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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA 

 

 

Esta tese é inovadora ao apresentar novas ferramentas para a detecção e 

caracterização molecular do câncer de mama, abrindo novos caminhos para a prática 

clínica. A pesquisa realizada nesta tese tem um potencial significativo para beneficiar 

a sociedade de várias maneiras. Em primeiro lugar, o desenvolvimento de métodos 

de detecção mais precisos e sensíveis para o câncer de mama pode contribuir para 

um diagnóstico 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 diagnóstico mais eficiente e confiável. 

 

 

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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“O conhecimento é o processo de acumular informação; 

a sabedoria reside na sua simplificação."  

(Martin Fischer) 



 
RESUMO 

 

O câncer de mama (CM) é o tumor maligno mais comum na população mundial. 
Assim, métodos mais precisos e que detectem a doença precocemente são 
necessários, de modo que técnicas inovadoras como o Phage Display (PD) vêm 
sendo amplamente exploradas. Nesse contexto, a construção de sensores biológicos 
e imunoensaios do tipo ELISA baseados em peptídeos ligantes selecionados por PD 
se mostra como uma promissora alternativa no desenvolvimento de novas 
abordagens bioanalíticas, sendo que estas se destacam pela sensibilidade e 
seletividade. Esta Tese, portanto, em consonâncias com as atuais demandas da área 
oncológica, objetivou desenvolver novas metodologias bioanalíticas voltadas para o 
CM. No Capítulo II, uma nova matriz para o acoplamento de biomoléculas na 
superfície de eletrodos de grafite de lapiseira (PGEs) foi gerada através da 
modificação eletroquímica com um novo material derivado do ácido 3-(3-
aminofenil)propiônico (3-3-AAFP). Foram realizadas caracterizações eletroquímicas e 
morfológicas, sendo proposto o mecanismo de eletropolimerização do poli(3-3-AAFP), 
no qual os grupos carboxilato são mantidos na estrutura do polímero formado. Um 
novo teste ELISA e um biossensor eletroquímico, foram testados com o soro de 
pacientes diagnosticados com CM ou doença benigna da mama (DBM), visando 
detectar antígenos circulantes, ambos utilizando o peptídeo Biotina-H2 ou Biotina-C3. 
Foram plotadas curvas ROC, sendo para cada resultado significativo e realizados os 
cálculos da análise de desempenho, para os testes ELISA e o biossenssor, 
respectivamente. O peptídeo Biotina-H2 apresentou um desempenho inferior (AUC de 
0,677 e 0,806) comparado ao peptídeo Biotina-C3 que, além de manter o potencial 
diagnóstico (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 expressão de HER2 (AUC de 0,748 e 0,833), sendo 
o biossensor uma melhor estratégia quando comparado ao teste ELISA. Além disso, 
no Capítulo III, por meio de um estudo proteômico, foram identificados 38 possíveis 
alvos para o peptídeo Biotina-C3, sendo estes presentes em membrana plasmática e 
membranas de organelas celulares, principalmente de mitocôndrias. Visando a 
detecção e caracterização de exossomos derivados de linhagens celulares de CM, 
ensaios de citometria de fluxo foram conduzidos. Para isso, exossomos imobilizados 
diretamente em partículas magnéticas e indiretamente em partículas magnéticas 
modificadas com anticorpos anti-CD9, anti-CD63 e anti-CD81 foram utilizados para 
validar a capacidade do peptídeo Biotina-C3 de se ligar aos exossomos. Estes 
também foram detectados por magneto-ELISA e por biossensor eletroquímico 
magnético, com LODs menores para a linhagem MCF-7, sendo (LOD magneto-ELISA 
de 330 exossomos μL−1) e (LOD Biossensor de 175 exossomos μL−1) em comparação 
com as outras linhagens celulares. A detecção de exossomos derivados da linhagem 
Luminal (MCF-7), em soro humano foi realizada com sucesso, e a combinação de 
partículas magnéticas modificadas com anti-CD63, seguida da detecção baseada no 
peptídeo Biotina-C3 proporcionou resultados promissores em termos de 
especificidade e recuperação, para o teste ELISA (108,8%) e para o Biossensor 
(111,9%). Estas novas abordagens bionalíticas permitirão o desenvolvimento de 
novas plataformas rápidas e inovadoras para a caracterização do CM e seus subtipos 
moleculares. 
 
Palavras-chave: Ácido 3-(3-aminofenil)propiônico; Biossensores; ELISA; magneto-

ELISA; Exossomas; Biomarcadores; Câncer 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 II, 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 III, 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 μL−1 for magnetic ELISA and LOD of 175 exosomes μL−1 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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PREFÁCIO 
 
 

A presente Tese encontra-se organizada em três capítulos, nos quais é 

demonstrada a aplicação de peptídeos selecionados por Phage Display na detecção 

de marcadores tumorais em células e exossomos de câncer de mama.  

O Capítulo I apresenta a fundamentação teórica com a revisão bibliográfica dos 

principais temas abordados na Tese, como câncer de mama, seus subtipos 

moleculares, exossomos e utilização do Phage Display na seleção de novos peptídeos 

para bioanálises, destacando-se sua aplicação em biossensores e imusoenssaios. 

No Capítulo II um biossensor eletroquímico é desenvolvido a partir de peptídeos 

selecionados por Phage Display que se ligam especificamente às células de câncer 

de mama. Esse biossensor apresentou resultados superiores ao teste ELISA, além de 

possibilitar a caracterização molecular dos tumores luminais de acordo com o status 

de p53 e HER2.  

O Capítulo III apresenta um estudo proteômico que identificou possíveis alvos 

do peptídeo selecionado na superfície das membranas de exossomos, o que viabilizou 

sua aplicação na detecção de exossomos em soro humano. Para isso foi desenvolvido 

um biossensor, com LODs menores em comparação com outros biossensores 

descritos na literatura.  

Portanto, esta Tese é inovadora ao apresentar novas ferramentas para a 

detecção de câncer de mama e para sua caracterização molecular, bem como abre 

novos caminhos para a prática clínica. O conhecimento adquirido nesta Tese é 

importante para a compreensão da biologia do câncer de mama e pode ser aplicado 

em outras áreas da biotecnologia. 
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1. Câncer 

 

 

A manutenção das funções vitais dos tecidos é alcançada graças à capacidade 

das células de se renovarem constantemente. Tal processo é controlado por diversas 

vias de sinalização geneticamente programadas para regular quando e onde essas 

células devem se multiplicar. Entretanto, podem surgir mutações herdadas ou 

espontâneas 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 não 

agressiva e semelhante ao tecido original é denominado tumor benigno. Já a 

multiplicação celular desordenada e invasiva define sua malignidade. O câncer inclui 

um conjunto superior a mais de 100 doenças, sendo estas classificadas de acordo 

com o tecido de origem: carcinomas quando epitelial e sarcomas quando se iniciam 

em tecidos conjuntivos (ósseo, muscular e cartilaginoso), por exemplo. A velocidade 

de multiplicação das células e a capacidade de originar metástases também são 

fatores utilizados para diferenciar os diversos tipos de câncer (INCA, 2023).  

 

1.1 Câncer de Mama 

 

O Câncer de mama (CM), no mundo, é o mais comumente diagnosticado e, no 

Brasil, os números relacionados ao diagnóstico desse tumor só são superados pelos 

de câncer de pele não melanoma. A origem da doença ainda é pouco compreendida 

e envolve diversos fatores de risco, incluindo os ambientais, biológicos e hereditários 

(INCA, 2023). Além disso, trata-se de uma lesão complexa do ponto de vista 

histológico e molecular (ONCOMED, 2019). 

O CM é estatisticamente definido como sendo responsável por 30% de novos 

casos de câncer 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 Câncer (INCA), o CM é a principal causa de morte por câncer em mulheres no 

Brasil. Estima-se que em cada ano do biênio 2022-2023 ocorram cerca de 17.760 

óbitos por CM no país, com um risco de 16 óbitos a cada 100 mil mulheres. Espera-
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se que em cada ano do triênio 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, o CM se encontra em uma escala epidêmica e representa um problema para 

a saúde pública, afetando seriamente a qualidade de vida dos pacientes acometidos 

pela doença (GOLUBNITSCHAJA et al., 2016). Além disso, existem vários subtipos 

moleculares, que são classificados com base nos biomarcadores encontrados nas 

células tumorais mamárias. 

