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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 constru¢éo 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
modificacdo 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 eletropolimerizacéo 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 combinagéo de
particulas magnéticas modificadas com anti-CD63, seguida da deteccdo baseada no
peptideo Biotina-C3 proporcionou resultados promissores em termos de
especificidade e recuperacgéo, 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.



Capitulo |

Fundamentacéao teorica

/
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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 diagndstico 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 prognostico
€ 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 patologicos, 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 (PI), 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 degradacdo 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 diagnéstico mais preciso e um melhor

acompanhamento de diversas doencas.
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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 € realizada por 3 a 5
ciclos de selecdo contra os alvos de interesse. Depois de capturados os fagos expressando o0s
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¢des 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 interacdes
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 células 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, segurancga 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: Prépri

0 autor.
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3.2 Histéria dos biossensores

Clark e Lyons, em 1962, demonstraram o primeiro experimento a utilizar um
elemento biologico para detectar uma substancia quimica, através da deteccdo de
acido gluconico 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 épticas 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 Opticos 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 interacdo entre o elemento



48

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 bioldégico 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. Interacdes
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 implementacao.
A adsorcéao fisica, por outro lado, pode resultar em estabilidade de imobilizacao

limitada devido a probabilidade de dessorcdo do elemento biolégico 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 polimeriza¢do da solucdo de monémero por uma reagdo 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¢cdes 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¢cfes 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



50

Fundamentacdo Tedrica

exemplo, albumina de soro bovino). Este procedimento € 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 imobilizacdo 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 sdo 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 aplicacao, incluindo a deteccéo 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 biol6égico empregado. As interfaces de sinalizacdo enzimatica,
imunologica e de &cido nucleico sdo exemplos de interfaces de sinalizacao (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 limitagdes, como a necessidade de uma fonte
externa de substrato para a reacao 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
que resulta na producédo 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 séo 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 séao
capazes de detectar produtos quimicos, venenos e infeccbes, 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 padrdo-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 enzimética 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 solida (poco), 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 reagcdo 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 reacdo 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 € util para haptenos e sua coloracdo € 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 prognéstico 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 diagnostico € 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 padrdao 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 padrdo-ouro e os pacientes classificados como positivo ou negativos

de um teste em desenvolvimento é mostrada na Tabela 1.



58

Fundamentacdo Tedrica

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
diagnostico 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 nao

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 sorolégica = ————=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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Desenvolvimento de um biossensor
eletroquimico baseado em peptideos
sobre uma matriz de acido poli 3-(3-
aminofenil) propionico para
caracterizacao do cancer de mama/
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1. Introducao

O CM é o cancer mais frequentemente diagnosticado em todo o mundo, com
cerca de 2,3 milhdes de novos casos em 2020 e 684.996 mortes em 2021
(representando 15,5% das mortes por cancer em mulheres) (IARC, 2020). A origem
da doenca ainda é incerta, caracterizando-se como uma lesdo complexa do ponto de
vista histologico e molecular (WEIGELT; GEYER; REIS-FILHO, 2010). O CM
representa um problema para o sistema publico de saude afetando a qualidade de
vida dos pacientes, sendo responséavel por um custo estimado de US$ 208,9 bilhdes
de ddélares nos EUA em 2020 (NATIONAL CANCER INSTITUTION, 2021). No Brasil,
excluidos os tumores de pele ndo melanoma, o CM também é o mais incidente em
mulheres de todas as regides brasileiras, com taxas mais altas no Sul e Sudeste. Para
0 ano de 2021 eram esperados 66.280 casos novos, 0 que representa uma taxa de
incidéncia de 61,61 casos por 100.000 mulheres (INCA, 2022).

Atualmente, o diagndstico € baseado em exames de imagem como
mamografia, ultrassonografia e ressonancia magnética, sendo confirmado
histopatologicamente apds bidpsia. Testes gendmicos, embora caros, podem ser
adotados para prever riscos de recorréncia, como o Oncotype Dx e o MammaPrint
(NASCIMENTO; PITTA; REGO, 2015).

