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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Esta tese é inovadora ao apresentar novas ferramentas para a deteccdo e
caracterizacdo molecular do cancer de mama, abrindo novos caminhos para a pratica
clinica. A pesquisa realizada nesta tese tem um potencial significativo para beneficiar
a sociedade de varias maneiras. Em primeiro lugar, o desenvolvimento de métodos
de deteccdo mais precisos e sensiveis para o cancer de mama pode contribuir para
um diagnoéstico mais precoce, levando a melhores resultados de tratamento e
aumento das taxas de sobrevida. O ensaio ELISA e o biossensor desenvolvidos nesta
pesquisa demonstraram um bom desempenho, indicando seu potencial como uma

ferramenta de diagndstico mais eficiente e confiavel.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This thesis is innovative in presenting new tools for the detection and molecular
characterization of breast cancer, opening new avenues for clinical practice. The
research conducted in this thesis holds significant potential to benefit society in several
ways. Firstly, the development of more precise and sensitive detection methods for
breast cancer can contribute to earlier diagnosis, leading to improved treatment
outcomes and increased survival rates. The ELISA assay and biosensor developed in
this research has demonstrated a good performance, indicating its potential as a more

efficient and reliable diagnostic tool.
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RESUMO

O cancer de mama (CM) € o tumor maligno mais comum na populacdo mundial.
Assim, métodos mais precisos e que detectem a doenca precocemente S&o
necessarios, de modo que técnicas inovadoras como o Phage Display (PD) vém
sendo amplamente exploradas. Nesse contexto, a construgéo de sensores bioldgicos
e imunoensaios do tipo ELISA baseados em peptideos ligantes selecionados por PD
se mostra como uma promissora alternativa no desenvolvimento de novas
abordagens bioanaliticas, sendo que estas se destacam pela sensibilidade e
seletividade. Esta Tese, portanto, em consonancias com as atuais demandas da area
oncoldgica, objetivou desenvolver novas metodologias bioanaliticas voltadas para o
CM. No Capitulo Il, uma nova matriz para o acoplamento de biomoléculas na
superficie de eletrodos de grafite de lapiseira (PGEs) foi gerada através da
modificagdo eletroquimica com um novo material derivado do &cido 3-(3-
aminofenil)propiénico (3-3-AAFP). Foram realizadas caracterizacfes eletroquimicas e
morfologicas, sendo proposto o mecanismo de eletropolimerizacédo do poli(3-3-AAFP),
no qual os grupos carboxilato sdo mantidos na estrutura do polimero formado. Um
novo teste ELISA e um biossensor eletroquimico, foram testados com o soro de
pacientes diagnosticados com CM ou doenca benigna da mama (DBM), visando
detectar antigenos circulantes, ambos utilizando o peptideo Biotina-H2 ou Biotina-C3.
Foram plotadas curvas ROC, sendo para cada resultado significativo e realizados os
calculos da analise de desempenho, para os testes ELISA e o biossenssor,
respectivamente. O peptideo Biotina-H2 apresentou um desempenho inferior (AUC de
0,677 e 0,806) comparado ao peptideo Biotina-C3 que, além de manter o potencial
diagnéstico (AUC de 0,771 e 0,951), caracterizou CM luminal de acordo com o status
p53 (AUC de 0,886 e 0,748) e a expressdo de HER2 (AUC de 0,748 e 0,833), sendo
0 biossensor uma melhor estratégia quando comparado ao teste ELISA. Além disso,
no Capitulo Ill, por meio de um estudo protedmico, foram identificados 38 possiveis
alvos para o peptideo Biotina-C3, sendo estes presentes em membrana plasmatica e
membranas de organelas celulares, principalmente de mitocondrias. Visando a
deteccdo e caracterizacdo de exossomos derivados de linhagens celulares de CM,
ensaios de citometria de fluxo foram conduzidos. Para isso, exossomos imobilizados
diretamente em particulas magnéticas e indiretamente em particulas magnéticas
modificadas com anticorpos anti-CD9, anti-CD63 e anti-CD81 foram utilizados para
validar a capacidade do peptideo Biotina-C3 de se ligar aos exossomos. Estes
também foram detectados por magneto-ELISA e por biossensor eletroquimico
magnético, com LODs menores para a linhagem MCF-7, sendo (LOD magneto-ELISA
de 330 exossomos YL™") e (LOD Biossensor de 175 exossomos uL™") em comparacéo
com as outras linhagens celulares. A detecgéo de exossomos derivados da linhagem
Luminal (MCF-7), em soro humano foi realizada com sucesso, e a combinagdo de
particulas magnéticas modificadas com anti-CD63, seguida da deteccdo baseada no
peptideo Biotina-C3 proporcionou resultados promissores em termos de
especificidade e recuperacéo, para o teste ELISA (108,8%) e para o Biossensor
(111,9%). Estas novas abordagens bionaliticas permitirdo o desenvolvimento de
novas plataformas rapidas e inovadoras para a caracterizacdo do CM e seus subtipos
moleculares.

Palavras-chave: Acido 3-(3-aminofenil)propidnico; Biossensores; ELISA; magneto-

ELISA; Exossomas; Biomarcadores; Cancer de Mama.



ABSTRACT

Breast cancer (BC) is the most common malignant tumor in the world population.
Therefore, more precise methods that can detect the disease early are needed, and
innovative techniques such as Phage Display (PD) have been extensively explored. In
this context, the construction of biological sensors and enzyme-linked immunosorbent
assays (ELISA) based on PD-selected binding peptides emerges as a promising
alternative in the development of new bioanalytical approaches, notable for their
sensitivity and selectivity. This thesis, therefore, aimed to develop new bioanalytical
methodologies focused on BC in line with the current demands of the oncology field.
In Chapter I, a novel matrix for coupling biomolecules onto the surface of pencil
graphite electrodes (PGEs) was generated through electrochemical modification using
a new material derived from 3-(3-aminophenyl)propionic acid (3-3-AAFP).
Electrochemical and morphological characterizations were performed, and the electro-
polymerization mechanism of poly(3-3-AAFP) was proposed, in which carboxylate
groups are retained in the structure of the formed polymer. A new ELISA test and an
electrochemical biosensor were tested with serum samples from patients diagnosed
with BC or benign breast disease (BBD) to detect circulating antigens, both using the
peptide Biotein-H2 or Biotin-C3. ROC curves were plotted, and performance analysis
calculations were carried out for the ELISA test and the biosensor, respectively. The
peptide Biotin-H2 exhibited inferior performance (AUC of 0.677 and 0.806) compared
to the peptide Biotin-C3, which maintained diagnostic potential (AUC of 0.771 and
0.951) and characterized luminal BC according to p53 status (AUC of 0.886 and 0.748)
and HER2 expression (AUC of 0.748 and 0.833). The biosensor proved to be a better
strategy when compared to the ELISA test. Additionally, in Chapter Ill, a proteomic
study identified 38 potential targets for the Biotin-C3 peptide, predominantly present in
the plasma membrane and cellular organelle membranes, especially mitochondria.
Flow cytometry assays were conducted to detect and characterize exosomes derived
from BC cell lines. For this purpose, exosomes immobilized directly on magnetic
particles and indirectly on magnetic particles modified with anti-CD9, anti-CD63, and
anti-CD81 antibodies were used to validate the binding capacity of the Biotin-C3
peptide to exosomes. They were also detected by magnetic ELISA and magnetic
electrochemical biosensor, with lower limits of detection (LOD) for the MCF-7 cell line
(LOD of 330 exosomes uL~! for magnetic ELISA and LOD of 175 exosomes uL™" for
the biosensor) compared to other cell lines. Successful detection of exosomes derived
from the Luminal cell line (MCF-7) in human serum was achieved, and the combination
of anti-CD63-modified magnetic particles followed by detection based on the Biotin-C3
peptide provided promising results in terms of specificity and recovery for the ELISA
test (108.8%) and the biosensor (111.9%). These new bioanalytical approaches will
enable the development of rapid and innovative platforms for the characterization of
BC and its molecular subtypes.

Keywords: 3-(3-aminophenyl)propionic acid; Biosensors; ELISA; magneto-ELISA;
Exosomes; Biomarkers:; Breast cancer.
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PREFACIO

A presente Tese encontra-se organizada em trés capitulos, nos quais é
demonstrada a aplicacédo de peptideos selecionados por Phage Display na deteccéo
de marcadores tumorais em células e exossomos de cancer de mama.

O Capitulo | apresenta a fundamentacao teérica com a revisao bibliografica dos
principais temas abordados na Tese, como céncer de mama, seus subtipos
moleculares, exossomos e utilizacdo do Phage Display na selecao de novos peptideos
para bioanalises, destacando-se sua aplicacdo em biossensores e imusoenssaios.

No Capitulo Il um biossensor eletroquimico é desenvolvido a partir de peptideos
selecionados por Phage Display que se ligam especificamente as células de cancer
de mama. Esse biossensor apresentou resultados superiores ao teste ELISA, além de
possibilitar a caracterizacdo molecular dos tumores luminais de acordo com o status
de p53 e HER2.

O Capitulo Il apresenta um estudo protedmico que identificou possiveis alvos
do peptideo selecionado na superficie das membranas de exossomos, o que viabilizou
sua aplicacdo na deteccdo de exossomos em soro humano. Para isso foi desenvolvido
um biossensor, com LODs menores em comparagdo com outros biossensores
descritos na literatura.