 

1.2 Subtipos Moleculares 

 

Após a instalação e desenvolvimento do tumor maligno, é necessária a 

intervenção clínica. O prognóstico e as decisões de gerenciamento do tratamento têm 

sido tradicionalmente baseados por marcadores avaliados por imunohistoquímica 

(IHQ) como o receptor de estrogênio (RE), receptor de progesterona (RP), receptor 

de crescimento epidérmico humano do tipo 2 (HER2) e marcador de índice de 

proliferação (Ki67), juntamente com tamanho, diferenciação celular (grau do tumor) e 

status linfonodal. Os avanços no desenvolvimento e validação dos testes genômicos, 

possibilitaram maior entendimento sobre a biologia tumoral e como fornecer melhor 

tratamento individualizado, além de uma compreensão mais profunda dos subtipos do 

CM. Estes são classificados, de forma geral, como o Luminal (A e B), HER-2‐

enriquecido (HER2E) e triplo negativo (TN) (GAO; SWAIN, 2018; PROVENZANO; 

ULANER; CHIN, 2018; RAKHA et al., 2010; SØRLIE et al., 2001). 

 

1.2.1 Luminal A (LA) 

 

No CM LA os receptores hormonais para estrógeno e progesterona estão 

altamente expressos e não são positivos para HER2. Esse subtipo é um dos mais 

prevalentes e menos agressivos, correspondendo a cerca de 40% dos casos. 

Comparativamente aos demais, os tumores LA não apresentam alto índice 

proliferativo (ki67<14%) e exibem maior diferenciação celular. Além disso, possuem 

melhor prognóstico e respondem favoravelmente à terapia hormonal (EROLES et al., 

2012; GAO; SWAIN, 2018; STENMARK TULLBERG et al., 2019). Nesta são 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 circunstâncias, a terapia hormonal pode ser combinada com radioterapia ou 

quimioterapia. É importante ressaltar que o LA pode evoluir para um subtipo de CM 

mais agressivo e invasivo quando não 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 subclassificações distintas. A primeira é 

caracterizada pela alta expressão de Ki67 e pela ausência de HER2. Já a segunda 

conhecida como híbrida, apresenta uma alta expressão de HER2. Cerca de 20% dos 

casos de CM se enquadram no subtipo LB, que é considerado intermediário em 

termos de agressividade. Comparativamente a outros subtipos de CM, os tumores LB 

tendem a crescer mais rapidamente e exibem um nível moderado de diferenciação 

celular. Além disso, têm um prognóstico moderado e podem reagir de maneira 

diferente à terapia hormonal. A decisão terapêutica depende da expressão de 

receptores hormonais e HER2. Em alguns casos, o tratamento hormonal e a 

quimioterapia podem ser combinados. Semelhante ao subtipo LA, o LB também pode 

evoluir para um subtipo de CM mais agressivo e invasivo, quando não devidamente 

tratado (GONCALVES et al., 2021; KENNECKE et al., 2010; PRAT et al., 2013). 

 

1.2.3 HER2E 

 

A superexpressao de HER2 estimula a proliferação celular descontrolada e, 

quando as lesões são RE e RP negativas, os tumores são classificados como HER2E. 

Este subtipo é agressivo e representa cerca de 15-20% dos casos. Tendem a crescer 

rapidamente e apresentam alto grau de indiferenciação celular, com pior prognóstico 

e maior risco de recorrência após a terapia. Anticorpos anti-HER2 como trastuzumabe, 

pertuzumabe e ado-trastuzumabe entansina (T-DM1) bloqueiam a cascata de 

sinalização desse receptor e, por conseguinte, são 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; MARTÍNEZ-SÁEZ; PRAT, 2021; 

SLAMON et al., 2001).  
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1.2.4 Triplo negativo 

 

Os tumores TN são considerados um subtipo molecular mais agressivo de CM, 

representando entre 10 e 20% dos diagnósticos. Esses tumores não expressam RE, 

RP e HER2 e, portanto, não são elegíveis à hormonioterapia e a terapia alvo anti-

HER2. Assim, a principal estratégia de tratamento é a quimioterapia seguida de 

radioterapia, geralmente administrada em regime neo ou adjuvante. Pacientes TN têm 

uma probabilidade maior de recidiva em relação aos outros subtipos de CM, e 

geralmente, apresentam uma menor sobrevida global e livre de doença. O prognóstico 

é ainda pior para pacientes com tumores TN de grau histológico mais elevado e com 

metástases linfonodais. Além disso, mulheres mais jovens, particularmente aquelas 

com mutações nos genes BRCA1 e BRCA2 do inglês breast cancer susceptibility 

gene, têm um risco maior de desenvolver CM TN.  (GEYER et al., 2017; SCHMID et 

al., 2020; TUTT et al., 2021; ZAGAMI; CAREY, 2022). 

 

1.3 Diagnóstico 

 

Atualmente, o diagnóstico do CM é baseado em testes por imagens como a 

mamografia diagnóstica, ultrassonografia e ressonância magnética, confirmado 

histopatologicamente após biópsia do tecido afetado. Testes genômicos, embora 

dispendiosos, podem ser adotados para prever o risco de recorrência, como o 

Oncotype Dx e MammaPrint (KÖPKE; AKTAS; DITSCH, 2023a). Contudo, devido à 

complexidade molecular da doença, novas ferramentas vêm sendo amplamente 

exploradas, destacando-se a biopsia líquida. Esta permite o rastreamento e 

monitoramento não invasivos da doença, utilizando, como amostra, fluidos corporais 

como sangue, saliva ou urina  (ALIMIRZAIE; BAGHERZADEH; AKBARI, 2019; 

KÖPKE; AKTAS; DITSCH, 2023b; MANOOCHEHRI et al., 2023). 

De fato, os avanços na tecnologia da biópsia líquida permitiram a identificação 

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 biópsia líquida pode fornecer informações sobre as alterações 

moleculares que impulsionam o crescimento do tumor, permitindo que os médicos 

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

A biópsia líquida é uma ferramenta ainda em desenvolvimento e não deve ser 

vista como uma substituta da biópsia convencional (HEIDRICH et al., 2021). Contudo, 

é particularmente promissora para a detecção de biomarcadores em diferentes 

tumores, uma vez que são enriquecidas com vesículas extracelulares (VEs), as quais 

são secretadas contendo ácidos nucleicos e proteínas passíveis de detecção (WANG 

et al., 2022b). 

 

1.4 Vesículas extracelulares 

 

As VEs são estruturas membranosas liberadas pelas células no ambiente 

extracelular que desempenham funções cruciais na comunicação intercelular. 

Encontram-se associadas a vários processos fisiológicos e patológicos, como 

resposta imunológica, regeneração tecidual, tumores e doenças neurológicas, sendo, 

portanto, exploradas clinicamente (VEZIROGLU; MIAS, 2020).  

Microvesículas, vesículas apoptóticas e exossomos são alguns dos diferentes 

tipos de VEs (HAN et al., 2022). As microvesículas se originam da membrana 

plasmática e possuem em torno de 100 a 1000 nm de tamanho. Carregam proteínas, 

lipídios e, ocasionalmente, ácidos nucléicos (YÁÑEZ-MÓ et al., 2015). As vesículas 

apoptóticas são formadas a partir da apoptose, sendo detectadas e fagocitadas por 

células do sistema imunológico, carregando proteínas e fragmentos de DNA 

(SANTAVANOND et al., 2021). Já os exossomos são pequenas vesículas (30 a 

200 nm de tamanho) de formato esférico contendo lipídios, proteínas e ácidos 

nucléicos (Figura 1). Como podem interagir com diferentes células e tecidos do corpo, 

os exossomos têm ganhando expressiva atenção como reguladores críticos da função 

celular e da comunicação intercelular (GURUNG et al., 2021). 
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Figura 1. Composição dos exossomos. Os exossomos são compostos de várias proteínas: proteínas 

transmembrana como tetraspaninas, moléculas apresentadoras de antígenos, glicoproteínas e 

moléculas de adesão; proteínas no lúmen do exossomo, como proteínas de choque térmico, proteínas 

do citoesqueleto, componentes ESCRT, transporte de membrana, proteínas de fusão, fatores de 

crescimento e citocinas. Os exossomos também possuem lipídios, como colesterol, ceramidas, 

esfingomielina, fosfatidilinostol (PI), fosfatidilserina (PS), fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE) 

e gangliosídeos (GM), juntamente com ácidos nucleicos como mRNA, miRNA, RNAs não codificantes 

e DNA em seu lúmen. 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 são geralmente formados por via endossomal (GURUNG et al., 