Contudo, o prognéstico da doenca e a decisdo terapéuica tém sido
tradicionalmente baseadas no tamanho do tumor, invasédo de tecidos adjacentes, grau
histoldgico, estado dos linfonodos, formacdo de metastases e na expressédo do RE,
RP, HER2 e indice Ki67, os quais sdo avaliados por IHQ (GAO; SWAIN, 2018;
PROVENZANO; ULANER; CHIN, 2018; RAKHA et al., 2010; SORLIE et al., 2001).
Assim, quatro principais subtipos moleculares de CM sé&o definidos. LA sdo tumores
RE-positivo e/ou RP-positivo, HER2-negativo e ki67 < 14%. Pacientes com este
subtipo apresentam melhor taxa de sobrevida e a terapia hormonal tem sido
empregada com sucesso. LB sdo RE-positivos e/ou RP-positivos com ki67 > 14%
Além disso, também podem ser HER2-positivos ou HER2-negativos. Geralmente,
esse subtipo esta associado a um pior progndstico e a uma alta taxa de recorréncia
(EROLES et al., 2012; GAO; SWAIN, 2018; KENNECKE et al., 2010). O subtipo



76

Introducao

HERZ2E € negativo para receptores hormonais, com superexpressdo de HER2 na

superficie das células transformadas, com pior progndstico em comparacdo com LA e
LB. Esses pacientes sdo elegiveis para tratamentos anti-HER2 (BRADLEY et al.,
2021). Finalmente, o subtipo TN é caracterizado pela auséncia de RE, RP e HER2
(HARBECK et al., 2019; PEROU et al., 2000).0 CMTN ¢é biologicamente mais
agressivo, com maior tendéncia a desenvolver metastases e com menor sobrevida
global (KUMAR; AGGARWAL, 2016; VULCZAK; ALBERICI; BISSON, 2018).

Embora sejam evidentes os avangos na caracterizagao dos tumores de mama,
muitos pacientes ainda sucumbem em decorréncia da resisténcia terapéutica. Essa
realidade demanda mais pesquisas dedicadas a caracterizacdo de novos alvos e
marcadores para melhor prever a evolucdo da doenca, o que impacta na decisao
clinica quanto aos medicamentos a serem utilizados. Nesse sentido, a tecnologia de
PD tem sido inovadora, consistindo na utilizacdo de vetores virais para identificar,
isolar e caracterizar proteinas e peptideos com alta afinidade e especificidade para
um alvo de interesse (SMITH, 1985). Com o desenvolvimento da técnica de PD, Smith
e Winter dividiram o Prémio Nobel de Quimica em 2018.

Varios peptideos isolados de bibliotecas de fagos estdo em estudos pré-clinicos
ou clinicos, e mais de 60 peptideos terapéuticos ja foram aprovados pela Food and
Drug Administration (FDA) dos EUA (RAHBARNIA et al., 2017). Por sua simplicidade,
alta eficiéncia, menor custo de producdo em larga escala e melhor penetracao
tecidual, a técnica representa um campo dindmico de pesquisa, com repercussdes em
imunologia, biologia molecular e diversas areas médicas (RAHBARNIA et al., 2017,
TAN et al., 2016). Biomoléculas, como anticorpos monoclonais e peptideos bioativos,
podem ser utilizadas em diferentes aplicagfes, incluindo diagnostico por biossensores
(PARK, 2020), ELISA (SUO et al., 2015) e fluxo lateral (KULABHUSAN et al., 2017).