Portanto, esta Tese € inovadora ao apresentar novas ferramentas para a
deteccdo de cancer de mama e para sua caracterizacdo molecular, bem como abre
novos caminhos para a pratica clinica. O conhecimento adquirido nesta Tese é
importante para a compreensao da biologia do cancer de mama e pode ser aplicado

em outras areas da biotecnologia.
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1. Cancer

A manutencao das func¢des vitais dos tecidos € alcancada gracas a capacidade
das células de se renovarem constantemente. Tal processo € controlado por diversas
vias de sinalizacdo geneticamente programadas para regular quando e onde essas
células devem se multiplicar. Entretanto, podem surgir mutacdes herdadas ou
espontaneas em genes associados a esses mecanismos, comprometendo a fisiologia
intracelular e desencadeando o crescimento celular desenfreado (GRIFFITHS, A. J.
F. W., S.R.; LEWONTIN, R.C.; CARROL, [s.d.]). O surgimento de uma massa nao
agressiva e semelhante ao tecido original é denominado tumor benigno. Ja a
multiplicacéo celular desordenada e invasiva define sua malignidade. O cancer inclui
um conjunto superior a mais de 100 doengas, sendo estas classificadas de acordo
com o tecido de origem: carcinomas quando epitelial e sarcomas quando se iniciam
em tecidos conjuntivos (6sseo, muscular e cartilaginoso), por exemplo. A velocidade
de multiplicacdo das células e a capacidade de originar metastases também séao

fatores utilizados para diferenciar os diversos tipos de cancer (INCA, 2023).
1.1 Céancer de Mama

O Cancer de mama (CM), no mundo, é o mais comumente diagnosticado e, no
Brasil, os nUmeros relacionados ao diagnostico desse tumor s6 sdo superados pelos
de cancer de pele ndo melanoma. A origem da doenca ainda é pouco compreendida
e envolve diversos fatores de risco, incluindo os ambientais, biol6gicos e hereditarios
(INCA, 2023). Além disso, trata-se de uma lesdo complexa do ponto de vista
histolégico e molecular (ONCOMED, 2019).

O CM é estatisticamente definido como sendo responsavel por 30% de novos
casos de cancer a cada ano e, apesar de menos frequente (em torno de 1% dos
casos), também acomete homens (INCA, 2023). De acordo com o Instituto Nacional
de Céncer (INCA), o CM é a principal causa de morte por cancer em mulheres no
Brasil. Estima-se que em cada ano do biénio 2022-2023 ocorram cerca de 17.760

Obitos por CM no pais, com um risco de 16 6bitos a cada 100 mil mulheres. Espera-
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se que em cada ano do triénio 2023-2025 ocorram cerca de 73.610 novos casos de

CM no Brasil, com um risco de 66,54 casos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2023).
De fato, 0 CM se encontra em uma escala epidémica e representa um problema para
a saude publica, afetando seriamente a qualidade de vida dos pacientes acometidos
pela doenca (GOLUBNITSCHAJA et al., 2016). Além disso, existem varios subtipos
moleculares, que séo classificados com base nos biomarcadores encontrados nas

células tumorais mamarias.

1.2 Subtipos Moleculares

Ap6s a instalacdo e desenvolvimento do tumor maligno, é necessaria a
intervencéo clinica. O prognostico e as decisfes de gerenciamento do tratamento tém
sido tradicionalmente baseados por marcadores avaliados por imunohistoquimica
(IHQ) como o receptor de estrogénio (RE), receptor de progesterona (RP), receptor
de crescimento epidérmico humano do tipo 2 (HER2) e marcador de indice de
proliferacao (Ki67), juntamente com tamanho, diferenciagéo celular (grau do tumor) e
status linfonodal. Os avancos no desenvolvimento e validagdo dos testes gendmicos,
possibilitaram maior entendimento sobre a biologia tumoral e como fornecer melhor
tratamento individualizado, além de uma compreensao mais profunda dos subtipos do
CM. Estes sao classificados, de forma geral, como o Luminal (A e B), HER-2-
enriquecido (HERZ2E) e triplo negativo (TN) (GAO; SWAIN, 2018; PROVENZANO;
ULANER; CHIN, 2018; RAKHA et al., 2010; SORLIE et al., 2001).

1.2.1 Luminal A (LA)

No CM LA os receptores hormonais para estrogeno e progesterona estao
altamente expressos e ndo séo positivos para HER2. Esse subtipo € um dos mais
prevalentes e menos agressivos, correspondendo a cerca de 40% dos casos.
Comparativamente aos demais, os tumores LA n&o apresentam alto indice
proliferativo (ki67<14%) e exibem maior diferenciacao celular. Além disso, possuem
melhor progndstico e respondem favoravelmente a terapia hormonal (EROLES et al.,
2012; GAO; SWAIN, 2018; STENMARK TULLBERG et al., 2019). Nesta sao utilizados
moduladores seletivos do RE, como tamoxifeno, agonistas competitivos desse

receptor, como o fulvestrant, ou inibidores de aromatase, como o anastrazol. Em
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algumas circunstancias, a terapia hormonal pode ser combinada com radioterapia ou

quimioterapia. E importante ressaltar que o LA pode evoluir para um subtipo de CM
mais agressivo e invasivo quando nado tratado oportunamente (AL-MAHAYRI,
PATRINOS; ALI, 2020; GOLDHIRSCH et al., 2013; LI; MA, 2020; STENMARK
TULLBERG et al., 2019).

1.2.2 Luminal B (LB)

O subtipo molecular LB possui duas subclassificacdes distintas. A primeira é
caracterizada pela alta expresséo de Ki67 e pela auséncia de HER2. Ja a segunda
conhecida como hibrida, apresenta uma alta expressao de HER2. Cerca de 20% dos
casos de CM se enquadram no subtipo LB, que € considerado intermediario em
termos de agressividade. Comparativamente a outros subtipos de CM, os tumores LB
tendem a crescer mais rapidamente e exibem um nivel moderado de diferenciacéo
celular. Além disso, tém um prognéstico moderado e podem reagir de maneira
diferente a terapia hormonal. A decisdo terapéutica depende da expressao de
receptores hormonais e HER2. Em alguns casos, o tratamento hormonal e a
guimioterapia podem ser combinados. Semelhante ao subtipo LA, o LB também pode
evoluir para um subtipo de CM mais agressivo e invasivo, quando ndo devidamente
tratado (GONCALVES et al., 2021; KENNECKE et al., 2010; PRAT et al., 2013).

1.2.3 HERZ2E

A superexpressao de HER2 estimula a proliferagdo celular descontrolada e,
guando as lesdes sdo RE e RP negativas, os tumores sao classificados como HERZ2E.
Este subtipo € agressivo e representa cerca de 15-20% dos casos. Tendem a crescer
rapidamente e apresentam alto grau de indiferenciacéo celular, com pior prognéstico
e maior risco de recorréncia apos a terapia. Anticorpos anti-HER2 como trastuzumabe,
pertuzumabe e ado-trastuzumabe entansina (T-DM1) bloqueiam a cascata de
sinalizacdo desse receptor e, por conseguinte, sao utilizados no tratamento dos
pacientes com tumores HER2-positivos, com impacto significativo nas sobrevidas livre
e global (CRONIN et al., 2010; GOBBINI et al., 2018; MARTINEZ-SAEZ; PRAT, 2021;
SLAMON et al., 2001).
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1.2.4 Triplo negativo

Os tumores TN sao considerados um subtipo molecular mais agressivo de CM,
representando entre 10 e 20% dos diagnosticos. Esses tumores ndo expressam RE,
RP e HER2 e, portanto, ndo sdo elegiveis a hormonioterapia e a terapia alvo anti-
HER2. Assim, a principal estratégia de tratamento € a quimioterapia seguida de
radioterapia, geralmente administrada em regime neo ou adjuvante. Pacientes TN tém
uma probabilidade maior de recidiva em relacdo aos outros subtipos de CM, e
geralmente, apresentam uma menor sobrevida global e livre de doenca. O progndéstico
€ ainda pior para pacientes com tumores TN de grau histolégico mais elevado e com
metéstases linfonodais. Além disso, mulheres mais jovens, particularmente aquelas
com mutacdes nos genes BRCAL1 e BRCA2 do inglés breast cancer susceptibility
gene, tém um risco maior de desenvolver CM TN. (GEYER et al., 2017; SCHMID et
al., 2020; TUTT et al., 2021; ZAGAMI; CAREY, 2022).

1.3 Diagnoéstico

Atualmente, o diagnéstico do CM é baseado em testes por imagens como a
mamografia diagndéstica, ultrassonografia e ressonancia magnética, confirmado
histopatologicamente apés bidpsia do tecido afetado. Testes gendmicos, embora
dispendiosos, podem ser adotados para prever o risco de recorréncia, como 0
Oncotype Dx e MammaPrint (KOPKE; AKTAS; DITSCH, 2023a). Contudo, devido a
complexidade molecular da doenca, novas ferramentas vém sendo amplamente
exploradas, destacando-se a biopsia liquida. Esta permite o rastreamento e
monitoramento nao invasivos da doenca, utilizando, como amostra, fluidos corporais
como sangue, saliva ou urina (ALIMIRZAIE; BAGHERZADEH; AKBARI, 2019;
KOPKE; AKTAS; DITSCH, 2023b; MANOOCHEHRI et al., 2023).

De fato, os avanc¢os na tecnologia da biopsia liquida permitiram a identificacéo
de células malignas circulantes e de fragmentos de DNA tumorais no sangue de
pacientes com CM (POULET; MASSIAS; TALY, 2019; STERGIOPOULOU et al.,
2023). Além disso, a bidpsia liquida pode fornecer informacdes sobre as alteracdes
moleculares que impulsionam o crescimento do tumor, permitindo que os médicos

ajustem o tratamento de acordo com as necessidades de cada paciente (PINEIRO-
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PEREZ; ABAL; MUINELO-ROMAY, 2022; STERGIOPOULOU et al., 2023).

A bidpsia liquida € uma ferramenta ainda em desenvolvimento e ndo deve ser

vista como uma substituta da biopsia convencional (HEIDRICH et al., 2021). Contudo,
€ particularmente promissora para a deteccdo de biomarcadores em diferentes
tumores, uma vez que sao enriquecidas com vesiculas extracelulares (VES), as quais
sao secretadas contendo acidos nucleicos e proteinas passiveis de deteccdo (WANG
et al., 2022b).