2021; JIN et al., 2023), conforme esquematizado na Figura 2. Quando uma seção da 

membrana plasmática da célula se dobra internamente a biogênese do exossomo se 

inicia. O endossoma é uma organela celular responsável pelo transporte, reciclagem 

e degradação de diversas substâncias. O processo de formação do endossoma 

começa quando uma vesícula se funde com a membrana plasmática. Essa estrutura 

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

modificações e se transforma em um endossoma tardio. Esse processo envolve a 

incorporação de vesículas intracelulares geradas a partir da membrana plasmática e 

de substâncias químicas que precisam ser recicladas ou destruídas. 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 são finalmente quebradas quando 

essa estrutura se funde com um lisossomo. Os lisossomos são organelas que abrigam 

enzimas digestivas responsáveis pela quebra e reciclagem dos materiais celulares. A 

fusão do endossoma tardio com o lisossomo permite a liberação dessas enzimas no 

interior da organela, o que resulta na quebra e digestão das moléculas contidas no 

endossoma. Desse modo, o endossoma e o lisossomo trabalham em conjunto para 

garantir o transporte, reciclagem e degradação adequados das substâncias celulares.  

(HAN et al., 2022). As vesículas intracelulares criadas a partir da membrana 

plasmática, no entanto, podem ocasionalmente evitar o processo de degradação e 

serem expelidas pela célula como exossomos, detectáveis em fluidos corporais 

(THÉRY; ZITVOGEL; AMIGORENA, 2002). 
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Figura 2. Biogênese de exossomos. Componentes internalizados são [1] classificados em endossomos 

iniciais [2] dentro do sistema endossomal, [3] que amadurecem em endossomos tardios ou corpos 

multivesiculares. As vesículas intraluminais, que sequestram proteínas, lipídios, compartimentos 

citosólicos e potenciais componentes de exossomos, são encontradas em abundância nos 

compartimentos endossomais especializados conhecidos como endossomos tardios/corpos 

multivesiculares. [4] A rede trans-Golgi e potencialmente o citosol também são usados para a entrega 

dos componentes. Corpos multivesiculares portadores de componentes de exossomos são 

transportados para a membrana plasmática, fundem-se com a superfície celular e, então, são 

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 identificação de novas moléculas com potencial 

aplicação para diagnóstico e prognóstico de diversas doenças. 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 identificação de ligantes 

para alvos complexos e ainda não conhecidos, com nítida interface com a prática 

clínica. Assim, o PD pode contribuir significativamente para a identificação de novos 

biomarcadores, permitindo um diagnóstico mais preciso e um melhor 

acompanhamento de diversas doenças.  
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2. Phage display  

 

 

2.1 Definição 

 

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 Prêmio Nobel de 

Química em 2018. É baseada na biologia molecular para selecionar peptídeos, 

proteínas ou anticorpos de uma biblioteca de fagos (bacteriófagos) que exibem a 

proteína ou peptídeo de interesse na superfície de seu capsídeo. Basicamente, a 

técnica permite a seleção de fagos que apresentam a proteína ou peptídeo ligante a 

um alvo de interesse, enquanto a lavagem remove os demais fagos da biblioteca. O 

PD é uma das ferramentas mais poderosas e versáteis em biotecnologia, amplamente 

utilizada na descoberta de novos ligantes para diferentes fins (BARDERAS; BENITO-

PEÑA, 2019; GOMES et al., 2023; LEDSGAARD et al., 2022; SMITH, 1985). Entre as 

aplicações mais importantes do PD está a descoberta de novos ligantes para a área 

médica, podendo ser utilizados no diagnóstico, prognóstico, monitoramento e 

tratamento de doenças, inclusive o câncer (PANDE; SZEWCZYK; GROVER, 2010). 

 

2.2 Bacteriófagos e bibliotecas utilizados no PD 

 

O PD possui as quatro principais características comuns a todas as plataformas 

de seleção: diversidade genotípica, genótipo/fenótipo de acoplamento, pressão de 

seleção e amplificação. É eficiente, robusto e específico (SILVA, 2017). Os peptídeos 

selecionados são pequenos, entre 5 e 20 aminoácidos, o que agrega uma estabilidade 

conformacional, além de menor custo de síntese e purificação. Pode ser utilizado para 

reconhecer diferentes agentes biológicos, como proteínas, vírus, bactérias, células 

cancerígenas e até substâncias inorgânicas (ANAND et al., 2021; BERNEDO-

NAVARRO; YANO, 2016; VODNIK et al., 2011; WANG et al., 2019).  

 O PD utiliza a maquinaria biológica de bacteriófagos não envelopados e 

filamentosos para clonagem e expressão. Os fagos f pilus-específico (Ff), incluindo as 

cepas f1, M13 ou fd, e bacteriófagos líticos T7 são os mais amplamente utilizados 
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sendo capazes de infectar procariotos, especificamente bactérias gram negativas. 

Essas partículas possuem DNA fita simples, o qual contém somente informações para 

a replicação e a formação do capsídeo viral (BARBAS; BURTON; SILVERMAN, 2004; 

RUSSEL; LOWMAN; CLACKSON, 2004).  

 A partícula de fago filamentoso M13 exibe uma forma cilíndrica com cerca de 

930 nm de comprimento e 6 nm de diâmetro. O genoma do fago M13 é um DNA de 

6407 bp composto por nove genes, codificadores de 11 proteínas diferentes (VAN 

WEZENBEEK; HULSEBOS; SCHOENMAKERS, 1980). A composição do capsídeo 

viral dos fagos se dá pela junção de cinco proteínas diferentes: pVII (33 aa, 5 cópias), 

pIX (32 aa, 5 cópias), pVIII (50 aa, 2700 cópias), pVI (112 aa, 5 cópias) e pIII (406 aa, 

5 cópias) conforme a Figura 3 (KEHOE; KAY, 2005).  

 

 

 

Figura 3. Esquema representativo do bacteriófago M13. A) biologia estrutural e B) genoma do fago 

mostrando as posições dos genes I ao X e locais de possíveis modificações de superfície por meio de 

engenharia genética. Fonte: Próprio autor. 

 

 As proteínas de revestimento dos fagos são sintetizadas e integradas à 

membrana bacteriana até serem reunidas em volta do DNA viral para liberação. Na 

técnica de PD, a sequência codificadora para o peptídeo a ser traduzido é inserida em 

uma região de restrição próxima ao gene III, codificador para a proteína integral de 

membrana pIII. Assim, a pIII não tem sua função comprometida e o peptídeo 

recombinante está acessível para seleção contra o alvo (BARBAS; BURTON; 

SILVERMAN, 2004; SMITH, 1985). 

No PD, a estrutura e o ciclo de vida dos bacteriófagos são explorados para 

exibir proteínas ou peptídeos de interesse na superfície do fago. A infecção inicia com 
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a ligação da pIII a receptores específicos na superfície da bactéria hospedeira. O fago, 

então, injeta seu material genético que é replicado pela maquinaria bacteriana, 

produzindo milhões de partículas virais. Assim, compreender a estrutura e o ciclo de 

vida dos bacteriófagos 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 peptídeos ou proteínas (incluindo anticorpos) 

(BÖTTGER; BÖTTGER, 2009). As bibliotecas de peptídeos são compostas de 

cadeias curtas de aminoácidos, geralmente de 7 a 20 resíduos, que são exibidos na 

superfície do fago. Podem ser sintéticas ou semi-sintéticas, o que significa que os 

peptídeos são criados quimicamente ou modificando sequências existentes (KONG et 

al., 2020). Já as bibliotecas de anticorpos são compostas de cadeias pesadas e leves 

de anticorpos encontrados na superfície do fago, incluindo fragmentos Fab, scFv e 

nanobodies. Cada um desses formatos tem suas próprias vantagens e desvantagens, 

e são escolhidos conforme a aplicação desejada. Por exemplo, os fragmentos scFv 

podem ser utilizados para a identificação de alvos terapêuticos, enquanto os 

nanobodies são altamente estáveis e podem ser utilizados no diagnóstico. São 

normalmente construídas a partir de células B de animais imunizados, como 

camundongos e coelhos (LEDSGAARD et al., 2022). 

