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RESUMO

O projeto visa desenvolver polimeros molecularmente impressos (MIPs)
seletivos para o antigeno prostatico especifico (PSA/KLK3), com potencial
aplicagdo em métodos de diagndstico de cancer de prostata. A estratégia
adotada envolve o uso de ferramentas in silico para a selegdo racional de
mondmeros funcionais e agentes de reticulagdo, com base em sua afinidade
para interagdo com aminoacidos presentes na estrutura do PSA. Resultados
computacionais indicaram o acido metacrilico e o acido itacbnico como os
monémeros mais promissores, além do divinilbenzeno como o reticulador
ideal para garantir a estabilidade estrutural do polimero. Os MIPs foram
sintetizados e avaliados quanto a sua capacidade de reconhecimento seletivo
em comparagao aos polimeros nao impressos (NIPs), demonstrando
desempenho superior em diferentes concentracdes e massas de sorvente. Os
testes indicam forte seletividade e eficiéncia na adsorgéo do PSA, validando
a abordagem racional empregada em sua construgdo. A aplicagdo em
matrizes sintéticas, como urina, soro e esperma, bem como em extratos de
linhagens celulares de prostata normais (PNT-2) e tumorais (LNCaP, PC-3,
DU145), esta em andamento para avaliar sua robustez analitica em condigdes
complexas. Perspectivas futuras incluem a integracdo dos MIPs
desenvolvidos em dispositivos de fluxo lateral (LFDs), visando o
desenvolvimento de plataformas de ponto de atendimento (POCT) rapidas,
seletivas e de baixo custo para triagem de PSA e monitoramento clinico.

Palavras chaves: cancer de prostata; sensor Optico; polimero
molecularmente impresso; point of care; sistemas de fluxo lateral.



1.  INTRODUGAO

O cancer de prostata € uma das principais causas de morte entre homens
de 55 a 80 anos, representando 29,2% dos tumores masculinos e cerca de 10%
das mortes por cancer. E o sexto tipo mais letal no mundo, com previséo de 71,7
mil novos casos no Brasil entre 2023 e 2025. A maioria dos casos ocorre em
homens com 65 anos ou mais. Inicialmente assintomatico, o cancer costuma ser
diagnosticado tardiamente, quando ja esta em estagio avangado e metastatico.
Fatores de risco incluem idade, histérico familiar e predisposicdo genética. O
diagnostico precoce é fundamental para aumentar as chances de sucesso no
tratamento [1-4]. A fosfatase acida prostatica (PAP) € uma enzima produzida
principalmente pela prostata e foi um dos primeiros biomarcadores usados no
diagnostico e estadiamento do cancer de préstata. No entanto, sua aplicagéo
enfrentava dificuldades na quantificacdo precisa da isoenzima especifica da
prostata, o que motivou a busca por métodos diagndsticos mais confiaveis [4].
Nesse contexto, em 1979, Wang e colaboradores isolaram e purificaram uma
glicoproteina de 33 kD distinta da PAP, mas altamente especifica para células
prostaticas, denominada antigeno prostatico especifico (PSA). Posteriormente,
identificou-se que o PSA é uma enzima do tipo peptidase, conhecida como
kallikrein-related peptidase 3 (KLK3) [2,4,5]. O PSA é uma proteina produzida
pelas células do ducto e do epitélio acinar da prostata, sendo secretada no
lumen. Sua principal fungao é clivar as semenogelinas | e Il no coagulo seminal,
contribuindo para a liquefagcédo do fluido seminal e facilitando a mobilidade dos
espermatozoides [6,7]. Com o aumento da incidéncia do cancer de prostata
(CaP) nos ultimos anos, houve um consideravel aumento no uso do PSA como
biomarcador [8]. A estrutura secundaria do KLK3 ou PSA é apresentada na

Figura 1.
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Figura 1. Estrutura secundaria da kallikrein-related peptidase 3, disponivel em:
https://www.rcsb.org/3d-view/jsmol/1gvz/
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O exame de PSA é um teste de sangue amplamente utilizado no
diagnostico e monitoramento de doengas da prostata. Para garantir resultados
precisos, recomenda-se seguir orientagdes prévias, como evitar atividades
fisicas intensas, ejaculacbes recentes, uso de certos medicamentos e
procedimentos que envolvam a prostata. Apos a coleta, o sangue € analisado
em laboratdrio utilizando diferentes metodologias, que variam em sensibilidade,
especificidade e custo. Entre as principais técnicas estdo o ELISA, mais
acessivel, porém menos sensivel, e métodos modernos como a
eletroquimioluminescéncia (ECLIA) e a imunoquimioluminescéncia, que
oferecem maior precisdo. O exame pode medir o PSA Total (ligado e livre) e o
PSA Livre (ndo ligado), sendo este ultimo util para distinguir entre alteracdes
benignas e malignas. A escolha da técnica depende dos recursos disponiveis e
da necessidade clinica [9]. Dado que o antigeno especifico da préstata (PSA)
mostrou ter menor sensibilidade e especificidade na distingdo entre doenca
benigna e maligna, resultando em falsos negativos e/ou falsos positivos [7,10], a
busca por novos biomarcadores tem sido intensificada para aprimorar o
diagnodstico do cancer de prostata (CaP).