Um biossensor ou sensor bioldgico é um dispositivo analitico que contém um
material de reconhecimento biolégico, como acidos nucleicos (ALVES et al., 2019),
anticorpos (CORDEIRO et al., 2020), enzimas (SOARES et al., 2019) ou peptideos
(FUEYO-GONZALEZ et al., 2021), imobilizado sobre um transdutor sensivel. Este
altimo converte os sinais bioquimicos entre os analitos e o biorreceptor em um sinal
elétrico mensuravel proporcional & concentracdo do analito (HEALY et al., 2007; KAYA
et al.,, 2021). O sistema apresenta alta sensibilidade, seletividade, baixo custo e
respostas rapidas (KAYA et al, 2021). Considerando as etapas de seu

desenvolvimento, a imobilizagdo do material biolégico sobre a superficie do transdutor
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é crucial. Nao s6 a biomolécula precisa ser imobilizada de forma eficiente, mas sua

atividade ou sitio ativo deve ser preservado, evitando processos de lixiviagao,
deterioragdo com o tempo ou desnaturagéo, mantendo a transferéncia eletronica com
o transdutor (ESCOBAR et al., 2023; WANG, 2002).

A modificacdo do transdutor com polimeros condutores contendo grupos
funcionais é uma alternativa viavel. Varios polimeros foram usados para desenvolver
biossensores, como polipirrol (QI et al., 2021), polianilina (TOMSIK et al., 2021),
derivados de politiofeno (AYDIN; AYDIN; SEZGINTURK, 2018), &cido 2-
aminobenzoico (BOLLELLA et al., 2021), 4cido 3-hidroxifenilacético (FLAUZINO et al.,
2021), 4cido 4-mercaptobenzadico (ALVES et al., 2017) e acido 4-mercaptofenilacético
(SOARES et al., 2019). Uma fina camada com grupos funcionais orientados para se
ligar a moléculas biolégicas pode ser formada sobre a superficie de um transdutor
através da polimerizacdo de uma estrutura aromatica. Além disso, existe a
possibilidade de que a mesma camada tenha a condutividade de um polimero
intrinsecamente condutor (LUKKARI et al., 1998).

Para a formagcdo de polimeros, j& foram utilizadas véarias técnicas
eletroquimicas. Dentre estas, uma das mais simples metodologias encontradas € a
voltametria ciclica (VC), na qual a varredura de potencial-tempo possui uma forma
triangular (Figura 1), em que o potencial (E) é varrido de um valor inicial a um valor
especifico, sendo que em um tempo (t), o potencial € varrido no sentido inverso até o
valor inicial. Assim, as contribuicbes catédicas e anddicas de processos
eletroquimicos podem ser analisadas. Por apresentar estas caracteristicas, podem
ser obtidas informa¢des muito Uteis para descrever sistemas a partir de analises de
corrente e potencial de oxidacdo e reducado, concentracdo das espécies, coeficientes
de difusdo, area dos eletrodos, cinética das reacdes, dentre outros. Dessa forma, o
uso da voltametria ciclica é ideal para o estudo de formagéo e caracterizacao de filmes
poliméricos (BARD; FAULKNER, 2002).



78

Introducao

t

Figura 1. Variag&o entre potencial e tempo em uma voltametria ciclica. Fonte: Proprio autor.

O monbmero, &cido 3-(3-aminofenil)propiénico (3-3-AAFP) contém as
condi¢cdes necessdrias para o desenvolvimento desse dispositivo como mostra a
Figura 2. Este apresenta um grupo acido carboxilico ligado a um anel aromatico. Além
disso, a estrutura é derivada da ja estudada anilina (Figura 2) que, dependendo das
condicbes experimentais, gera um material com caracteristicas condutoras
(MATTOSO, 1996; WANG et al., 2023).