 

2.3 Biopanning  

 

A biosseleção, ou biopanning, é baseada na interação entre bibliotecas 

contendo bilhões de fagos recombinantes e o alvo de interesse. Nesse processo, 

fagos ligantes são capturados e os fagos não-ligantes, ou com interações fracas (não 

específicas), são descartados após sucessivas rodadas de lavagens (WU et al., 2016). 

Um esquema do processo é apresentado na Figura 4, o qual inclui, de maneira geral, 

a exposição dos fagos à molécula alvo, a lavagem para remoção dos não ligados e a 

eluição dos fagos de interesse. O processo de seleção é geralmente repetido várias 

vezes para aumentar a especificidade dos vírus recombinantes selecionados. Por fim, 

estes são sequenciados para identificar a sequência de aminoácidos dos peptídeos 

ou proteínas que se ligam ao alvo. Assim, a escolha da molécula alvo é crítica para o 

sucesso de seleção, podendo ser uma proteína purificada, uma célula ou um tecido. 

Dependendo da aplicação, pode ser escolhida por sua relevância clínica, capacidade 
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de interagir com outras proteínas ou disponibilidade comercial. (FINLAY et al., 2017; 

RAHBARNIA et al., 2017; WU et al., 2016). 

 

 

 
Figura 4. Fluxo de trabalho para a seleção de ligantes por Phage Display. Bibliotecas de fagos 

recombinantes podem ser construídas por engenharia genética, ao inserir sequências aleatórias de 

material genético codificante em regiões específicas do genoma viral. A triagem é realizada por 3 a 5 

ciclos de seleção contra os alvos de interesse. Depois de capturados os fagos expressando os 

peptídeos ligantes são amplificados em Escherichia coli. Cada ciclo inclui os passos de 

interação/lavagem/amplificação, visando aumentar a pressão de seleção em favor de clones 

específicos. Após o biopanning, os clones individuais são caracterizados por sequenciamento de DNA 

e suas sequencias sintetizadas para validação e análises subsequentes. Fonte: Próprio autor. 

 

O desenho experimental também pode incluir diferentes estratégias, 

perfazendo seleções positivas e negativas. No screening positivo ocorre a seleção de 

fagos que se ligam especificamente ao alvo de interesse exposto à biblioteca (MIMMI 

et al., 2019). No screening negativo fagos que se ligam a componentes ou alvos que 

não interessam são eliminados. Uma matriz sem o alvo de interesse pode ser utilizada 

para esse fim e exposta à biblioteca de fagos. Nesse caso, os não ligantes, presentes 

no sobrenadante, são os que serão utilizados, posteriormente, na seleção positiva (XU 

et al., 2021a). 

Após todo esse processo, os peptídeos/proteínas ligantes devem ter afinidade 

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

codifica o ligante, o uso de bibliotecas de mutantes aleatórios e a melhoria das 

configurações de triagem, entre outras. É fundamental observar que a otimização 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 possíveis efeitos colaterais ou interações indesejáveis, a especificidade dos 

ligantes deve ser avaliada em relação a proteínas homólogas ou com estruturas 

semelhantes ao alvo (FINLAY et al., 2017; HAMMERS; STANLEY, 2014; SOKULLU; 

GAUTHIER; COULOMBE, 2021). 

 

2.4 Desafios e limitações do Phage Display 

 

Embora robusta, a tecnologia de PD apresenta algumas limitações. 

Primeiramente, a biblioteca precisar ser variável suficiente para o sucesso do 

processo de seleção, de modo que a eficácia e a especificidade podem ser 

influenciadas pela qualidade da biblioteca. Outra dificuldade é garantir que haja cópias 

suficientes do peptídeo ou proteína na superfície do fago para que a interação por 

afinidade seja identificada durante a seleção. Portanto, o tamanho da biblioteca deve 

ser grande o suficiente para representar a diversidade de variantes, mas não tão 

grande que dificulte a seleção (ALMAGRO et al., 2019). 

Estratégias de biopanning inadequadas podem resultar em baixa eficiência e 

na seleção de ligantes não específicos. Adicionalmente, ao lidar com alvos que 

possuem sítios de ligação altamente conservados ou uma grande variedade de 

conformações estruturais, a seleção de ligantes individuais pode ser problemática 

(PRUDENCIO, 2004). Outras limitações também se destacam: 

• Tamanho dos peptídeos e proteínas exibidos: Como o tamanho dos 

peptídeos e proteínas exibidos na superfície do fago é limitado, a 

seleção de ligantes com alta afinidade e especificidade pode ser restrita 

(ANAND et al., 2021). 

• Especificidade dos ligantes: A escolha de ligantes de alta afinidade 

pode ser difícil, pois aumentar a pressão de seleção durante o processo 

de aumenta a probabilidade de escolher ligantes não específicos (KONG 

et al., 2020). 
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• Conformação e atividade: Como os peptídeos exibidos não são 

capazes de exibir todas as conformações concebíveis, podem não ser 

úteis para a seleção de ligantes que reconhecem epítopos 

conformacionais ou dependentes de atividade (ALMEIDA et al., 2015; 

PRUDENCIO, 2004; WILLIAMS; SOOTER, 2015). 

Contudo, os pesquisadores têm se dedicado ao aprimoramento da tecnologia 

de PD para superar suas limitações, incluindo o uso de bibliotecas mais diversas, 

desenhos experimentais mais sofisticados e processos de seleção 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 utilização de técnicas 

complementares ao PD, como cristalografia de raios X, espectrometria de massa e 

microscopia eletrônica, que possibilitam uma análise mais detalhada das interações 

entre o ligante e o alvo, auxiliando na validação dos ligantes (FINLAY et al., 2017). 

Por fim, abordagens mais avançadas, como a biologia sintética (CRISPR-Cas9) 

e técnicas de engenharia genética para a produção de bibliotecas mais complexas e 

customizadas, com a introdução de mutações específicas em sequências de 

peptídeos ou anticorpos, têm sido utilizadas (KONG et al., 2020). 

 

2.5 Aplicações de ligantes selecionados por Phage Display 

 

O PD é um método eficaz para descobrir novos ligantes com potencial 

terapêutico. A abordagem inclui a seleção de peptídeos ou proteínas com alta 

afinidade e especificidade para uma determinada molécula-alvo, levando à 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 proteínas e 

enzimas, identificar novas moléculas para uso em terapia celular e selecionar ligantes 

para purificação de proteínas (GULIY; EVSTIGNEEVA; DYKMAN, 2022; MARTINS; 

REIS; AZEVEDO, 2016). Além disso, a técnica tem se mostrado eficaz para a 

engenharia de proteínas e enzimas, viabilizando uma maior estabilidade, afinidade ou 

atividade dessas moléculas (SCHIRRMANN et al., 2011). De fato, a síntese de 
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enzimas com ação específica é uma das aplicações mais promissoras da engenharia 

de proteínas e enzimas (DALBY, 2007). Na medicina, o PD é também utilizado para 

encontrar variantes de proteínas terapêuticas com melhores características, incluindo 

estabilidade e seletividade (OMIDFAR; DANESHPOUR, 2015). 

A capacidade de produzir e selecionar fragmentos de anticorpos humanos é 

um dos principais benefícios do PD. Esse fato é particularmente significativo no 

imunodiagnóstico, em que é necessário evitar a imunogenicidade, reduzir a 

possibilidade de reações cruzadas com outras espécies e aumentar a sensibilidade. 

Além disso, o PD permite a seleção de anticorpos específicos para epítopos 

dependentes de conformação, bem para proteínas de membrana (FRENZEL; 

SCHIRRMANN; HUST, 2016; MOREIRA et al., 2022).  

Peptídeos bioativos, antibody-like, podem ser selecionados por PD, sendo 

também potencialmente promissores no diagnóstico 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 peptídeos apresentam vantagens, pois são estáveis e resistentes a 

ambientes agressivos, podem ser mais receptivos que anticorpos, no nível molecular, 

com menor imunogenicidade. Podem ser sintetizados quimicamente em grandes 

quantidades e pureza, tornando-os uma escolha econômica e prática para uso em 

abordagens bioanalíticas. A combinação de peptídeos com várias técnicas de 

detecção pode produzir metodologias e dispositivos altamente sensíveis 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. Biossensores  

 

 

3.1  Definição 

 

Os biossensores são instrumentos analíticos que combinam um elemento de 

reconhecimento biológico, como enzimas, anticorpos ou células vivas, com um 

transdutor que transforma o sinal biológico em um sinal quantificável (TURNER, 

2013). Destinam-se a detectar e quantificar substâncias específicas em amostras 

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

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

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

uso. Possuem inúmeras aplicações, incluindo na medicina, biotecnologia, meio 

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

Figura 5, esquematiza os elementos principais de um biossensor. 

