocorreu em tempo real.
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Figura 8A: Gréfico de deteccdo da proteina MUC1 obtido pela técnica SPR. (A) Ativacdo com
EDC/NHS; (B) injecdo do aptamero conjugado com AuNP; (C, D, E, F) adicdo da proteina
MUC1 50 ng pL?, 70 ng puLt, 100 ng pLt e 140 ng puL? respectivamente; (G) sobrenadante
celular LNCaP. As setas azuis indicam lavagem com &agua deionizada Milli-Q. Figura 8B:
Primeiros passos iguais ao da figura 8A; (C, D, E) adicéo da proteina MUC1 5 ng uL?, 15 ng
uL?, 30 ng L respectivamente. As setas azuis indicam lavagem com agua deionizada Milli-

Q.
Condicbes experimentais adversas, como o pH, o tampdo e as concentracdes dos
analitos podem interferir na resposta do biossensor. A figura 9 mostra a curva de calibragédo

para a concentracdo de MUC1. A resposta linear caracteriza o sinal medido para concentragoes

de MUC1 entre 5 e 30 ng puL* com coeficiente de correlacdo (R?) de 0,99.
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Figura 9: Resposta SPR (RU) versus concentracdo de MUCL. O grafico mostra as respostas
SPR em cada injecdo de proteina.

No segundo experimento relacionado ao PCa, foi investigado o potencial de adsorgéo
do sobrenadante das células da linhagem (LNCaP; ATCC® CRL-1740™) ao aptamero
conjugado com AuNP (figura 10). Os procedimentos de modificacdo, lavagem e ativacédo da
superficie do sensor foram realizados utilizando a mesma metodologia do experimento anterior,
apenas houve a troca da proteina MUC1 pelo sobrenadante. A letra (D) da figura mostra a
adsorcao de 1/200 de sobrenadante sobre a superficie do sensor. E possivel observar que apos
as lavagens e sem a regeneracdo da superficie do sensor com qualquer reagente, que 0
sobrenadante continua ligando. Ainda na figura 10, observa-se um deslocamento de 31,8 RU,
equivalente a 0,265 ng mm?. Todas as adsorcdes e ligagdes que ocorreram em cada etapa do

experimento estdo presentes na figura 10, monitorada em tempo real.
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Figura 10: Grafico de deteccdo do sobrenadante celular da linhagem (LNCaP; ATCC® CRL-
1740™), (A) Ativacdo com EDC/NHS; (B) injecdo do aptamero conjugado com AuNP; (C, D,
E, F) adicdo do sobrenadante da linhagem (LNCaP; ATCC® CRL-1740™) nas seguintes
diluicbes: 1/50; 1/100; 1/200 e 1/500. As setas azuis indicam lavagem com &gua deionizada
Milli-Q.

A figura 11 mostra a curva de calibracdo para a diluicdo do sobrenadante da célula. A
resposta linear caracteriza o sinal medido para diluicdo dos sobrenadantes entre 1/50; 1/100;

1/200 e 1/500 em tamp3o fosfato pH 7,4 apresentando coeficiente de correlagdo (R?) de 0,98.
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Figura 11: Resposta SPR (RU) versus dilui¢do de sobrenadante. O grafico mostra as respostas
SPR em cada injecao.

O gréfico da refletividade pelo angulo (figura 12) fornecido pela SPR, através de seu
deslocamento corrobora todo o processo de modificacdo e adsor¢do que ocorre na superficie do

Sensor.

70
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Figura 12: Grafico da refletividade pelo angulo (SPR). A linha vermelha refere-se a
modificagdo da superficie com a solucdo de MUA ativada com EDC/NHS. A linha azul
representa a adsorcao do aptdmero e a linha roxa é a adi¢do do sobrenadante.
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A linha vermelha no grafico refere-se a modificacdo da superficie do sensor com a
solugéo de MUA, ativada com EDC/NHS medindo um angulo de 1216,49 graus. A adsorgéo
do aptdmero conjugado com AuNP na superficie do sensor é representada pela linha azul onde
ocorre um deslocamento do angulo ao longo da curva em relagdo a linha vermelha que passa a
ser de 1123,71 graus. A injecdo do sobrenadante é representada pela linha roxa do grafico

mostrando que houve uma ligacdo especifica entre o antigeno e o aptamero.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho, foi demonstrado a detecgdo da MUCL1 utilizando aptdmeros por meio da
técnica de SPR. A SPR mostrou ser uma poderosa ferramenta analitica, permitindo realizar
andlises cinéticas de todo processo de adsorcdo e dessor¢do do aptdmero em tempo real,
tornando possivel a detec¢do da proteina em diferentes concentragdes mesmo sem regeneracao
da superficie. Até o momento, conseguimos desenvolver uma nova metodologia para
diagnédstico de um biomarcador que apresentou alta eficiéncia e um pequeno tempo para
obtencgéo dos resultados. Podendo deste modo, ser utilizado no futuro como uma ferramenta

adicional para diagnostico e monitoramento do cancer de prostata.
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