OH
NS
\O
NH., NH.,
Acido 3-(3-aminofenil)propiénico Anilina

Figura 2. Estrutura molecular do acido 3-(3-aminofenil)propiénico e anilina. Fonte: Proprio autor.
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2. Objetivos

Construir, de forma inédita, um biossensor a partir do estudo das propriedades
eletroquimicas e morfologicas de um novo material polimérico derivado da eletro-
oxidagdo do mondmero 3-3-AAFP na superficie de eletrodos de baixo custo.
Peptideos especificos que se ligam a proteinas de células de CM e selecionados por
PD foram usados como interface de reconhecimento bioldgico. Além disso,

comparamos o desempenho do biossensor com o teste ELISA
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3. Material e Métodos

3.1. Reagentes e equipamentos

Foram utilizados o0s seguintes reagentes quimicos: &cido 3-(3-
aminofenil)propiénico (3-3-AAFP), HCIO4 (70%), N-hidroxisuccinimida (NHS),
cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), acido 2-
(N- morfolino)etanossulfénico (MES), ferricianeto de potassio (Ill) (KsFe(CN)s), cloreto
de hexaammineruténio (I1I) ([Ru(NHs)s]Cls) foram adquiridos da Sigma Aldrich, cloreto
de potéassio KCI (99%, Vetec), caseina (Cromoline), glicina (Dindmica), TWEEN® 20
(Dinamica), azida sodica (NaNs), peréxido de hidrogénio (30% H202), cloridrato de
ortofenilenodiamina (OPD), estreptavidina-HRP (strep-HRP) (Invitrogen), solucéo
tampao de bicarbonato (NaCO3 0,1 M, pH 8,6), solucéo tampao fosfato (PBS 1x) (NaCl
13,7 mM, KCI 0,27 mM, NazHPO4 1,2 mM, KH2PO4 0,12 mM, pH 7,4), solucao tampéao
de citrato (NasCsHsO7 0,04 M, CsHsO, 0,06 M, pH 5,0).

As medidas eletroquimicas para as condi¢des iniciais de otimizacdo foram
realizadas usando um potenciostato pyAutolab PGSTAT 101 equipado com uma célula
eletroquimica convencional de trés eletrodos (volume de 10,0 mL), controlada com o
software NOVA 2.1 (Metrohm, Holanda). Os eletrodos utilizados foram: Eletrodo de
referéncia Ag/AgCl/sat. KCI, um contra eletrodo de platina, e como eletrodo de
trabalho, um eletrodo de carbono de grafite de lapiseira (PGE) da Pentel, Super Hi-
Polymer C505 tipo HB com 0,90mm de diametro. Apenas 10mm ficaram imersos nas
solucdes, correspondendo a uma area ativa de 28,9 mm?.

Diferentes solu¢bes foram preparadas em trés valores de pH para investigar a
influéncia do pH na eletropolimerizacdo do 3-3-AAFP, sendo: 0,50; 4.5 e 9.0. A
eletropolimerizacdo foi realizada em meio HCIO4 0,5 M com pH ajustado com
NaOH 3,0 M. Foram aplicados 20 ciclos em diferentes intervalos de potencial,
conforme Figura 7A (pH 0,5 entre +0,00 a 1,20V); Figura 7B (pH 4,5 entre +0,00 a
+1,10V); Figura 7C (pH 9,0 entre -0,40 a +1,10 V), todos com uma taxa de varredura
de 50 mV st. Ap6s a otimizacéo, eletrodos de carbono screen-printed DRP-110 da

Metrohm (SPE) foram usados para o desenvolvimento do biossensor. O eletrodo &
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composto por tinta de carbono como eletrodo de trabalho (0,11 cm?), um eletrodo
auxiliar de carbono e um eletrodo de pseudo-referéncia de prata. Todos os reagentes
utilizados eram de grau analitico ou HPLC. A agua deionizada (resistividade = 18 MQ
cm a 25 °C) foi obtida a partir de um sistema de purificagdo Milli-Q Direct-0.3
(Millipore).

3.2. Cultivo de células e extracao de proteinas

A linhagem de células de mama humana nédo tumorigénica, MCF-10A, e as
linhagens de células de CM humano, MCF-7 (RE-positivo) e MDA-MB231 (TN) foram
obtidas da American Type Culture Collection (ATCC) e cultivadas de acordo com as
instrucdes do fornecedor (www.atcc.org). Os meios foram trocados em dias alternados
até que as células atingissem 80% de confluéncia. As proteinas do citoplasma e da
membrana foram extraidas das linhagens celulares com o Kit NE-PER™ (Thermo
Fisher™) seguindo-se as recomendacdes do fabricante e posterior armazenamento a
-80°C.