 

 

Figura 5. Princípio do biossensor. O biorreceptor identifica o analito na amostra, gerando um sinal 

primário que é transformado em um sinal mensurável pelo transdutor, que é, então, reconhecido e 

processado em um formato legível. Fonte: Próprio autor. 
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3.2 História dos biossensores 

 

Clark e Lyons, em 1962, demonstraram o primeiro experimento a utilizar um 

elemento biológico para detectar uma substância química, através da detecção de 

ácido glucônico após a glicose ser oxidada a ácido glucônico em uma solução 

contendo oxigênio e uma enzima chamada glicose oxidase. O que abriu caminho para 

o desenvolvimento de biossensores diversos (HARPER; ANDERSON, 2010). 

Muitas melhorias foram alcançadas no campo desde então, incluindo a 

descoberta de novos elementos biológicos, o desenvolvimento de novos transdutores 

e o avanço das técnicas de integração e miniaturização. Os primeiros biossensores 

comerciais para detecção 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 avaços da biologia molecular e engenharia de materiais. Como resultado, 

foram desenvolvidos novos tipos de biossensores, como os imunossensores e 

genossensores, capazes de detectar biomoléculas com seletividade e sensibilidade 

(LI et al., 2021). 

Nos últimos anos, é nítida 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 consultórios médicos e 

farmácias. Além disso, a combinação de vários biossensores em um único dispositivo 

oferece o potencial de aumentar os recursos do biossensor e permitir a análise 

simultânea de várias substâncias em uma única amostra (LI et al., 2021). 

 

3.3 Classificação dos biossensores 

 

Os biossensores são categorizados baseados no tipo de transdutor ou no tipo 

de biomolécula utlizada. O tipo de transdutor adotado para transformar o sinal 

biológico em um sinal elétrico, óptico ou mecânico é a classificação mais prevalente. 

Assim, os biossensores são classificados em quatro tipos (THÉVENOT et al., 2001): 

• Transdutores eletroquímicos: Um transdutor eletroquímico é utilizado nesta 

forma de biossensor para converter o sinal biológico em um sinal elétrico. 

Transdutores eletroquímicos são comumente empregados em biossensores 
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para detectar substâncias como glicose, colesterol, ácido úrico, lactato, 

neurotransmissores, hormônios e muitos mais. Apresentam inúmeras 

aplicações na medicina, meio ambiente e segurança alimentar. Além disso, o 

desenvolvimento contínuo de novos materiais e tecnologias de eletrodos 

permitiu a criação de biossensores mais sensíveis, seletivos e específicos para 

um amplo espectro de analitos (KUMAR; KACHHAWA, 2023). 

• Transdutores ópticos: Um transdutor óptico é usado em biossensores para 

transformar um sinal biológico em um sinal de luz. A presença ou quantidade 

de um determinado analito pode ser detectada medindo uma propriedade 

óptica da amostra, como absorção, fluorescência ou refração. Os transdutores 

ópticos são altamente sensíveis e seletivos, com várias vantagens, incluindo a 

capacidade de detectar múltiplos analitos ao mesmo tempo e sem a 

necessidade de contato direto com a amostra. Fibras ópticas e waveguide, são 

transdutores ópticos usados na análise de proteínas e ácidos nucleicos (CHEN; 

WANG, 2020). 

• Transdutores piezoelétricos: Um transdutor de massa transforma um sinal 

biológico em um sinal mecânico, como uma mudança de massa ou uma 

mudança na ressonância de um cristal piezoelétrico. Os transdutores de massa 

são extremamente sensíveis e podem detectar mudanças na massa de uma 

única molécula. Também podem detectar pequenas alterações ou mudanças 

conformacionais, que podem ser utilizadas para identificar alterações na 

atividade enzimática ou na estrutura da proteína. Pequenas substâncias como 

glicose, lactose e colesterol são frequentemente detectadas com esses 

sensores. Os transdutores de massa, por outro lado, são mais lentos do que os 

transdutores eletroquímicos e ópticos e são mais difíceis de miniaturizar e 

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

• Outros Transdutores: Outros transdutores que podem ser empregados em 

biossensores incluem transdutores térmicos, que medem a variação de 

temperatura causada pela interação do elemento de reconhecimento biológico 

e o analito. Esse tipo de biossensor pode detectar uma ampla gama de 

substâncias, como proteínas, enzimas, metabólitos e infecções. Existem outros 

biossensores baseados em transdutores de campo, como transdutores de 

campo elétrico e magnético, que podem detectar a interação entre o elemento 
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de reconhecimento biológico e o analito alterando o campo elétrico ou 

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

DANIELSSON, 2007). 

Além da categorização do transdutor, os biossensores podem ser classificados 

dependendo do tipo de elemento de reconhecimento biológico utilizado, como 

enzimas, anticorpos, células vivas e ácidos nucléicos. Esta classificação auxilia na 

escolha do melhor tipo de biossensor para uma determinada aplicação (KUMAR; 

KACHHAWA, 2023). 

 

3.4  Métodos de imobilização do elemento biológico 

 

A seleção de elementos de reconhecimento biológico é crucial para a 

seletividade e sensibilidade do biossensor. A detecção precisa e confiável requer a 

capacidade de se conectar especificamente ao alvo pretendido. Além disso, sob 

condições ambientais especificadas, o elemento de reconhecimento biológico deve 

ser estável e funcional (TURNER, 2013). 

A imobilização do elemento biológico é uma etapa crucial no projeto de um 

biossensor, pois é responsável por ancorar e manter o elemento biológico em contato 

com o transdutor do sensor de forma ativa, permitindo detecção seletiva do analito de 

interesse. O componente biológico pode ser imobilizado por diferentes métodos. A 

abordagem escolhida é determinada pelo tipo de elemento biológico, pelas 

características do transdutor e pelo tipo de amostra que está sendo estudada 

(BUERK, 2014; MALHOTRA, 2017). Assim, os elementos biológicos podem ser 

imobilizados através das seguintes estratégias: 

• Adsorção física: é uma das abordagens mais simples e diretas para imobilizar 

o elemento de reconhecimento biológico em um transdutor. Este método 

envolve a fisissorção do elemento biológico na superfície da matriz de 

transdução, sem a necessidade de ligantes ou agentes químicos. Interações 

não covalentes, incluindo forças de Van der Waals, ligações de hidrogênio e 

interações eletrostáticas, são usadas na adsorção. Essa abordagem tem 

algumas vantagens, incluindo sua simplicidade e facilidade de implementação. 

A adsorção física, por outro lado, pode resultar em estabilidade de imobilização 

limitada devido à probabilidade de dessorção do elemento biológico durante a 
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operação do biossensor (MAURYA; SINGH, 2019; NARESH; LEE, 2021).  

• Aprisionamento físico: os elementos de bioreconhecimento são fisicamente 

confinados dentro das matrizes 3D por ligações covalentes ou não covalentes 

durante este procedimento. O processo de imobilização ou aprisionamento 

pode ocorrer por duas vias: a enzima é misturada a uma solução de monômero, 

seguida da polimerização da solução de monômero por uma reação química 

ou por alteração das condições experimentais, e a enzima é combinada à 

solução de monômero. Os elementos de biorreconhecimento estão interligados 

em uma rede tridimensional de materiais orgânicos ou inorgânicos. 

Polidimetilsiloxano, fotopolímero, gelatina, alginato, celulose, acetato ftalato, 

polipropileno modificado e poliacrilamida são os materiais orgânicos 

empregados, enquanto carvão ativado e materiais cerâmicos porosos são os 

elementos inorgânicos. Esta abordagem geralmente emprega (i) 

eletropolimerização, (ii) o processo sol-gel e (iii) técnicas de microencapsulação  

(KUDDUS, 2018). 