1.4 Vesiculas extracelulares

As VEs sdo estruturas membranosas liberadas pelas células no ambiente
extracelular que desempenham fung¢des cruciais na comunicacéo intercelular.
Encontram-se associadas a varios processos fisiolégicos e patoldgicos, como
resposta imunolégica, regeneracao tecidual, tumores e doencas neuroldgicas, sendo,
portanto, exploradas clinicamente (VEZIROGLU; MIAS, 2020).

Microvesiculas, vesiculas apoptéticas e exossomos sdo alguns dos diferentes
tipos de VEs (HAN et al., 2022). As microvesiculas se originam da membrana
plasmatica e possuem em torno de 100 a 1000 nm de tamanho. Carregam proteinas,
lipidios e, ocasionalmente, acidos nucléicos (YANEZ-MO et al., 2015). As vesiculas
apoptoéticas sao formadas a partir da apoptose, sendo detectadas e fagocitadas por
células do sistema imunoldgico, carregando proteinas e fragmentos de DNA
(SANTAVANOND et al., 2021). Ja os exossomos sao pequenas vesiculas (30 a
200 nm de tamanho) de formato esférico contendo lipidios, proteinas e &cidos
nucléicos (Figura 1). Como podem interagir com diferentes células e tecidos do corpo,
0S exossomos tém ganhando expressiva atencdo como reguladores criticos da funcéo

celular e da comunicacgéo intercelular (GURUNG et al., 2021).
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Figura 1. Composicdo dos exossomos. Os exossomos sdo compostos de vérias proteinas: proteinas
transmembrana como tetraspaninas, moléculas apresentadoras de antigenos, glicoproteinas e
moléculas de adeséo; proteinas no limen do exossomo, como proteinas de choque térmico, proteinas
do citoesqueleto, componentes ESCRT, transporte de membrana, proteinas de fusdo, fatores de
crescimento e citocinas. Os exossomos também possuem lipidios, como colesterol, ceramidas,
esfingomielina, fosfatidilinostol (Pl), fosfatidilserina (PS), fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE)
e gangliosideos (GM), juntamente com &cidos nucleicos como mRNA, miRNA, RNAs ndo codificantes
e DNA em seu lumen. Hsc = Choque térmico cognato; TSG = gene de suspeita de tumor; TNF = fator
de necrose tumoral; TGF = Fator transformador de crescimento; TRAIL = ligando indutor de apoptose
relacionado com TNF; FasL =ligando Fas; TfR = Receptor de transferrina, Major Histocompatibility
Complex (MHC). Adaptado de (GURUNG et al., 2021).

Exossomos séo geralmente formados por via endossomal (GURUNG et al.,
2021; JIN et al., 2023), conforme esquematizado na Figura 2. Quando uma secéo da
membrana plasmatica da célula se dobra internamente a biogénese do exossomo se
inicia. O endossoma é uma organela celular responsavel pelo transporte, reciclagem
e degradacdo de diversas substancias. O processo de formacdo do endossoma
comeca quando uma vesicula se funde com a membrana plasmética. Essa estrutura

inicial é conhecida como endossoma precoce e tem como funcao capturar moléculas
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provenientes do meio extracelular. Posteriormente, o endossoma precoce sofre

modificacdes e se transforma em um endossoma tardio. Esse processo envolve a
incorporacao de vesiculas intracelulares geradas a partir da membrana plasmética e
de substancias quimicas que precisam ser recicladas ou destruidas. Assim, o
endossoma tardio apresenta uma mistura de moléculas que foram capturadas e
transportadas a partir do meio extracelular e de outras moléculas que foram geradas
no interior da célula (GURUNG et al., 2021).

As moléculas contidas no endossoma tardio sao finalmente quebradas quando
essa estrutura se funde com um lisossomo. Os lisossomos séo organelas que abrigam
enzimas digestivas responsaveis pela quebra e reciclagem dos materiais celulares. A
fusdo do endossoma tardio com o lisossomo permite a liberagéo dessas enzimas no
interior da organela, o que resulta na quebra e digestdo das moléculas contidas no
endossoma. Desse modo, o endossoma e o lisossomo trabalham em conjunto para
garantir o transporte, reciclagem e degradacao adequados das substancias celulares.
(HAN et al.,, 2022). As vesiculas intracelulares criadas a partir da membrana
plasmatica, no entanto, podem ocasionalmente evitar o processo de degradacéo e
serem expelidas pela célula como exossomos, detectaveis em fluidos corporais
(THERY; ZITVOGEL; AMIGORENA, 2002).
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Figura 2. Biogénese de exossomos. Componentes internalizados sao [1] classificados em endossomos
iniciais [2] dentro do sistema endossomal, [3] que amadurecem em endossomos tardios ou corpos
multivesiculares. As vesiculas intraluminais, que sequestram proteinas, lipidios, compartimentos
citosélicos e potenciais componentes de exossomos, sdo encontradas em abundancia nos
compartimentos endossomais especializados conhecidos como endossomos tardios/corpos
multivesiculares. [4] A rede trans-Golgi e potencialmente o citosol também sao usados para a entrega
dos componentes. Corpos multivesiculares portadores de componentes de exossomos S&o
transportados para a membrana plasmatica, fundem-se com a superficie celular e, entdo, sdo

secretados como exossomos. Adaptado de (GURUNG et al., 2021).
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Com a crescente demanda por biomarcadores mais precisos e eficientes,

torna-se cada vez mais importante a identificacdo de novas moléculas com potencial
aplicacéo para diagnéstico e prognadstico de diversas doencas. Além disso, detectar e
caracterizar exossomos se mostra ainda mais promissor. Nesse contexto, a técnica
de Phage display (PD) se destaca uma vez que permite a identificacdo de ligantes
para alvos complexos e ainda ndo conhecidos, com nitida interface com a pratica
clinica. Assim, o PD pode contribuir significativamente para a identificagdo de novos
biomarcadores, permitindo um diagndstico mais preciso e um melhor

acompanhamento de diversas doencas.



39

Fundamentacdo Tedrica

2. Phage display

2.1 Definicao

A técnica de Phage Display (PD) foi criada na década de 1980 por George P.
Smith e Sir Gregory P. Winter e garantiu aos seus criadores o Prémio Nobel de
Quimica em 2018. E baseada na biologia molecular para selecionar peptideos,
proteinas ou anticorpos de uma biblioteca de fagos (bacteri6fagos) que exibem a
proteina ou peptideo de interesse na superficie de seu capsideo. Basicamente, a
técnica permite a selecdo de fagos que apresentam a proteina ou peptideo ligante a
um alvo de interesse, enquanto a lavagem remove os demais fagos da biblioteca. O
PD é uma das ferramentas mais poderosas e versateis em biotecnologia, amplamente
utilizada na descoberta de novos ligantes para diferentes fins (BARDERAS; BENITO-
PENA, 2019; GOMES et al., 2023; LEDSGAARD et al., 2022; SMITH, 1985). Entre as
aplicacdes mais importantes do PD esta a descoberta de novos ligantes para a area
médica, podendo ser utilizados no diagnéstico, prognéstico, monitoramento e
tratamento de doencas, inclusive o cancer (PANDE; SZEWCZYK; GROVER, 2010).

2.2 Bacteriéfagos e bibliotecas utilizados no PD

O PD possui as quatro principais caracteristicas comuns a todas as plataformas
de selecédo: diversidade genotipica, gendtipo/fendtipo de acoplamento, pressao de
selecdo e amplificacdo. E eficiente, robusto e especifico (SILVA, 2017). Os peptideos
selecionados sdo pequenos, entre 5 e 20 aminoacidos, o que agrega uma estabilidade
conformacional, além de menor custo de sintese e purificacdo. Pode ser utilizado para
reconhecer diferentes agentes bioldgicos, como proteinas, virus, bactérias, células
cancerigenas e até substancias inorganicas (ANAND et al.,, 2021; BERNEDO-
NAVARRO; YANO, 2016; VODNIK et al., 2011; WANG et al., 2019).

O PD utiliza a maquinaria biologica de bacteriéfagos ndo envelopados e
filamentosos para clonagem e expressao. Os fagos f pilus-especifico (Ff), incluindo as

cepas f1, M13 ou fd, e bacteriéfagos liticos T7 sdo os mais amplamente utilizados
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sendo capazes de infectar procariotos, especificamente bactérias gram negativas.

Essas particulas possuem DNA fita simples, o qual contém somente informacdes para
areplicagcéo e a formacéo do capsideo viral (BARBAS; BURTON; SILVERMAN, 2004;
RUSSEL; LOWMAN; CLACKSON, 2004).

A particula de fago filamentoso M13 exibe uma forma cilindrica com cerca de
930 nm de comprimento e 6 nm de diametro. O genoma do fago M13 é um DNA de
6407 bp composto por nove genes, codificadores de 11 proteinas diferentes (VAN
WEZENBEEK; HULSEBOS; SCHOENMAKERS, 1980). A composi¢do do capsideo
viral dos fagos se da pela juncao de cinco proteinas diferentes: pVIl (33 aa, 5 cépias),
pIX (32 aa, 5 copias), pVIlI (50 aa, 2700 cépias), pVI (112 aa, 5 cbpias) e plll (406 aa,
5 copias) conforme a Figura 3 (KEHOE; KAY, 2005).

Genoma
Fago M13
6406 pb

Modificagao de
proteinas
do capsideo

E SN UV R N

Estrutura do capsideo

ssDNA plll pVI pVIll pVII/plX - Genes Ill, VI, VII, Vil e IX

Figura 3. Esquema representativo do bacteriéfago M13. A) biologia estrutural e B) genoma do fago
mostrando as posi¢des dos genes | ao X e locais de possiveis modificacdes de superficie por meio de

engenharia genética. Fonte: Prdprio autor.