Dispositivos de fluxo lateral (LF), amplamente utilizados em testes rapidos
como os de gravidez, oferecem diversas vantagens em relacdo a métodos
laboratoriais tradicionais de deteccdo de PSA, como ELISA, ECLIA e
imunoquimioluminescéncia. Entre os principais beneficios estdo a rapidez nos
resultados, portabilidade, baixo custo, facilidade de uso e independéncia de
equipamentos especializados, tornando-os ideais para triagens e uso domiciliar.

No entanto, esses dispositivos apresentam menor sensibilidade e preciséo, além
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de desafios como o alto custo de anticorpos, manuseio delicado, variagdes no
tempo de incubagdo e baixa estabilidade. Para superar essas limitagdes,
pesquisas vém explorando o uso de materiais biomiméticos como alternativa
promissora. Entre os materiais alternativos, os polimeros molecularmente
impressos (MIPs) tém se destacado por sua alta seletividade e potencial para
substituir materiais biolégicos, oferecendo vantagens em custo e durabilidade.
Os MIPs sao produzidos na presenca de uma molécula-alvo, que atua como
molde durante a polimerizagcdo. Apds a remogao dessa molécula, o polimero
resultante apresenta cavidades especificas que reconhecem e se ligam
seletivamente ao analito de interesse. Por essa capacidade de imitar o
reconhecimento biologico, os MIPs sdo considerados materiais biomiméticos,
funcionando de forma semelhante ao sistema antigeno/anticorpo [12,13]. O
processo de moldagem molecular, representado na Figura 2, consiste na sintese
de MIPs por polimerizagao radicalar, geralmente realizada em meio homogéneo
sob atmosfera de nitrogénio, livre de oxigénio, e ativada por aquecimento ou
radiagdo UV. Inicialmente, o analito interage com os monémeros funcionais,
formando um complexo analito-monémero. Em seguida, a adicdo de um
mondémero estrutural responsavel pelas ligacbes cruzadas gera uma matriz
polimérica rigida. Apds a polimerizagdo, o analito é removido, deixando
cavidades seletivas que correspondem a sua estrutura, prontas para
reconhecimento especifico do alvo [13].

Como material controle, também ¢é produzido o polimero nao impresso
(NIP, do inglés, Non-Imprinted Polymer), o qual é sintetizado na auséncia da
molécula molde, resultando em um polimero sem as cavidades seletivas.
Atualmente, os MIPs tém sido sintetizados para diferentes tipos de moléculas
[14,15] e com aplicacdo nas mais variadas areas: cromatografia [16], extracdo
em fase solida (SPE) [17,18], sensores [19,20], catalise [21], e liberagao
controlada de farmacos [22]. Os MIPs, quando aplicados em conjunto com
técnicas classicas, tém mostrado alta eficiéncia no reconhecimento seletivo.
Contudo, limitagdes como alto custo, longos tempos de analise em cromatografia
e baixa versatilidade em SPE impulsionam a busca por métodos mais simples e
rapidos. A incorporacao de MIPs em dispositivos de fluxo lateral representa um
avango importante, tornando esses testes mais robustos e eficazes para

aplicagbes diagnosticas, como a deteccdo de PSA. Essa integragdo pode



aumentar a precisdo em triagens iniciais, oferecendo uma alternativa acessivel,
estavel e confidvel, especialmente util em locais remotos ou com recursos
limitados. Assim, os MIPs se destacam como uma inovagdo promissora para

expandir o acesso ao diagndstico e fortalecer a saude publica.
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Figura 2. Representacdo esquematica da formacdo de um MIP por
polimerizagao radicalar. Fonte: Autoria propria.

Os sistemas de fluxo lateral sdo analises baseadas nos testes do tipo
Point of Care Tests (POCT), projetados para uso em qualquer local, sem a
necessidade de laboratérios especializados. A relevancia econdmica desses
dispositivos foi destacada em relatorio da empresa Zion Market Research™ [23].
Segundo o relatério citado, em 2016 o mercado global de POCT atingiu 23,5
bilhdes de ddlares, com previsao de crescer para 40,5 bilhdes até 2022. Os
maiores consumidores s&o os Estados Unidos, seguidos pela Alemanha, Franca
e Reino Unido na Europa; na Asia, destacam-se China, Japao e india, enquanto
o Brasil figura como principal usuario na América do Sul. Os ensaios de fluxo
lateral tém se popularizado em areas clinicas, alimentares e diagndsticas devido
a rapidez, alta seletividade e estabilidade, baixo custo e facilidade de uso [24]. O
dispositivo de LF, conforme ilustrado na Figura 3a, € composto por um cartdo
que suporta todos os seus componentes: o compartimento para insercao da
amostra (tira de amostra), o compartimento conjugado a tira de amostra (tira
conjugada), onde estdo as moléculas marcadoras responsaveis pelo
bioreconhecimento e ligagao ao analito, a membrana de nitrocelulose, por onde
a amostra flui, e a tira adsorvente, que absorve a amostra e demais reagentes.