• Ligação covalente: é uma forma de imobilizar um elemento de 

reconhecimento biológico que envolve a formação de uma ligação química 

entre o elemento e a matriz de transdução. Essa abordagem, que é mais 

estável do que a adsorção física, pode imobilizar proteínas, enzimas e 

anticorpos em superfícies de metal, vidro e polímero. As ligações covalentes 

podem ser criadas por grupos reativos, como grupos amino, carboxila, hidroxila 

e tiol encontrados no elemento de reconhecimento biológico ou na matriz de 

transdução. A forma e as condições de imobilização são determinadas pela 

natureza dos grupos reativos e sua compatibilidade com o material da matriz 

de transdução. A imobilização por ligação covalente aumenta a estabilidade e 

a reprodutibilidade do biossensor, o que é vital para seu uso em análises 

quantitativas e em situações hostis. No entanto, como essa abordagem pode 

afetar a atividade biológica do elemento de reconhecimento, é necessário um 

gerenciamento cuidadoso das condições de imobilização para evitar qualquer 

dano (NARESH; LEE, 2021; SASSOLAS; BLUM; LECA-BOUVIER, 2012). 

• Crosslinking: a reticulação ocorre pela formação de ligações cruzadas 

covalentes intermoleculares entre elementos de biorreconhecimento (enzimas) 

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

auxílio de produtos químicos multifuncionais que servem como um linker para 

unir moléculas de enzimas em agregados reticulados 3D à superfície do 

transdutor. As condições ideais de reticulação são pH, temperatura e força 

iônica. Essa estratégia de imobilização permite um tempo de resposta mais 

rápido, adesão mais forte e melhor atividade catalítica da enzima. Os benefícios 

incluem menos vazamento da biomolécula, ligação química mais forte e a 

capacidade de modificar o ambiente para o elemento de biorreconhecimento 

usando agentes estabilizadores apropriados. As desvantagens são que as 

ligações cruzadas covalentes são formadas entre proteínas e não entre a 

matriz e a proteína, e que a desnaturação parcial da estrutura da proteína limita 

o uso de imobilização de ligação cruzada (NARESH; LEE, 2021; SASSOLAS; 

BLUM; LECA-BOUVIER, 2012). 

 

3.5  Polímeros condutores aplicados em biossensores 

 

O sucesso dos biossensores depende, em grande parte, da eficiência das 

técnicas de imobilização utilizadas nas interfaces biológicas. Uma excelente opção de 

aprimoramento é a modificação da superfície do transdutor com polímeros condutores 

que possuam grupos funcionais em suas estruturas, de modo que estas possam 

interagir com determinados grupos de biomoléculas (RAZA et al., 2021). 

 A geração de polímeros pode ser iniciada eletroquimicamente. Os polímeros 

eram conhecidos por suas propriedades passivantes até a década de 1970. No 

entanto, pesquisadores que trabalharam com poliacetileno descobriram, em 1977, 

que, dopando o polímero com vapores de cloro, bromo ou iodo, a sua condutividade 

aumentava para um valor comparável ao dos metais, condutores conhecidos. Os 

pesquisadores receberam o Prêmio Nobel de Química em 2000 por seu trabalho e os 

polímeros condutores se tornaram um novo campo de estudo (PRIZE 

ANNOUNCEMENT - NOBELPRIZE.ORG, [s.d.]).  

Os filmes eletropolimerizados são um tipo de material comumente utilizado em 

biossensores. São formados de polímeros condutores ou não, que são depositados 

eletroquimicamente em um eletrodo. A eletropolimerização permite o controle da 

espessura da camada e da densidade da ligação química, produzindo uma superfície 

estável. Polianilina, polipirrol e politiofeno são os polímeros condutores mais populares 
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usados em filmes eletropolimerizados. As características elétricas e eletroquímicas 

distintas desses polímeros possibilitam a identificação de proteínas específicas em 

amostras complexas, como sangue e urina (COSNIER, 2003). 

Além disso, filmes eletropolimerizados superam métodos alternativos para 

imobilizar biomoléculas em eletrodos, como a adsorção física. O filme 

eletropolimerizado forma uma matriz tridimensional que protege as biomoléculas de 

danos eletroquímicos e da perda de atividade biológica. Os biossensores baseados 

em filmes eletropolimerizados encontraram ampla aplicação, incluindo a detecção de 

glicose, ácido úrico, colesterol, proteínas e enzimas. Esses dispositivos também têm 

sido empregados no diagnóstico de doenças, monitoramento de processos 

biotecnológicos e controle ambiental (COSNIER; HOLZINGER, 2010). 

 

3.6  Elemento de reconhecimento biológico 

 

O elemento de reconhecimento biológico é responsável por reconhecer e se 

ligar a um alvo biológico como um anticorpo, enzima, peptídeo ou ácido nucleico (LIU; 

LIN, 2006). O tipo de interface selecionado é determinado pelo tipo de transdutor e 

pelo tipo de sinal biológico empregado. As interfaces de sinalização enzimática, 

imunológica e de ácido nucleico são exemplos de interfaces de sinalização (FU; LU; 

LAI, 2019; SONG et al., 2021). 

Uma das interfaces mais comuns usadas em biossensores é a enzimática. Esta 

funciona utilizando enzimas para catalisar reações químicas específicas. Os 

biossensores enzimáticos são amplamente empregados no monitoramento da glicose 

de pacientes diabéticos (RIDHUAN; ABDUL RAZAK; LOCKMAN, 2018). Os 

biossensores enzimáticos fornecem diversas vantagens, incluindo alta sensibilidade e 

seletividade, baixo custo, facilidade de operação e tempo de resposta rápido. 

Apresentam, no entanto, algumas limitações, como a necessidade de uma fonte 

externa de substrato para a reação enzimática e a suscetibilidade a interferentes que 

podem alterar a atividade enzimática como fatores ambientais agressivos, incluindo 

temperatura e pH (SADANI et al., 2022). 

A interface imunológica baseia-se na interação de antígenos e anticorpos, o 

que resulta na produção de complexos imunológicos detectáveis. Os biossensores 

imunológicos são frequentemente empregados na detecção de doenças infecciosas e 

monitoramento de alergias. Dependendo do mecanismo de transdução empregado, a 
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detecção pode ser realizada por meio de transdutores eletroquímicos, ópticos ou de 

massa. Esses biossensores são frequentemente utilizados em diagnóstico clínico, 

análise ambiental, detecção de hormônios, gerenciamento de qualidade de alimentos, 

bebidas, proteínas, bactérias e vírus (ALHADRAMI, 2018). A principal vantagem dos 

biossensores imunológicos é a alta especificidade e seletividade na detecção do 

analito devido à interação extremamente específica entre o anticorpo e o antígeno. 

Contudo, fatores ambientais podem alterar a estabilidade dos anticorpos, 

comprometendo a sensibilidade e a precisão dos biossensores. Além disso, a 

imobilização de anticorpos pode ser uma tarefa desafiadora, pois é necessário que 

permanece estável para o sucesso do método (MATA CALIDONIO; GOMEZ-

MARQUEZ; HAMAD-SCHIFFERLI, 2022). 

Os biossensores de ácido nucleico são dispositivos que detectam a presença 

de material genético em amostras biológicas, como DNA e RNA. O funcionamento 

destes biossensores baseia-se numa interação específica entre uma sonda de ácido 

nucleico complementar e o ácido nucleico presente na amostra. Este contato produz 

um sinal detectável e quantificável. Os biossensores de ácido nucleico podem ser 

baseados em eletroquímica, óptica e piezoresistência com potencial para melhorar a 

saúde pública e a segurança alimentar devido à sua excelente sensibilidade e 

especificidade (DU; DONG, 2017). 

Os biossensores de células vivas são dispositivos que permitem o 

monitoramento em tempo real da atividade celular. São baseados em tecnologias que 

utilizam células vivas para reconhecimento biológico. Essas células são modificadas 

geneticamente ou fisiologicamente para responder a estímulos específicos e podem 

ser de origem animal, vegetal ou bacteriana. Os biossensores de células vivas são 

capazes de detectar produtos químicos, venenos e infecções, além de monitorar 

processos biológicos, como o crescimento celular, diferenciação e apoptose. Para 

garantir a estabilidade e a utilidade das células, esses biossensores geralmente 

envolvem sua imobilização em uma matriz tridimensional, como hidrogéis ou 

membranas. A interface de sinalização geralmente é baseada em abordagens 

eletroquímicas, ópticas ou mecânicas que permitem a detecção em tempo real de 

respostas biológicas (GUI et al., 2017; ZHAO et al., 2021). Esses biossensores são 

muito específicos e sensíveis e podem ser facilmente personalizados para detectar 

diferentes analitos. Além disso, esses biossensores podem fornecer informações 

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

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

Os biossensores baseados em polímero de impressão molecular (MIP) são 

dispositivos de detecção com alta especificidade e sensibilidade que usam MIPs como 

elementos de reconhecimento. Esses polímeros são criados pela adição de um molde 

(análogo ao analito alvo) durante a polimerização, resultando em locais de 

reconhecimento altamente específicos para o analito alvo. Os biossensores MIP têm 

várias vantagens sobre os biossensores padrão, incluindo grande seletividade, 

estabilidade excepcional e longa vida útil. Esses dispositivos são aplicáveis na análise 

ambiental, diagnóstico clínico, monitoramento da qualidade dos alimentos e detecção 

de drogas. Além disso, podem substituir sistemas de detecção mais complexos e 

caros (CRAPNELL et al., 2020; PILETSKY; TURNER; LAITENBERGER, 2006). 