As proteinas de revestimento dos fagos séo sintetizadas e integradas a
membrana bacteriana até serem reunidas em volta do DNA viral para liberacdo. Na
técnica de PD, a sequéncia codificadora para o peptideo a ser traduzido € inserida em
uma regido de restricdo proxima ao gene lll, codificador para a proteina integral de
membrana plll. Assim, a plll ndo tem sua funcdo comprometida e o peptideo
recombinante estd acessivel para selecdo contra o alvo (BARBAS; BURTON;
SILVERMAN, 2004; SMITH, 1985).

No PD, a estrutura e o ciclo de vida dos bacteriéfagos sdo explorados para

exibir proteinas ou peptideos de interesse na superficie do fago. A infecc¢ao inicia com
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a ligacao da plll a receptores especificos na superficie da bactéria hospedeira. O fago,

entdo, injeta seu material genético que € replicado pela maquinaria bacteriana,
produzindo milhdes de particulas virais. Assim, compreender a estrutura e o ciclo de
vida dos bacteriéfagos é fundamental para o sucesso da técnica de PD (RAKONJAC
et al., 2017).

Uma biblioteca de PD é composta por fagos geneticamente modificados
expressando uma ampla diversidade de peptideos ou proteinas (incluindo anticorpos)
(BOTTGER; BOTTGER, 2009). As bibliotecas de peptideos sdo compostas de
cadeias curtas de aminoacidos, geralmente de 7 a 20 residuos, que sdo exibidos na
superficie do fago. Podem ser sintéticas ou semi-sintéticas, o que significa que os
peptideos sdo criados quimicamente ou modificando sequéncias existentes (KONG et
al., 2020). J& as bibliotecas de anticorpos sdo compostas de cadeias pesadas e leves
de anticorpos encontrados na superficie do fago, incluindo fragmentos Fab, scFv e
nanobodies. Cada um desses formatos tem suas proprias vantagens e desvantagens,
e séo escolhidos conforme a aplicacdo desejada. Por exemplo, os fragmentos scFv
podem ser utilizados para a identificacdo de alvos terapéuticos, enquanto 0s
nanobodies sdo altamente estaveis e podem ser utilizados no diagndstico. Sdo
normalmente construidas a partir de células B de animais imunizados, como
camundongos e coelhos (LEDSGAARD et al., 2022).

2.3 Biopanning

A biosselecdo, ou biopanning, é baseada na interacdo entre bibliotecas
contendo bilhdes de fagos recombinantes e 0 alvo de interesse. Nesse processo,
fagos ligantes sdo capturados e os fagos nao-ligantes, ou com interagdes fracas (n&o
especificas), sdo descartados apés sucessivas rodadas de lavagens (WU et al., 2016).
Um esquema do processo € apresentado na Figura 4, o qual inclui, de maneira geral,
a exposicao dos fagos a molécula alvo, a lavagem para remocéo dos néo ligados e a
eluicdo dos fagos de interesse. O processo de selecdo é geralmente repetido varias
vezes para aumentar a especificidade dos virus recombinantes selecionados. Por fim,
estes sdo sequenciados para identificar a sequéncia de aminoacidos dos peptideos
ou proteinas que se ligam ao alvo. Assim, a escolha da molécula alvo é critica para o
sucesso de sele¢cdo, podendo ser uma proteina purificada, uma célula ou um tecido.

Dependendo da aplicacdo, pode ser escolhida por sua relevancia clinica, capacidade
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de interagir com outras proteinas ou disponibilidade comercial. (FINLAY et al., 2017;
RAHBARNIA et al., 2017; WU et al., 2016).

Biblioteca o
o Ligacao

de Fagos
P
q
Proximo round @ GATAA ATTTCCGA

, equenciamen
4’ Extrato de proteinas Sequencia to

Amplificagdo Lavageml
JL Elui¢do @ I

4 A Extrato de proteinas Peptideo

\

Figura 4. Fluxo de trabalho para a selecdo de ligantes por Phage Display. Bibliotecas de fagos
recombinantes podem ser construidas por engenharia genética, ao inserir sequéncias aleatorias de
material genético codificante em regifes especificas do genoma viral. A triagem é realizada por 3 a 5
ciclos de selecdo contra os alvos de interesse. Depois de capturados os fagos expressando os
peptideos ligantes sdo amplificados em Escherichia coli. Cada ciclo inclui os passos de
interacdo/lavagem/amplificacdo, visando aumentar a pressdo de selecdo em favor de clones
especificos. Apds o biopanning, os clones individuais sao caracterizados por sequenciamento de DNA

e suas sequencias sintetizadas para validagao e analises subsequentes. Fonte: Préprio autor.

O desenho experimental também pode incluir diferentes estratégias,
perfazendo sele¢Bes positivas e negativas. No screening positivo ocorre a selecao de
fagos que se ligam especificamente ao alvo de interesse exposto a biblioteca (MIMMI
et al., 2019). No screening negativo fagos que se ligam a componentes ou alvos que
nao interessam sao eliminados. Uma matriz sem o alvo de interesse pode ser utilizada
para esse fim e exposta a biblioteca de fagos. Nesse caso, 0s nao ligantes, presentes
no sobrenadante, séo os que seréo utilizados, posteriormente, na selegéo positiva (XU
et al., 2021a).

Apds todo esse processo, 0s peptideos/proteinas ligantes devem ter afinidade

e especificidade suficientes para serem, de fato, aplicados. Para isso, diferentes
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estratégias podem ser utilizadas como introducédo de mutacdes pontuais no gene que

codifica o ligante, o uso de bibliotecas de mutantes aleatorios e a melhoria das
configuracées de triagem, entre outras. E fundamental observar que a otimizac&o da
afinidade e especificidade dos ligantes deve ser feita com cautela para evitar a perda
de outros recursos importantes, como estabilidade e funcionalidade. Além disso, para
evitar possiveis efeitos colaterais ou interacdes indesejaveis, a especificidade dos
ligantes deve ser avaliada em relagdo a proteinas homodlogas ou com estruturas
semelhantes ao alvo (FINLAY et al., 2017; HAMMERS; STANLEY, 2014; SOKULLU;
GAUTHIER; COULOMBE, 2021).

2.4 Desafios e limitacdes do Phage Display

Embora robusta, a tecnologia de PD apresenta algumas limitacdes.
Primeiramente, a biblioteca precisar ser variavel suficiente para o sucesso do
processo de selecdo, de modo que a eficacia e a especificidade podem ser
influenciadas pela qualidade da biblioteca. Outra dificuldade é garantir que haja copias
suficientes do peptideo ou proteina na superficie do fago para que a interacdo por
afinidade seja identificada durante a selecéo. Portanto, o tamanho da biblioteca deve
ser grande o suficiente para representar a diversidade de variantes, mas nédo téo
grande que dificulte a selecdo (ALMAGRO et al., 2019).

Estratégias de biopanning inadequadas podem resultar em baixa eficiéncia e
na selecdo de ligantes ndo especificos. Adicionalmente, ao lidar com alvos que
possuem sitios de ligacdo altamente conservados ou uma grande variedade de
conformacdes estruturais, a selecdo de ligantes individuais pode ser problematica
(PRUDENCIO, 2004). Outras limitacbes também se destacam:

e Tamanho dos peptideos e proteinas exibidos: Como o tamanho dos
peptideos e proteinas exibidos na superficie do fago é limitado, a
selecéo de ligantes com alta afinidade e especificidade pode ser restrita
(ANAND et al., 2021).

e Especificidade dos ligantes: A escolha de ligantes de alta afinidade
pode ser dificil, pois aumentar a pressdo de sele¢do durante o processo
de aumenta a probabilidade de escolher ligantes nao especificos (KONG
et al., 2020).
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e Conformacdo e atividade: Como os peptideos exibidos ndo séo

capazes de exibir todas as conformacfes concebiveis, podem néo ser
Uteis para a selecdo de ligantes que reconhecem epitopos
conformacionais ou dependentes de atividade (ALMEIDA et al., 2015;
PRUDENCIO, 2004; WILLIAMS; SOOTER, 2015).

Contudo, os pesquisadores tém se dedicado ao aprimoramento da tecnologia
de PD para superar suas limitagdes, incluindo o uso de bibliotecas mais diversas,
desenhos experimentais mais sofisticados e processos de selecdo mais rigorosos,
aumentando a probabilidade de selecionar ligantes de alta afinidade e especificidade
(BODER,; RAEESZADEH-SARMAZDEH,; PRICE, 2012; HEINIS, 2021;
SCHIRRMANN et al., 2011). Outra possibilidade é a utilizacdo de técnicas
complementares ao PD, como cristalografia de raios X, espectrometria de massa e
microscopia eletronica, que possibilitam uma andlise mais detalhada das interac6es
entre o ligante e o alvo, auxiliando na validagéo dos ligantes (FINLAY et al., 2017).

Por fim, abordagens mais avanc¢adas, como a biologia sintética (CRISPR-Cas9)
e técnicas de engenharia genética para a producéo de bibliotecas mais complexas e
customizadas, com a introducdo de mutacdes especificas em sequéncias de

peptideos ou anticorpos, tém sido utilizadas (KONG et al., 2020).

2.5 Aplicacfes de ligantes selecionados por Phage Display

O PD é um método eficaz para descobrir novos ligantes com potencial
terapéutico. A abordagem inclui a selecdo de peptideos ou proteinas com alta
afinidade e especificidade para uma determinada molécula-alvo, levando a descoberta
de novos medicamentos (MIMMI et al., 2019; SOKULLU; GAUTHIER; COULOMBE,
2021). O anticorpo monoclonal Humira (Adalimumabe), por exemplo, foi selecionado
por PD e é utilizado no tratamento da artrite reumatoide (RAHBARNIA et al., 2017).