3.3. ELISA em extrato de proteina

Placas de alta adsorcdo Maxisorp NUNC foram sensibilizadas por 16 horas a
4°C com extratos proteicos de citoplasma/membrana (0,5 pg poc¢o?) diluidos em uma
solucéo de NaHCOs (0,1 M, pH 8,0) (50 uL pogo™). Apés a incubacédo, a solucéo foi
descartada e a placa foi lavada uma vez com solucdo de PBS 1x. Em seguida,
adicionou-se tampao de bloqueio (caseina a 0,5%), com incubacéo por 1 horaa 37°C.
Os pocos foram lavados duas vezes com PBS-T (20% Tween) e os peptideos
Biotina- C3 (2,0 ug poco?) ou Biotina-H2 (1,0 pug poco?) diluidos em tampéo de
blogueio (0,5% caseina) foram incubados por 1 hora a 37 °C. Os pocos foram entédo
lavados duas vezes com PBS-T. Finalmente, 50 mU poco de strep-HRP diluida em
tampdao de bloqueio (0,5% caseina) foram incubadas por 1 hora a 37°C. Os po¢os
foram lavados cinco vezes com PBS-T e foi adicionado dicloridrato de o-
fenilenodiamina (OPD) 3,0 mM, com H202 0,2 uM. A reacgao foi interrompida com
H2SO4 1,2 M e a absorbancia foi lida em um leitor de microplacas (Robonik) no
comprimento de onda de 492 nm. Trés testes independentes foram realizados em

triplicata e para as analises estatisticas foi utilizado o teste One-Way ANOVA com o
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pos-teste de Tukey de comparacBes multiplas.

3.4. Eletropolimerizacdo e caracterizacao eletroquimica

A eletropolimerizacéo do 3-3-AAFP (1,0 mM) foi realizada utilizando HCIO4 (0,5
M) como eletrélito suporte atraves de VC. Os voltamogramas foram registrados de 0,0
a +1,2 V a uma taxa de varredura de 50 mV s~'. A otimizacdo dos parametros de
polimerizacdo, como eletrélito suporte, numero de ciclos e valores de pH foram
realizados.

A caracterizacdo eletroquimica foi avaliada através de VC usando solucdes
padréo de KC| 0,5 M contendo KsFe(CN)s 5,0 mM (registrado de 0,0 a +0,5 V, v =100
mV s7') ou [Ru(NH3)s]Clz 5,0 mM (registrado de +0,2 a -0,5 V, v =100 mV s™), e
solucéo de &cido percldrico 0,5 M (registrado de 0,0 a +1,2 V, v=50 mV s™"). Os dados
de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) foram obtidos em uma faixa de
frequéncia de 0,1 Hz a 100 kHz em uma amplitude de 10 mV e potencial +0,24 V, em
solucéo de 0,5 M de KCI contendo 5,0 mM de KsFe(CN)s.

3.5. Caracterizacdo morfoldgica e estrutural

A caracterizagdo morfolégica do PGE foi avaliada por meio de imagens
adquiridas em microscopia eletronica de varredura (MEV), utilizando-se um
microscopio eletrénico de alta resolucdo JEOL, Modelo JSM-7500F. O espectro FT-
IR do 3-3-AAFPA e seu polimero em eletrodos SPE DRP-110 foi obtido usando um
espectrofotdbmetro Bruker Vertex 70 equipado com um médulo ATR.