A interfase baseada em peptídeos também é uma opção interessante. Os 

peptídeos podem ser fabricados quimicamente em grandes quantidades com grande 

pureza, tornando-os uma escolha econômica e prática para uso em biossensores. 

Além disso, as sequências peptídicas podem ser facilmente alteradas para melhorar 

a afinidade e a especificidade para uma determinada molécula alvo. A imobilização 

de peptídeos em matrizes de transdução pode ser realizada por meio de ligações 

covalentes ou abordagens de adsorção física. A interface de sinalização de um 

biossensor baseado em peptídeo pode ser elétrica, óptica ou baseada em mudanças 

de massa. A detecção pode ser feita diretamente, pelo contato do peptídeo com o 

analito, ou, indiretamente, pela detecção de uma molécula sinalizadora criada pela 

interação do peptídeo com o analito. A combinação de peptídeos com várias técnicas 

de detecção e transdução pode produzir biossensores altamente sensíveis 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 

diagnóstico 

 

 

4.1 Imunoensaios do tipo ELISA: o padrão-ouro 

 

O ensaio imunoenzimático do tipo ELISA é considerado o padrão-ouro dos 

imunoensaios. Apresenta alta sensibilidade e é usado para detectar e quantificar 

anticorpos, antígenos, proteínas, glicoproteínas e hormônios. A detecção do analito é 

realizada pela marcação enzimática de uma das espécies do par imunológico 

(antígeno ou anticorpo) necessitando de pequenas quantidades de uma amostra-teste 

(ALHAJJ; FARHANA, 2021). São realizadas etapas de lavagens para que o excesso 

de reagentes seja removido e permaneça, na fase sólida (poço), apenas o 

imunocomplexo formado. O marcador enzimático pode ser quantificado através da 

adição dos substratos específicos. As enzimas mais utilizadas para marcação são a 

peroxidase de rábano (HRP), e a fosfatase alcalina (ALP) (SADASIVAM; MANICKAM, 

1996). A enzima HRP catalisa a oxidação de seu substrato, orto-fenilenodiamina 

(OPD), produzindo uma solução amarela contendo como produto desta reação o 

corante 2, 3-diaminofenazina (DAP) (Figura 6) (BYSTRYAK; SANTOCKYTE, 2015), 

e pode ser utilizado como substrato para a reação o 3,3′,5,5′-Tetrametilbenzidina 

(TMB). 

 

 

Figura 6. Esquema da oxidação de OPD catalisada pela enzima HRP. Fonte: Próprio autor. 
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A adição de ácido sulfúrico concentrado interrompe a reação e muda a cor do 

DAP para laranja (Figura 7). Nesse contexto, a cor produzida é diretamente 

proporcional à concentração de HRP presente nas moléculas marcadas que estão 

envolvidas no ensaio, sendo mensurado com máximo de absorbância em 492 nm em 

um espectrofotômetro. 

 

 

 

Figura 7. Deslocamento batocrômico sofrido pelo DAP após adição de H2SO4. Fonte: Próprio autor. 

 

Diferentes formatos do teste ELISA podem ser realizados, sendo os mais 

comuns: (i) direto, em que o antígeno é imobilizado na fase sólida e o anticorpo 

específico contra o antígeno já é marcado; (ii) indireto, em que o antígeno é 

imobilizado na fase sólida e o anticorpo primário específico contra o antígeno é 

reconhecido por um anticorpo secundário marcado, usualmente policlonal, o que 

garante um ganho expressivo na amplificação do sinal e na sensibilidade; (iii) 

sanduíche, quando o antígeno é incubado entre dois anticorpos diferentes, sendo um 

anticorpo imobilizado na fase sólida e o outro anticorpo marcado. Este formato é 

limitado a antígenos multivalentes e o sinal é proporcional à concentração deste na 

amostra e (iv) competitivo, o qual depende da competição do antígeno a um inibidor 

marcado. Este formato é útil para haptenos e sua coloração é inversamente 

proporcional à concentração do antígeno na amostra (ALEGRET et al., 2004). A 

Figura 8, ilustra os diferentes formatos do teste ELISA, anteriormente exemplificados: 
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Figura 8. Esquema de diferentes abordagens e formatos de teste ELISA. Fonte: Próprio autor. 

 

 

4.2 A busca por novos métodos 

 

O gerenciamento oncológico moderno tem priorizado a medicina 

personalizada, alicerçada no conhecimento acerca da biologia do tumor, direcionando 

o tratamento e melhorando o prognóstico dos pacientes. Dessa forma, as 

classificações moleculares dos subtipos de CMs oferecem o potencial de revolucionar 

o tratamento individual. Porém, as técnicas atualmente disponíveis são dispendiosas 

em comparação com os métodos-padrão, como a imuno-histoquímica, além da 

enorme quantidade de dados gerados exigirem análises bioinformáticas complexas, 

limitando seu uso clínico (MAIA et al., 2017; PROVENZANO; ULANER; CHIN, 2018). 

O diagnóstico precoce é fundamental para o sucesso do tratamento e cura do 

CM (BHUSHAN; GONSALVES; MENON, 2021), portanto, o desenvolvimento de 

novos métodos de diagnóstico pode ser um fator chave para salvar vidas e melhorar 

a qualidade de vida dos pacientes. 

A avaliação de um novo método de diagnóstico é uma tarefa complexa que 

exige um processo rigoroso e bem definido para garantir sua eficácia e segurança. Os 

parâmetros-chave que devem ser avaliados incluem a especificidade, a sensibilidade, 

o valor preditivo positivo, o valor preditivo negativo, a acurácia, a precisão, a 
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reprodutibilidade e a robustez. Esses parâmetros podem ser avaliados em diferentes 

etapas do processo de validação, desde os estudos pré-clínicos até os ensaios 

clínicos em humanos (LEEFLANG; ALLERBERGER, 2019). 

Ao comparar um teste em desenvolvimento com um padrão ouro devem ser 

consideradas as seguintes variáveis:  

• Falso positivo (FP) que é a possibilidade de um indivíduo saudável ser 

classificado como doente; 

• Falso negativo (FN) que é a possibilidade de um indivíduo doente ser 

classificado como saudável; 

• Verdadeiro positivo (VP) que é a possibilidade de um indivíduo doente ser 

classificado como doente; e  

• Verdadeiro negativo (VN) que é a possibilidade de um indivíduo saudável ser 

classificado como saudável.  

Para a avaliação do desempenho de um teste os valores de acerto, VP e VN, 

são significativamente relevantes e, entre as condições de erro, os valores de FN 

necessitam de maior atenção que os valores de FP. Um laudo FN pode trazer 

consequências irreparáveis para o indivíduo portador da doença, uma vez que passa 

a não ser elegível ao tratamento. As implicações de um resultado FP também são 

igualmente danosas, conduzindo a um tratamento desnecessário e, por vezes, com 

efeitos colaterais preocupantes. Contudo,  uma decisão acerca do resultado de um 

teste deverá estar acompanhada do conhecimento e da experiência do profissional 

que investiga a doença, o que garante uma análise técnica do caso (VAZ, 2009). 

A relação entre os pacientes classificados como doentes ou não doentes pelo 

teste diagnóstico padrão-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. Combinação binária de resultados entre o diagnóstico feito por teste padrão ouro e os 

possíveis resultados de um teste de diagnóstico em desenvolvimento. Fonte: Adaptado de (VAZ, 2009). 