Pode ser empregado para melhorar as propriedades funcionais de proteinas e
enzimas, identificar novas moléculas para uso em terapia celular e selecionar ligantes
para purificacdo de proteinas (GULIY; EVSTIGNEEVA; DYKMAN, 2022; MARTINS;
REIS; AZEVEDO, 2016). Além disso, a técnica tem se mostrado eficaz para a
engenharia de proteinas e enzimas, viabilizando uma maior estabilidade, afinidade ou
atividade dessas moléculas (SCHIRRMANN et al.,, 2011). De fato, a sintese de
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enzimas com acao especifica € uma das aplicacbes mais promissoras da engenharia

de proteinas e enzimas (DALBY, 2007). Na medicina, o PD é também utilizado para
encontrar variantes de proteinas terapéuticas com melhores caracteristicas, incluindo
estabilidade e seletividade (OMIDFAR; DANESHPOUR, 2015).

A capacidade de produzir e selecionar fragmentos de anticorpos humanos é
um dos principais beneficios do PD. Esse fato é particularmente significativo no
imunodiagnostico, em que € necessario evitar a imunogenicidade, reduzir a
possibilidade de reagfes cruzadas com outras espécies e aumentar a sensibilidade.
Além disso, o PD permite a selecdo de anticorpos especificos para epitopos
dependentes de conformacdo, bem para proteinas de membrana (FRENZEL,;
SCHIRRMANN; HUST, 2016; MOREIRA et al., 2022).

Peptideos bioativos, antibody-like, podem ser selecionados por PD, sendo
também potencialmente promissores no diagnéstico por meio de biossensores
(PARK, 2020), imunoensaios do tipo ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
(SUO et al., 2015) e de fluxo lateral (Lateral Flow) (KULABHUSAN et al., 2017). Neste
sentido, os peptideos apresentam vantagens, pois sdo estaveis e resistentes a
ambientes agressivos, podem ser mais receptivos que anticorpos, no nivel molecular,
com menor imunogenicidade. Podem ser sintetizados quimicamente em grandes
guantidades e pureza, tornando-os uma escolha econbémica e prética para uso em
abordagens bioanaliticas. A combinacdo de peptideos com vérias técnicas de
deteccdo pode produzir metodologias e dispositivos altamente sensiveis e seletivos,
capazes de detectar uma ampla gama de analitos (KARIMZADEH et al., 2018;
VANOVA et al., 2021; WU et al., 2016).
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3.1 Definicéo

3. Biossensores

Os biossensores sao instrumentos analiticos que combinam um elemento de

reconhecimento biolégico, como enzimas, anticorpos ou ceélulas vivas, com um

transdutor que transforma o sinal biolégico em um sinal quantificavel (TURNER,

2013). Destinam-se a detectar e quantificar substancias especificas em amostras

complexas, como sangue, saliva, urina, alimentos e &gua. Os biossensores se

comparam, podendo superar os métodos de analise tradicionais em termos de

sensibilidade, seletividade, resultados rapidos, mobilidade, baixo custo e facilidade de

uso. Possuem inumeras aplicacdes, incluindo na medicina, biotecnologia, meio

ambiente, seguranga alimentar e agricultura (KIM et al., 2022; TURNER, 2013), a

Figura 5, esquematiza os elementos principais de um biossensor.
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Figura 5. Principio do biossensor. O biorreceptor identifica o analito na amostra, gerando um sinal

primario que é transformado em um sinal mensuravel pelo transdutor, que €, entdo, reconhecido e

processado em um formato legivel. Fonte: Préprio autor.
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3.2 Histéria dos biossensores

Clark e Lyons, em 1962, demonstraram 0 primeiro experimento a utilizar um
elemento biologico para detectar uma substancia quimica, através da deteccédo de
acido glucodnico apos a glicose ser oxidada a acido glucénico em uma solucao
contendo oxigénio e uma enzima chamada glicose oxidase. O que abriu caminho para
o desenvolvimento de biossensores diversos (HARPER; ANDERSON, 2010).

Muitas melhorias foram alcangadas no campo desde entdo, incluindo a
descoberta de novos elementos biolégicos, o desenvolvimento de novos transdutores
e 0 avanco das técnicas de integracdo e miniaturizacdo. Os primeiros biossensores
comerciais para deteccao de glicose em amostras de sangue foram criados na década
de 1960 e passaram a ser amplamente empregados no monitoramento de pacientes
diabéticos. Na década de 1980 houve um aumento no interesse em biossensores,
frente aos avacos da biologia molecular e engenharia de materiais. Como resultado,
foram desenvolvidos novos tipos de biossensores, como 0s imunossensores e
genossensores, capazes de detectar biomoléculas com seletividade e sensibilidade
(Ll et al., 2021).

Nos ultimos anos, é nitida a busca pelo downsizing e pela portabilidade dos
biossensores, com o desenvolvimento de dispositivos compactos e de baixo custo que
podem ser utilizados como dispositivos point-of-care, como consultérios médicos e
farmacias. Além disso, a combinacao de varios biossensores em um Unico dispositivo
oferece o potencial de aumentar os recursos do biossensor e permitir a andlise

simultanea de varias substancias em uma Unica amostra (LI et al., 2021).

3.3 Classificagao dos biossensores

Os biossensores sdo categorizados baseados no tipo de transdutor ou no tipo
de biomolécula utlizada. O tipo de transdutor adotado para transformar o sinal
biolégico em um sinal elétrico, 6ptico ou mecéanico é a classificagdo mais prevalente.

Assim, os biossensores séo classificados em quatro tipos (THEVENOT et al., 2001):

e Transdutores eletroquimicos: Um transdutor eletroquimico é utilizado nesta
forma de biossensor para converter o sinal biolégico em um sinal elétrico.

Transdutores eletroquimicos sdo comumente empregados em biossensores
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para detectar substancias como glicose, colesterol, acido durico, lactato,

neurotransmissores, horménios e muitos mais. Apresentam inumeras
aplicagbes na medicina, meio ambiente e seguranga alimentar. Além disso, o
desenvolvimento continuo de novos materiais e tecnologias de eletrodos
permitiu a criacdo de biossensores mais sensiveis, seletivos e especificos para
um amplo espectro de analitos (KUMAR; KACHHAWA, 2023).

e Transdutores Opticos: Um transdutor Optico € usado em biossensores para
transformar um sinal biolégico em um sinal de luz. A presenca ou quantidade
de um determinado analito pode ser detectada medindo uma propriedade
Optica da amostra, como absorcéo, fluorescéncia ou refracédo. Os transdutores
Opticos sdo altamente sensiveis e seletivos, com varias vantagens, incluindo a
capacidade de detectar multiplos analitos ao mesmo tempo e sem a
necessidade de contato direto com a amostra. Fibras 6pticas e waveguide, sdo
transdutores dpticos usados na analise de proteinas e 4cidos nucleicos (CHEN;
WANG, 2020).

e Transdutores piezoelétricos: Um transdutor de massa transforma um sinal
biologico em um sinal mecénico, como uma mudan¢a de massa ou uma
mudanca na ressonancia de um cristal piezoelétrico. Os transdutores de massa
sdo extremamente sensiveis e podem detectar mudancas na massa de uma
Gnica molécula. Também podem detectar pequenas alteracdes ou mudancas
conformacionais, que podem ser utilizadas para identificar alteracdes na
atividade enzimatica ou na estrutura da proteina. Pequenas substancias como
glicose, lactose e colesterol sdo frequentemente detectadas com esses
sensores. Os transdutores de massa, por outro lado, sdo mais lentos do que os
transdutores eletroquimicos e oOpticos e sdo mais dificeis de miniaturizar e

integrar em dispositivos portateis (YADAV et al., 2023).

e Outros Transdutores: Outros transdutores que podem ser empregados em
biossensores incluem transdutores térmicos, que medem a variacdo de
temperatura causada pela interacdo do elemento de reconhecimento biolégico
e 0 analito. Esse tipo de biossensor pode detectar uma ampla gama de
substancias, como proteinas, enzimas, metabdlitos e infec¢des. Existem outros
biossensores baseados em transdutores de campo, como transdutores de

campo elétrico e magnético, que podem detectar a interacéo entre o elemento



49

Fundamentacdo Tedrica

de reconhecimento biolégico e o analito alterando o campo elétrico ou

magnético nas proximidades do sensor (POLAT et al, 2022; XIE;
DANIELSSON, 2007).

Além da categorizacao do transdutor, os biossensores podem ser classificados
dependendo do tipo de elemento de reconhecimento biolégico utilizado, como
enzimas, anticorpos, células vivas e acidos nucléicos. Esta classificacdo auxilia na
escolha do melhor tipo de biossensor para uma determinada aplicagdo (KUMAR,;
KACHHAWA, 2023).

3.4 Métodos de imobilizacdo do elemento bioldgico

A selecdo de elementos de reconhecimento biolégico € crucial para a
seletividade e sensibilidade do biossensor. A deteccdo precisa e confiavel requer a
capacidade de se conectar especificamente ao alvo pretendido. Além disso, sob
condi¢cdes ambientais especificadas, o elemento de reconhecimento biolégico deve
ser estavel e funcional (TURNER, 2013).