3.6. Amostras de soro de pacientes com CM e DBM para ensaio ELISA e

biossensor

Ensaios de ELISA com amostras de soro de pacientes foram realizados para
validar os peptideos Biotina-C3 e Biotina-H2 como interface de reconhecimento
biolégico no biossensor eletroquimico (item 3.7). As amostras sorologicas (n=118)
foram previamente coletadas de mulheres que compareceram ao Hospital das
Clinicas de Uberlandia, Uberlandia — MG - Brasil, e foram diagnosticadas com CM

(n=81) ou Doenca Benigna da Mama (DBM) (n=37) confirmada pela andlise
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anatomopatoldgica (Tabela 1). O estudo foi conduzido de acordo com a Declaracao
de Helsinque, e o Comité de Etica do Conselho de Pesquisa Institucional aprovou
todos os procedimentos (n°® 176/2008). O consentimento informado por escrito foi

obtido de todos os participantes.

Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes (N = 118).

Variavel Pacientes
N %
Idade (anos)
Mediana (intervalo) 54 (22 — 88)
DBM 37 31,35
CM 81 68,65
Estagio tumoral
pT1 21 25,92
pT2 24 29,62
pT3 5 6,17
pT4 2 2,47
pTis 7 8,64
ND 22 27,16
Status de RE
Positivo 62 76,54
Negativo 8 9,88
ND 11 13,58

Status de RP

Positivo 49 60,50

Negativo 11 13,58

ND 21 25,92
Status p53

Positivo 33 40,74

Negativo 21 25,92

ND 27 33,33

Subtipos de CM

Luminal A 29 35,80
Luminal B 29 35,80
HER-2-enriquecido 2 2,46
Triplo-negativo 6 7,41
ND 15 18,52

Abreviaturas: ND = nao disponivel; DBM, doenga benigna da mama; CM, cancer de mama; RE, receptor
de estrogénio; HER2, receptor de fator de crescimento epidérmico humano 2; RP, receptor de
progesterona. Fonte: Préprio autor.
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3.7. ELISA com soro de pacientes

ApGs otimizagéo, placas de alta adsor¢do Maxisorp NUNC foram sensibilizadas
por 16 horas a 4°C com soro de pacientes com CM e DBM diluidos 1:100 em solucéo
de NaHCOs (0,1 M, pH 8,0). Apos esse periodo, a solugéo foi descartada e a placa
lavada uma vez com solugdo de PBS 1x. Em seguida, adicionou-se tampé&o de
blogueio (caseina a 0,5%) com incubacao por 1 hora a 37°C. Os pocgos foram lavados
duas vezes com PBS-T e foi adicionado o peptideo Biotina-C3 (2,0 pg poco?) ou
peptideo Biotina-H2 (1,0 pug poco?) diluidos em solugéo de bloqueio e incubados por
1 hora a 37°C. Os pocos foram lavados duas vezes com PBS-T e 50,0 mU poco™ de
strep-HRP diluidos em solucdo de bloqueio foram adicionados e incubado durante 1
hora a 37°C. Os pocos foram lavados cinco vezes com PBS-T e foi adicionado OPD
3,0 mM, com H202 0,2 uM. A reacéo foi interrompida com H2S04 1,2 M e a absorbancia
foi lida em um leitor de microplacas (Robonik) no comprimento de onda de 492 nm.
Trés testes independentes foram realizados em ftriplicata e para as andlises

estatisticas foi utilizado o teste de Mann-Whitney.

3.8. Biossensor aplicado em soro de pacientes

O eletrodo modificado com poli(3-3-AAFP) foi imerso em solugéo tampéao MES
(0,05 mM, pH 5,0) contendo 0,2 M de EDC e 0,2 M de NHS por 30 minutos para ativar
0s grupos -COOH do polimero. Em seguida, foram imersos em PBS 1x (pH 7,4)
contendo 30,0 ug de avidina por 60 minutos a temperatura ambiente e depois lavados
com PBS. O eletrodo foi bloqueado para evitar ligacdo inespecifica, utilizando 1,0 M
de glicina por 30 minutos, e lavado com agua destilada. Em seguida, 3,0 pug de
peptideos biotinilados em meio PBS foram adicionados por 30 minutos. Finalmente,
50,0 pL de amostras de soro de pacientes CM ou DBM foram adicionados (DING et
al., 2005; LEE; ANANDAN; ZHANG, 2008).