A membrana de nitrocelulose (Figura 3b) possui duas linhas distintas: a linha



teste, com anticorpos especificos para o analito, e a linha controle, contendo
moléculas bioativas que reagem com as moléculas marcadoras. Apds a
passagem da amostra, a reagao resulta em mudancgas de coloragdo nessas

linhas, indicando a presenca do analito [25].
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Figura 3. (a) Componentes da tira de Fluxo Lateral (LF) e (b) visdo geral de um
sistema de Fluxo Lateral montada e contendo as linhas de teste e controle.
Fonte: Autoria Propria

Para otimizar o desempenho do dispositivo proposto, a seletividade dos
MIPs pode ser aprimorada por meio de analises baseadas no método ELISA,
amplamente utilizado na deteccdo de bactérias, virus e fungos, que se
fundamenta no sistema de reconhecimento antigeno-anticorpo. Devido a sua
flexibilidade para diferentes tipos de ensaios, como os diretos e em formato
sanduiche, essa técnica tem sido extensivamente aplicada nos ultimos anos
[26,27]. Ao longo das décadas, o método foi aprimorado, demonstrando
resultados excepcionais. Gragas a sua alta sensibilidade e seletividade, o ELISA
continua sendo uma ferramenta essencial em diversas areas até hoje. Além
disso, a técnica foi constantemente refinada, sendo aplicada em diversas areas,
como monitoramento ambiental [28], determinacdo de estresse proteico [29],
quantificacdo de horménios [30] e diagndsticos de doengas como HIV, Ebola e
Influenza [31,32]. O ensaio ELISA geralmente utiliza anticorpos imobilizados em
uma placa de poliestireno com pocos de diferentes quantidades. O procedimento
pode ser dividido em oito etapas principais: (i) ativagéo do pogo, (ii) lavagem da

placa, (iii) imobilizagao dos anticorpos, (iv) lavagem para eliminar o excesso de



anticorpos, (v) incubagdo com antigeno/analito, (vi) incubagdo com anticorpo
marcado com molécula reportadora (para quantificacao), (vii) lavagem e,
finalmente, (viii) adicdo do substrato cromogénico e leitura dptica [33]. Devido a
eficacia e versatilidade dos imunoensaios, que envolvem interagdes altamente
especificas entre anticorpos e antigenos, eles foram integrados a sistemas de
fluxo lateral e sensores. No entanto, como ocorre com 0s imunossensores, a
producao de anticorpos enfrenta desafios, incluindo o tempo e os custos
elevados, além de questbes éticas relacionadas ao uso de animais [6],
especialmente em dispositivos descartaveis. Nesse contexto, os MIPs surgem
como uma alternativa mais econdmica e versatil para ensaios desse tipo.

Embora existam poucos estudos que abordem a substituicdo de
anticorpos por MIPs em ensaios do tipo ELISA [34-36], até o momento ndo ha
registros de seu uso em sistemas de fluxo lateral. Como destacado, a criagéo de
sensores e dispositivos de fluxo lateral que utilizam MIPs como elementos de
reconhecimento seletivos se apresenta como uma estratégia promissora para o
desenvolvimento de dispositivos portateis, versateis e de baixo custo para a
deteccdo precoce de cancer de prostata. O biomarcador abordado nesta
pesquisa € a calicreina KLK3. Ao revisar as bases de dados da literatura
cientifica, observa-se que ha escassez de estudos que empreguem polimeros
molecularmente impressos para a detecgdo de cancer de prostata (CaP). Isso
ressalta a singularidade e o consideravel potencial inovador deste projeto. Ao
mesmo tempo, é evidente que a tematica esta despertando crescente interesse
dentro da comunidade cientifica. Assim, o propdsito desta pesquisa é
desenvolver testes de diagndstico para cancer de prostata que sejam mais
rapidos, seletivos e economicamente acessiveis em comparagao com os testes
utilizando anticorpos. Considerando a presenca de multiplos biomarcadores para
o0 cancer de prostata, justifica-se a investigacdo baseada na aplicagcdo da
tecnologia de impressdo molecular, utilizando MIPs como fases de
reconhecimento seletivo nos dispositivos propostos.

Embora haja estudos na literatura sobre detecgdo de PSA no cancer de
prostata, as sinteses e aplicacbes desses materiais diferem do proposto neste
projeto. Por exemplo, Matsumoto et al. desenvolveram um material seletivo por
impressao molecular para PSA, aplicado em superficies de ouro funcionalizadas

para analise por SPR, mas sem testes em amostras reais. Além disso, a
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