A imobilizacdo do elemento bioldégico € uma etapa crucial no projeto de um
biossensor, pois € responsavel por ancorar e manter o elemento biolégico em contato
com o transdutor do sensor de forma ativa, permitindo deteccéo seletiva do analito de
interesse. O componente biolégico pode ser imobilizado por diferentes métodos. A
abordagem escolhida é determinada pelo tipo de elemento biol6gico, pelas
caracteristicas do transdutor e pelo tipo de amostra que estd sendo estudada
(BUERK, 2014; MALHOTRA, 2017). Assim, os elementos biol6gicos podem ser
imobilizados através das seguintes estratégias:

e Adsorcao fisica: € uma das abordagens mais simples e diretas para imobilizar
o elemento de reconhecimento biolégico em um transdutor. Este método
envolve a fisissorcdo do elemento biolégico na superficie da matriz de
transducgdo, sem a necessidade de ligantes ou agentes quimicos. Interagdes
ndo covalentes, incluindo forcas de Van der Waals, ligacdes de hidrogénio e
interacOes eletrostaticas, sdo usadas na adsorcdo. Essa abordagem tem
algumas vantagens, incluindo sua simplicidade e facilidade de implementacéo.
A adsorcéao fisica, por outro lado, pode resultar em estabilidade de imobilizacao

limitada devido a probabilidade de dessorcdo do elemento biologico durante a
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operacédo do biossensor (MAURYA; SINGH, 2019; NARESH; LEE, 2021).

e Aprisionamento fisico: os elementos de bioreconhecimento séo fisicamente
confinados dentro das matrizes 3D por ligacdes covalentes ou ndo covalentes
durante este procedimento. O processo de imobilizacdo ou aprisionamento
pode ocorrer por duas vias: a enzima é misturada a uma solu¢cdo de mondémero,
seguida da polimerizacdo da solu¢cdo de monémero por uma reacdo quimica
ou por alteracdo das condi¢cBes experimentais, e a enzima € combinada a
solucéo de mondémero. Os elementos de biorreconhecimento estéo interligados
em uma rede tridimensional de materiais organicos ou inorganicos.
Polidimetilsiloxano, fotopolimero, gelatina, alginato, celulose, acetato ftalato,
polipropileno modificado e poliacrilamida s&o o0s materiais orgéanicos
empregados, enquanto carvao ativado e materiais ceramicos porosos Sao 0s
elementos inorganicos. Esta abordagem geralmente emprega (i)
eletropolimerizacgéo, (ii) o processo sol-gel e (iii) técnicas de microencapsulacédo
(KUDDUS, 2018).

e Ligacdo covalente: é uma forma de imobilizar um elemento de
reconhecimento biolégico que envolve a formacdo de uma ligacdo quimica
entre o elemento e a matriz de transducdo. Essa abordagem, que é mais
estdvel do que a adsorcdo fisica, pode imobilizar proteinas, enzimas e
anticorpos em superficies de metal, vidro e polimero. As ligacBes covalentes
podem ser criadas por grupos reativos, como grupos amino, carboxila, hidroxila
e tiol encontrados no elemento de reconhecimento biolégico ou na matriz de
transducédo. A forma e as condi¢Bes de imobilizacdo sdo determinadas pela
natureza dos grupos reativos e sua compatibilidade com o material da matriz
de transducédo. A imobilizacdo por ligacdo covalente aumenta a estabilidade e
a reprodutibilidade do biossensor, o que é vital para seu uso em analises
guantitativas e em situagdes hostis. No entanto, como essa abordagem pode
afetar a atividade bioldgica do elemento de reconhecimento, é necessario um
gerenciamento cuidadoso das condi¢des de imobilizacdo para evitar qualquer
dano (NARESH; LEE, 2021; SASSOLAS; BLUM; LECA-BOUVIER, 2012).

e Crosslinking: a reticulacdo ocorre pela formacdo de ligagcdes cruzadas
covalentes intermoleculares entre elementos de biorreconhecimento (enzimas)

ou elementos de bioreconhecimento e proteinas funcionalmente inativas. (por
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exemplo, albumina de soro bovino). Este procedimento é realizado com o

auxilio de produtos quimicos multifuncionais que servem como um linker para
unir moléculas de enzimas em agregados reticulados 3D a superficie do
transdutor. As condi¢fes ideais de reticulacdo sédo pH, temperatura e forca
ibnica. Essa estratégia de imobilizacdo permite um tempo de resposta mais
rapido, adesdo mais forte e melhor atividade catalitica da enzima. Os beneficios
incluem menos vazamento da biomolécula, ligacdo quimica mais forte e a
capacidade de modificar o ambiente para o elemento de biorreconhecimento
usando agentes estabilizadores apropriados. As desvantagens sdo que as
ligacbes cruzadas covalentes sdo formadas entre proteinas e ndo entre a
matriz e a proteina, e que a desnaturacgéo parcial da estrutura da proteina limita
0 uso de imobilizacao de ligacéo cruzada (NARESH; LEE, 2021; SASSOLAS;
BLUM; LECA-BOUVIER, 2012).

3.5 Polimeros condutores aplicados em biossensores

O sucesso dos biossensores depende, em grande parte, da eficiéncia das
técnicas de imobilizacao utilizadas nas interfaces bioldgicas. Uma excelente opcao de
aprimoramento € a modificacdo da superficie do transdutor com polimeros condutores
gue possuam grupos funcionais em suas estruturas, de modo que estas possam
interagir com determinados grupos de biomoléculas (RAZA et al., 2021).

A geracédo de polimeros pode ser iniciada eletroquimicamente. Os polimeros
eram conhecidos por suas propriedades passivantes até a década de 1970. No
entanto, pesquisadores que trabalharam com poliacetileno descobriram, em 1977,
que, dopando o polimero com vapores de cloro, bromo ou iodo, a sua condutividade
aumentava para um valor comparavel ao dos metais, condutores conhecidos. Os
pesquisadores receberam o Prémio Nobel de Quimica em 2000 por seu trabalho e os
polimeros condutores se tornaram um novo campo de estudo (PRIZE
ANNOUNCEMENT - NOBELPRIZE.ORG, [s.d.]).

Os filmes eletropolimerizados s&o um tipo de material comumente utilizado em
biossensores. Sdo formados de polimeros condutores ou nao, que sédo depositados
eletroquimicamente em um eletrodo. A eletropolimerizagcdo permite o controle da
espessura da camada e da densidade da ligagdo quimica, produzindo uma superficie

estavel. Polianilina, polipirrol e politiofeno séo os polimeros condutores mais populares
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usados em filmes eletropolimerizados. As caracteristicas elétricas e eletroquimicas

distintas desses polimeros possibilitam a identificacdo de proteinas especificas em
amostras complexas, como sangue e urina (COSNIER, 2003).

Além disso, filmes eletropolimerizados superam métodos alternativos para
imobilizar biomoléculas em eletrodos, como a adsorcdo fisica. O filme
eletropolimerizado forma uma matriz tridimensional que protege as biomoléculas de
danos eletroquimicos e da perda de atividade biolégica. Os biossensores baseados
em filmes eletropolimerizados encontraram ampla aplicagéo, incluindo a deteccgéo de
glicose, acido urico, colesterol, proteinas e enzimas. Esses dispositivos também tém
sido empregados no diagnostico de doencas, monitoramento de processos
biotecnolégicos e controle ambiental (COSNIER; HOLZINGER, 2010).

3.6 Elemento de reconhecimento bioldgico

O elemento de reconhecimento biolégico € responsavel por reconhecer e se
ligar a um alvo biolégico como um anticorpo, enzima, peptideo ou acido nucleico (LIU;
LIN, 2006). O tipo de interface selecionado € determinado pelo tipo de transdutor e
pelo tipo de sinal bioldégico empregado. As interfaces de sinalizacdo enzimatica,
imunologica e de &cido nucleico sdo exemplos de interfaces de sinalizacdo (FU; LU;
LAI, 2019; SONG et al., 2021).

Uma das interfaces mais comuns usadas em biossensores é a enzimatica. Esta
funciona utilizando enzimas para catalisar reacfes quimicas especificas. Os
biossensores enzimaticos sdo amplamente empregados no monitoramento da glicose
de pacientes diabéticos (RIDHUAN; ABDUL RAZAK; LOCKMAN, 2018). Os
biossensores enzimaticos fornecem diversas vantagens, incluindo alta sensibilidade e
seletividade, baixo custo, facilidade de operacdo e tempo de resposta rapido.
Apresentam, no entanto, algumas limitagcdes, como a necessidade de uma fonte
externa de substrato para a reacdo enzimatica e a suscetibilidade a interferentes que
podem alterar a atividade enzimatica como fatores ambientais agressivos, incluindo
temperatura e pH (SADANI et al., 2022).

A interface imunoldgica baseia-se na interagdo de antigenos e anticorpos, o
gue resulta na producdo de complexos imunologicos detectaveis. Os biossensores
imunologicos sao frequentemente empregados na detec¢cao de doencas infecciosas e

monitoramento de alergias. Dependendo do mecanismo de transducao empregado, a
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deteccdo pode ser realizada por meio de transdutores eletroquimicos, opticos ou de

massa. Esses biossensores sdo frequentemente utilizados em diagndstico clinico,
andlise ambiental, deteccao de horménios, gerenciamento de qualidade de alimentos,
bebidas, proteinas, bactérias e virus (ALHADRAMI, 2018). A principal vantagem dos
biossensores imunoldgicos é a alta especificidade e seletividade na deteccdo do
analito devido a interacdo extremamente especifica entre 0 anticorpo e o antigeno.
Contudo, fatores ambientais podem alterar a estabilidade dos anticorpos,
comprometendo a sensibilidade e a precisdo dos biossensores. Além disso, a
imobilizacdo de anticorpos pode ser uma tarefa desafiadora, pois € necessario que
permanece estavel para o sucesso do método (MATA CALIDONIO; GOMEZ-
MARQUEZ; HAMAD-SCHIFFERLI, 2022).

Os biossensores de acido nucleico sdo dispositivos que detectam a presenca
de material genético em amostras bioldgicas, como DNA e RNA. O funcionamento
destes biossensores baseia-se numa interacao especifica entre uma sonda de acido
nucleico complementar e o acido nucleico presente na amostra. Este contato produz
um sinal detectavel e quantificavel. Os biossensores de &cido nucleico podem ser
baseados em eletroquimica, éptica e piezoresisténcia com potencial para melhorar a
saude publica e a seguranca alimentar devido a sua excelente sensibilidade e
especificidade (DU; DONG, 2017).