 PADRÃO-OURO  

 Doente Não doente Total 

TESTE 
Positivo VP FP VP+FP 

Negativo FN VN FN+VN 

 Total VP+FN FP+VN VP+FP+FN+VN 

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

 

Para que essa análise seja aplicável a respostas ordinais ou contínuas 

(MARTINEZ, 2001) é estabelecido um ponto de corte (cut off), o que permite que os 

dados sejam dicotomizados em positivos e negativos. Assim, podem ser estimadas a 

sensibilidade (S) e a especificidade (E) clínica, para diferentes pontos de corte, dentre 

os possíveis valores que o teste em desenvolvimento apresenta (VAZ, 2009). 

A sensibilidade clínica pode ser calculada a partir da razão entre o número de 

resultados VP e o número de todos os pacientes VP e FN (Equação 1). Nesse sentido 

a sensibilidade de um teste está associada a taxa de verdadeiros positivos, ou seja, é 

a probabilidade de o teste fornecer um resultado positivo, quando a doença em 

questão está, de fato, presente. 

 

𝑆 =
𝑉𝑃

(𝑉𝑃 + 𝐹𝑁)
 𝑥100                                        Equação 1 

 

Já a especificidade clínica pode ser calculada como o número de resultados 

VN dividido pelo número de todos os indivíduos sem a doença VN e FP (Equação 2). 

Desta forma a especificidade clínica indica a taxa de verdadeiros negativos, ou seja, 

é a probabilidade de o teste fornecer um resultado negativo, quando a doença em 

questão está, de fato, ausente.  

 

𝐸 =
𝑉𝑁

(𝑉𝑁 + 𝐹𝑃)
 𝑥100                                        Equação 2 

 

Assim a Figura 9 mostra uma representação genérica da distribuição de 

possíveis resultados de um teste de diagnóstico. Em α é definido o ponto de máxima 

sensibilidade, a partir do qual o número de resultados FN é menor. Este é o ponto de 
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corte em que se encontra a maior probabilidade de um diagnóstico VN para indivíduos 

não doentes. Já em γ é definido o ponto de máxima especificidade, a partir do qual o 

número de resultados FP é menor. Neste se encontra a maior probabilidade de um 

diagnóstico VP para indivíduos doentes. Como a sensibilidade e a especificidade são 

inversamente proporcionais, o ponto de corte β é definido onde a máxima 

especificidade e a máxima sensibilidade coexistem. Porém, esse ponto descarta todos 

os resultados FN e inclui todos os FP, o que deve ser analisado cuidadosamente com 

base na doença em estudo. 

 

 

 

Figura 9. Esquema indicativo da influência do ponto de corte na sensibilidade e especificidade de um 

teste de diagnóstico em desenvolvimento. Fonte: Próprio autor. 

 

A aplicação de uma metodologia que possa valorizar o ponto de corte se torna 

bastante interessante, uma vez que a definição de um ponto adequado é essencial 

para que sejam minimizados falsos resultados. Uma das metodologias disponíveis 

mais utilizadas é a curva ROC do inglês Receiver Operating Characteristic.  
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4.3 Curva ROC 

 

A curva ROC é definida como a descrição gráfica do desempenho de um teste 

representado pela relação entre a taxa de VP (sensibilidade) e a taxa de FN 

(especificidade). Com esse recurso é possível definir de forma mais segura a região 

na qual há sobreposição de dados de amostras de indivíduos doentes e sadios, de 

forma a representar a precisão intrínseca do teste. Para cada ponto de decisão são 

colocados os índices de sensibilidade que estarão representados no eixo das 

ordenadas e os índices de falsos positivos (1 - especificidade = inverso da 

especificidade) que estarão representados no eixo das abscissas, mostrando as 

variações ponto a ponto, para cada cut-off possível. 

Deste modo, a curva ROC é uma função contínua de Sensibilidade versus 

1−Especificidade, para diversos valores de corte. Então, cada ponto de corte é 

associado a um único par (1 − Especificidade, Sensibilidade). De uma maneira geral, 

quanto menor for o ponto de corte, maior será a habilidade do teste em classificar os 

doentes como positivos, isto é, maior será a sensibilidade. Inversamente, quanto 

maior for o ponto de corte, maior será a habilidade do teste em classificar os indivíduos 

sadios como negativos, isto é, maior será a especificidade. 

A área sob a curva do inglês, area under the ROC curve (AUC) representa a 

acurácia do teste, considerando todos os valores de sensibilidade e especificidade 

para cada valor de corte. Um teste com pequeno poder diagnóstico tem curvas mais 

retilíneas. Já para um teste com maior poder diagnóstico, 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 área sob a curva ROC. 

 

Tabela 2. Relação entre a área sob a curva ROC e a precisão do diagnóstico. Fonte: Adaptada de 

(BORGES, 2016). 

AUC Precisão diagnóstica 

0,9 – 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 Não utilizar o teste 

Abreviaturas: AUC, área sobre a curva. 
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Outras duas variáveis envolvidas no processo de teste de desempenho são os 

valores preditivos positivos (VPP) e negativos (VPN). Os valores preditivos definem a 

precisão de um teste em prever uma condição clínica, sendo referências que indicam 

qual a probabilidade de um indivíduo de um ensaio realmente portar ou não a doença, 

caso o resultado seja positivo ou negativo, respectivamente. Os valores preditivos são 

fortemente influenciados pela sensibilidade e especificidade do teste, bem como pela 

prevalência da doença, sendo calculados conforme as seguintes equações: 

 

𝑉𝑃𝑃 =
𝑉𝑃

(𝑉𝑃 + 𝐹𝑃)
𝑥100                                     Equação 3 

 

  𝑉𝑃𝑁 =
𝑉𝑁

(𝑉𝑁 + 𝐹𝑁)
𝑥100                                     Equação 4 

 

Adicionalmente são considerados os parâmetros de verossimilhança positiva 

(RVP), a qual expressa quantas vezes é mais provável encontrar um resultado positivo 

em pessoas doentes quando comparado a pessoas não doentes. Já a 

verossimilhança negativa (RVN) expressa quantas vezes é mais provável encontrar 

um resultado negativo em pessoas doentes quando comparado com pessoas não 

doentes. As RV são calculadas pelas equações:  

𝑅𝑉𝑃 =
𝑆

(1 − 𝐸)
                                                     Equação 5 

                      𝑅𝑉𝑁 =
(1 − 𝑆)

𝐸
                                                     Equação 6 

Por fim, a precisão ou acurácia diagnóstica (PrD) é a proporção de acertos de 

um teste. A prevalência sorológica (PS), por sua vez, é a porcentagem de indivíduos 

doentes em uma população, sendo ambas calculadas com as seguintes equações:   

𝑃𝑟𝑒𝑐𝑖𝑠ã𝑜 𝑑𝑖𝑎𝑔𝑛ó𝑠𝑡𝑖𝑐𝑎 =
(𝑉𝑃 + 𝑉𝑁)

𝑁
𝑥100                                        Equação 7 

𝑃𝑟𝑒𝑣𝑎𝑙ê𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑠𝑜𝑟𝑜𝑙ó𝑔𝑖𝑐𝑎 =
(𝑉𝑃 + 𝐹𝑁)

𝑁
𝑥100                                        Equação 8 
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A técnica de PD permitiu, em estudo anterior do grupo de pesquisa da co-

orientadora, a identificação de peptídeos específicos ligantes de linhagens celulares 

de CM (SILVA, 2017). O desenvolvimento de novos testes de diagnóstico, aplicáveis 

a biópsia líquida, utilizando estes marcadores selecionados, pode ser um caminho 

promissor na detecção precoce caracterização molecular e direcionamento no 

tratamento do CM.  
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Conclusão 

 

 

Em conclusão, a presente Tese teve como objetivo desenvolver novas 

plataformas bioanalíticas para a detecção, diagnóstico e prognóstico do CM por meio 

do uso de peptídeos selecionados por PD. As plataformas consistem em um na 

detecção de marcadores tumorais e a identificação de exossomos em amostras 

sorológicas. Os resultados obtidos mostram que os peptídeos 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 relação ao teste ELISA. Além disso, foi possível 

identificar possíveis alvos do peptídeo Biotina-C3 em exossomos de CM e 

desenvolver um método eficaz para a detecção de exossomos em soro humano. 

Essas plataformas representam uma importante contribuição para a detecção 

precoce do CM e para a caracterização molecular de tumores, abrindo novas 

perspectivas para o diagnóstico e tratamento personalizado dessa doença. Futuros 

estudos são necessários para avaliar a eficácia e segurança dessa plataforma em 

estudos clínicos e sua implementação em larga escala. 
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