Os biossensores de células vivas sdo dispositivos que permitem o
monitoramento em tempo real da atividade celular. S&o baseados em tecnologias que
utilizam células vivas para reconhecimento bioldgico. Essas células sdo modificadas
geneticamente ou fisiologicamente para responder a estimulos especificos e podem
ser de origem animal, vegetal ou bacteriana. Os biossensores de células vivas séo
capazes de detectar produtos quimicos, venenos e infeccdes, além de monitorar
processos biologicos, como o crescimento celular, diferenciacdo e apoptose. Para
garantir a estabilidade e a utilidade das células, esses biossensores geralmente
envolvem sua imobilizacdo em uma matriz tridimensional, como hidrogéis ou
membranas. A interface de sinalizacdo geralmente é baseada em abordagens
eletroquimicas, Opticas ou mecanicas que permitem a detecgdo em tempo real de
respostas biologicas (GUI et al., 2017; ZHAO et al., 2021). Esses biossensores sao
muito especificos e sensiveis e podem ser facilmente personalizados para detectar
diferentes analitos. Além disso, esses biossensores podem fornecer informacdes

valiosas sobre a toxicidade e a atividade bioldgica dos compostos avaliados. No
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entanto, € essencial preservar a viabilidade e a funcionalidade das células vivas ao

longo do processo de analise (GUI et al., 2017).

Os biossensores baseados em polimero de impressdo molecular (MIP) sdo
dispositivos de detecgédo com alta especificidade e sensibilidade que usam MIPs como
elementos de reconhecimento. Esses polimeros séo criados pela adicdo de um molde
(andlogo ao analito alvo) durante a polimerizacdo, resultando em locais de
reconhecimento altamente especificos para o analito alvo. Os biossensores MIP tém
varias vantagens sobre os biossensores padrdo, incluindo grande seletividade,
estabilidade excepcional e longa vida util. Esses dispositivos sao aplicaveis na analise
ambiental, diagndstico clinico, monitoramento da qualidade dos alimentos e deteccao
de drogas. Além disso, podem substituir sistemas de deteccdo mais complexos e
caros (CRAPNELL et al., 2020; PILETSKY; TURNER; LAITENBERGER, 2006).

A interfase baseada em peptideos também é uma opcéao interessante. Os
peptideos podem ser fabricados quimicamente em grandes quantidades com grande
pureza, tornando-os uma escolha econémica e pratica para uso em biossensores.
Além disso, as sequéncias peptidicas podem ser facilmente alteradas para melhorar
a afinidade e a especificidade para uma determinada molécula alvo. A imobilizagéo
de peptideos em matrizes de transducdo pode ser realizada por meio de ligacdes
covalentes ou abordagens de adsorcéo fisica. A interface de sinalizacdo de um
biossensor baseado em peptideo pode ser elétrica, éptica ou baseada em mudancas
de massa. A deteccdo pode ser feita diretamente, pelo contato do peptideo com o
analito, ou, indiretamente, pela deteccdo de uma molécula sinalizadora criada pela
interacdo do peptideo com o analito. A combinacéo de peptideos com varias técnicas
de deteccdo e transducao pode produzir biossensores altamente sensiveis e seletivos,
capazes de detectar uma ampla gama de analitos (BULUT et al., 2023; ESCOBAR et
al., 2023; KONG et al., 2023; SUN et al., 2020; UCAR et al., 2020; WANG et al.,
2022a).
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4. Novos médotodos de

diagndstico

4.1 Imunoensaios do tipo ELISA: o padrdo-ouro

O ensaio imunoenzimatico do tipo ELISA é considerado o padrao-ouro dos
imunoensaios. Apresenta alta sensibilidade e é usado para detectar e quantificar
anticorpos, antigenos, proteinas, glicoproteinas e horménios. A detec¢édo do analito é
realizada pela marcacdo enziméatica de uma das espécies do par imunoldgico
(antigeno ou anticorpo) necessitando de pequenas quantidades de uma amostra-teste
(ALHAJJ; FARHANA, 2021). Sao realizadas etapas de lavagens para gue 0 excesso
de reagentes seja removido e permaneca, na fase soélida (poc¢o), apenas o
imunocomplexo formado. O marcador enzimético pode ser quantificado através da
adicdo dos substratos especificos. As enzimas mais utilizadas para marcagcéo séo a
peroxidase de rabano (HRP), e a fosfatase alcalina (ALP) (SADASIVAM; MANICKAM,
1996). A enzima HRP catalisa a oxidacdo de seu substrato, orto-fenilenodiamina
(OPD), produzindo uma solu¢cdo amarela contendo como produto desta reacdo o
corante 2, 3-diaminofenazina (DAP) (Figura 6) (BYSTRYAK; SANTOCKYTE, 2015),
e pode ser utilizado como substrato para a reacéo o 3,3',5,5-Tetrametilbenzidina
(TMB).

NH N NH,
2 Peroxidase de rabano (HRP)
NH + N NH,
o-fenilenodiamina (OPD) 2 H,0, 2, 3-diaminofenazina (DAP)

(Incolor) (Colorido, A = 450 nm)

Peroxido de hidrogénio

Figura 6. Esquema da oxidag&o de OPD catalisada pela enzima HRP. Fonte: Préprio autor.
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A adicao de acido sulfurico concentrado interrompe a rea¢do e muda a cor do

DAP para laranja (Figura 7). Nesse contexto, a cor produzida € diretamente
proporcional a concentracdo de HRP presente nas moléculas marcadas que estédo
envolvidas no ensaio, sendo mensurado com maximo de absorbancia em 492 nm em

um espectrofotdmetro.

+

N NH; N NH;
+
N NH; N NH3
2, 3-diaminofenazina (DAP) , 3-diaminofenazina (DAPH,*)
(Colorido, A = 450 nm) (Colorido, A = 492 nm)
H,SO,

Figura 7. Deslocamento batocrémico sofrido pelo DAP apds adi¢cdo de H2SO4. Fonte: Préprio autor.

Diferentes formatos do teste ELISA podem ser realizados, sendo os mais
comuns: (i) direto, em que o antigeno € imobilizado na fase sélida e o anticorpo
especifico contra o antigeno jA € marcado; (i) indireto, em que o antigeno é
imobilizado na fase solida e o anticorpo primario especifico contra o antigeno é
reconhecido por um anticorpo secundario marcado, usualmente policlonal, o que
garante um ganho expressivo na amplificagdo do sinal e na sensibilidade; (iii)
sanduiche, quando o antigeno é incubado entre dois anticorpos diferentes, sendo um
anticorpo imobilizado na fase sélida e o outro anticorpo marcado. Este formato é
limitado a antigenos multivalentes e o sinal € proporcional a concentracao deste na
amostra e (iv) competitivo, o qual depende da competicdo do antigeno a um inibidor
marcado. Este formato € Uutil para haptenos e sua coloracdo é inversamente
proporcional a concentragcdo do antigeno na amostra (ALEGRET et al.,, 2004). A

Figura 8, ilustra os diferentes formatos do teste ELISA, anteriormente exemplificados:
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6 Antigeno *
Substrato

o Enzima % U
Substrato + Enzima = Reacao de cor q °

V - o~
Substrato s bs

Substrato se g
Antigeno U

Substrato

Anticorpo
secundario

O (+) ® O
( ( Antigeno
i , Inibidor
y (marcado)
\ Anticorpo Anticorpo :
) primario ] \ de captura
\
L A
ELISA direto ELISA indireto ELISA sanduiche ELISA competitivo

Figura 8. Esquema de diferentes abordagens e formatos de teste ELISA. Fonte: Préprio autor.

4.2 A busca por novos métodos

O gerenciamento oncolégico moderno tem priorizado a medicina
personalizada, alicercada no conhecimento acerca da biologia do tumor, direcionando
o tratamento e melhorando o progndstico dos pacientes. Dessa forma, as
classificagdes moleculares dos subtipos de CMs oferecem o potencial de revolucionar
o tratamento individual. Porém, as técnicas atualmente disponiveis sédo dispendiosas
em comparacdo com 0s métodos-padrdo, como a imuno-histoquimica, além da
enorme quantidade de dados gerados exigirem analises bioinformaticas complexas,
limitando seu uso clinico (MAIA et al., 2017; PROVENZANO; ULANER; CHIN, 2018).

O diagnéstico precoce € fundamental para o sucesso do tratamento e cura do
CM (BHUSHAN; GONSALVES; MENON, 2021), portanto, o desenvolvimento de
novos métodos de diagndéstico pode ser um fator chave para salvar vidas e melhorar
a qualidade de vida dos pacientes.

A avaliacdo de um novo método de diagndstico € uma tarefa complexa que
exige um processo rigoroso e bem definido para garantir sua eficacia e seguranca. Os
parametros-chave que devem ser avaliados incluem a especificidade, a sensibilidade,

o valor preditivo positivo, o valor preditivo negativo, a acuracia, a precisdo, a
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reprodutibilidade e a robustez. Esses parametros podem ser avaliados em diferentes

etapas do processo de validacdo, desde os estudos pré-clinicos até os ensaios
clinicos em humanos (LEEFLANG; ALLERBERGER, 2019).
Ao comparar um teste em desenvolvimento com um padréo ouro devem ser

consideradas as seguintes variaveis:

e Falso positivo (FP) que é a possibilidade de um individuo saudavel ser

classificado como doente;

e Falso negativo (FN) que é a possibilidade de um individuo doente ser

classificado como saudavel;

e Verdadeiro positivo (VP) que é a possibilidade de um individuo doente ser

classificado como doente; e

e Verdadeiro negativo (VN) que é a possibilidade de um individuo saudavel ser

classificado como saudavel.

Para a avaliacdo do desempenho de um teste os valores de acerto, VP e VN,
sao significativamente relevantes e, entre as condi¢cbes de erro, os valores de FN
necessitam de maior atencdo que os valores de FP. Um laudo FN pode trazer
consequéncias irreparaveis para o individuo portador da doenca, uma vez que passa
a nao ser elegivel ao tratamento. As implicacées de um resultado FP também sé&o
igualmente danosas, conduzindo a um tratamento desnecessario e, por vezes, com
efeitos colaterais preocupantes. Contudo, uma decisdo acerca do resultado de um
teste devera estar acompanhada do conhecimento e da experiéncia do profissional
que investiga a doenca, 0 que garante uma analise técnica do caso (VAZ, 2009).

A relacéo entre os pacientes classificados como doentes ou nao doentes pelo
teste diagnostico padréo-ouro e os pacientes classificados como positivo ou negativos

de um teste em desenvolvimento é mostrada na Tabela 1.
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Tabela 1. Combinacéo binaria de resultados entre o diagnéstico feito por teste padrdo ouro e os

possiveis resultados de um teste de diagndstico em desenvolvimento. Fonte: Adaptado de (VAZ, 2009).
PADRAO-OURO

Doente N&o doente Total
Positivo VP FP VP+FP
TESTE _
Negativo FN VN FN+VN
Total VP+FEN FP+VN VP+FP+FN+VN

Abreviaturas: VP, verdadeiro positivo; FN, falso negativo; FP, falso positivo; VN, verdadeiro negativo.

Para que essa analise seja aplicavel a respostas ordinais ou continuas
(MARTINEZ, 2001) é estabelecido um ponto de corte (cut off), o que permite que 0s
dados sejam dicotomizados em positivos e negativos. Assim, podem ser estimadas a
sensibilidade (S) e a especificidade (E) clinica, para diferentes pontos de corte, dentre
0S possiveis valores que o teste em desenvolvimento apresenta (VAZ, 2009).

A sensibilidade clinica pode ser calculada a partir da razao entre 0 numero de
resultados VP e o numero de todos os pacientes VP e FN (Equacédo 1). Nesse sentido
a sensibilidade de um teste esta associada a taxa de verdadeiros positivos, ou seja, €
a probabilidade de o teste fornecer um resultado positivo, quando a doenca em

guestao esta, de fato, presente.

S=——— x100 Equacio 1
VP +FN) " quagac

Ja a especificidade clinica pode ser calculada como o numero de resultados
VN dividido pelo nimero de todos os individuos sem a doenca VN e FP (Equacgéo 2).
Desta forma a especificidade clinica indica a taxa de verdadeiros negativos, ou seja,
€ a probabilidade de o teste fornecer um resultado negativo, quando a doenca em

guestao esta, de fato, ausente.

E=———— x100 Equacio 2
(VN +FP) quagao

Assim a Figura 9 mostra uma representacdo genérica da distribuicdo de
possiveis resultados de um teste de diagndstico. Em a é definido o ponto de maxima
sensibilidade, a partir do qual o niumero de resultados FN é menor. Este € o ponto de
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corte em que se encontra a maior probabilidade de um diagnostico VN para individuos

nao doentes. Ja em y é definido o ponto de maxima especificidade, a partir do qual o
namero de resultados FP € menor. Neste se encontra a maior probabilidade de um
diagnéstico VP para individuos doentes. Como a sensibilidade e a especificidade sdo
inversamente proporcionais, o ponto de corte B é definido onde a maxima
especificidade e a maxima sensibilidade coexistem. Porém, esse ponto descarta todos
os resultados FN e inclui todos os FP, o que deve ser analisado cuidadosamente com
base na doenca em estudo.

A

a = Maxima sensibilidade.
B = Maxima especificidade e sensibilidade.
y = Maxima especificidade.

Negativos
Fracao de verdadeiro

negativo

Fracao de falso
positivo

Positivos

Frequéncia

Fracdo de
falso negativo

Fracio de verdadeiro
positivo

Variavel randdmica de decisao

Figura 9. Esquema indicativo da influéncia do ponto de corte na sensibilidade e especificidade de um
teste de diagnoéstico em desenvolvimento. Fonte: Proprio autor.

A aplicacdo de uma metodologia que possa valorizar o ponto de corte se torna
bastante interessante, uma vez que a definigdo de um ponto adequado € essencial
para que sejam minimizados falsos resultados. Uma das metodologias disponiveis
mais utilizadas é a curva ROC do inglés Receiver Operating Characteristic.
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4.3 Curva ROC

A curva ROC é definida como a descricao gréfica do desempenho de um teste
representado pela relacdo entre a taxa de VP (sensibilidade) e a taxa de FN
(especificidade). Com esse recurso é possivel definir de forma mais segura a regiao
na qual ha sobreposicdo de dados de amostras de individuos doentes e sadios, de
forma a representar a preciséo intrinseca do teste. Para cada ponto de decisao sao
colocados os indices de sensibilidade que estardo representados no eixo das
ordenadas e os indices de falsos positivos (1 - especificidade = inverso da
especificidade) que estardo representados no eixo das abscissas, mostrando as
variacdes ponto a ponto, para cada cut-off possivel.

Deste modo, a curva ROC é uma fungdo continua de Sensibilidade versus
1-Especificidade, para diversos valores de corte. Entdo, cada ponto de corte é
associado a um unico par (1 — Especificidade, Sensibilidade). De uma maneira geral,
quanto menor for o ponto de corte, maior serd a habilidade do teste em classificar os
doentes como positivos, isto €, maior sera a sensibilidade. Inversamente, quanto
maior for o ponto de corte, maior sera a habilidade do teste em classificar os individuos
sadios como negativos, isto €, maior sera a especificidade.

A é&rea sob a curva do inglés, area under the ROC curve (AUC) representa a
acuracia do teste, considerando todos os valores de sensibilidade e especificidade
para cada valor de corte. Um teste com pequeno poder diagnéstico tem curvas mais
retilineas. Ja para um teste com maior poder diagndstico, sua curva se aproxima do
canto superior esquerdo (LOPES et al., 2014). A Tabela 2 apresenta indicadores de

desempenho para um teste em desenvolvimento, com base na area sob a curva ROC.

Tabela 2. Relagéo entre a area sob a curva ROC e a precisdo do diagnostico. Fonte: Adaptada de
(BORGES, 2016).

AUC Precisdo diagndstica
09-1,0 Excelente
0,8-0,9 Muito bom
0,7-0,8 Bom
0,6 -0,7 Suficiente
0,5-0,6 Ruim

<0,5 Nao utilizar o teste

Abreviaturas: AUC, area sobre a curva.
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Outras duas variaveis envolvidas no processo de teste de desempenho séo os

valores preditivos positivos (VPP) e negativos (VPN). Os valores preditivos definem a
precisdo de um teste em prever uma condi¢do clinica, sendo referéncias que indicam
qual a probabilidade de um individuo de um ensaio realmente portar ou ndo a doencga,
caso o resultado seja positivo ou negativo, respectivamente. Os valores preditivos séo
fortemente influenciados pela sensibilidade e especificidade do teste, bem como pela

prevaléncia da doenga, sendo calculados conforme as seguintes equacgdes:

VP

VPP = —————x100 Equagio 3
(VP + FP)~ quagao

VPN = — 100 Equacio 4
~WN+FN)® quagao

Adicionalmente s&o considerados os parametros de verossimilhanga positiva
(RVP), a qual expressa quantas vezes é mais provavel encontrar um resultado positivo
em pessoas doentes quando comparado a pessoas nao doentes. Ja a
verossimilhanca negativa (RVN) expressa quantas vezes é mais provavel encontrar
um resultado negativo em pessoas doentes quando comparado com pessoas hao

doentes. As RV séo calculadas pelas equacdes:

RVP =

E ~
) quacao 5

)
E

RVN = Equacao 6

Por fim, a precis@o ou acuracia diagnéstica (PrD) é a proporcdo de acertos de
um teste. A prevaléncia sorolégica (PS), por sua vez, é a porcentagem de individuos

doentes em uma populagéo, sendo ambas calculadas com as seguintes equacoes:

e (VP +VN) ~
Precisao diagnostica = TxlOO Equacao 7

A . (VP + FN) ~
Prevaléncia sorol6gica = ————=x100 Equacao 8

N
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A técnica de PD permitiu, em estudo anterior do grupo de pesquisa da co-

orientadora, a identificacdo de peptideos especificos ligantes de linhagens celulares
de CM (SILVA, 2017). O desenvolvimento de novos testes de diagnoéstico, aplicaveis
a bidpsia liquida, utilizando estes marcadores selecionados, pode ser um caminho
promissor na deteccdo precoce caracterizacdo molecular e direcionamento no

tratamento do CM.
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Conclusao

Em conclusdo, a presente Tese teve como objetivo desenvolver novas
plataformas bioanaliticas para a deteccéo, diagndstico e prognéstico do CM por meio
do uso de peptideos selecionados por PD. As plataformas consistem em um na
deteccdo de marcadores tumorais e a identificacdo de exossomos em amostras
sorologicas. Os resultados obtidos mostram que os peptideos biotinilados Biotina-C3
e Biotina-H2 possuem alta afinidade pelas células luminais de CM e foram capazes
de distinguir subtipos moleculares de CM, além de apresentarem melhor desempenho
nos biossensores desenvolvidos em relacédo ao teste ELISA. Além disso, foi possivel
identificar possiveis alvos do peptideo Biotina-C3 em exossomos de CM e
desenvolver um método eficaz para a deteccao de exossomos em soro humano.

Essas plataformas representam uma importante contribuicdo para a deteccao
precoce do CM e para a caracterizagcdo molecular de tumores, abrindo novas
perspectivas para o diagndstico e tratamento personalizado dessa doenca. Futuros
estudos sdo necessarios para avaliar a eficacia e seguranca dessa plataforma em

estudos clinicos e sua implementacao em larga escala.
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