A deteccéo foi realizada medindo a corrente (i), antes (i) e apoés (ir) incubacao
com amostras de soro, usando o par redox anidnico KsFe(CN)s como sonda e usando
a técnica de voltametria de onda quadrada (VOQ). Os voltamogramas VOQ foram
corrigidos na linha de base usando a ferramenta incluida no software NOVA 2.1.4.

Todos os resultados do biossensor foram medidos pela mudancga na corrente, que
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caiu apds a incubacéo com as amostras. O célculo do indice de Reatividade (IR) foi
realizado com base na razéo de it (corrente final) por ii (corrente inicial) (IR =it / ).
As etapas de modificagdo para o desenvolvimento do biossensor foram
caracterizadas usando VOQ (Figura 12A) e EIE (Figura 12B). Os dados de
impedancia experimental foram ajustados ao circuito de Randles descrito como ([Rs
(QdI [RctW]). Foram obtidos diferentes valores de parametros para 0s circuitos
equivalentes a partir da simulagédo (dados ndo apresentados), com uma resposta
tipica para o PGE limpo, com a maior corrente de pico e a menor resisténcia a

transferéncia de carga (Rct).

3.9. Anéalise estatistica

Os dados dos ensaios ELISA e do biossensor eletroquimico com amostras de
soro foram resumidos em curvas ROC (receiver operating characteristic), plotadas
100% - especificidade (%) no eixo-X e sensibilidade (%) no eixo-Y, considerando cada
valor observado como um possivel valor de corte. A area sob a curva (AUC) foi
calculada para avaliar o desempenho geral do diagndstico e a precisao dos peptideos
Biotina-C3 e Biotina-H2. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significantes.
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4. Resultados e Discussao

4.1. ELISA em extrato proteico

Apébs a sintese quimica, a especificidade celular dos peptideos Biotina-C3 e
Biotina-H2 para MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB231 foi confirmada por citometria de
fluxo e microscopia de fluorescéncia (DA FONSECA ALVES et al., 2022). Histogramas
resultantes da analise de citometria de fluxo (DA FONSECA ALVES et al., 2022) e a
porcentagem de células coradas de cada linhagem (DA FONSECA ALVES et al.,
2022) demonstraram que o peptideo Biotina-C3 se ligou mais intensamente as células
tumorais em comparacdo com a linhagem néo tumorigénica (p < 0,0001). Para este
peptideo, uma coloracdo mais expressiva também foi observada para células MCF-7.
O peptideo Biotina-H2 diferenciou as células TN (MDA-MB231) das outras linhagens.

Esses dados foram confirmados por imunofluorescéncia, uma vez que a ligagao
de ambos os peptideos foi mais intensa na membrana da linhagem MCF-7 (DA
FONSECA ALVES et al.,, 2022), o que os torna relevantes para aplicacdo na
caracterizacdo de pacientes com CM. Apos a definicdo dos parametros ideais para
cada peptideo utilizando o extrato de proteinas da linhagem MCF-7 (DA FONSECA
ALVES et al., 2022), foi realizada, entdo, a comparacdo entre 0s extratos de proteinas
das diferentes linhagens: MCF-10A, MCF-7 e MDA- MB231. O ensaio ELISA com o
extrato de proteinas do citoplasma/membrana das células das linhagens MCF-10A,
MCF-7 e MDA-MB231 demonstrou que os peptideos Biotina-C3 e Biotina-H2
diferenciaram as linhagens celulares (Figura 3 — p < 0,01 para todas as

comparacoes). Assim, ambos o0s peptideos discriminaram os subtipos de CM.
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Figura 3. Validacdo dos peptideos ligantes a proteinas do cancer de mama (CM). Ensaio ELISA
comparativo entre a reatividade dos peptideos Biotina-C3 e Biotina-H2. Foram utilizadas proteinas
extraidas do citoplasma/membrana das células MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB231. As absorbancias
foram registradas em 492 nm. A significancia foi avaliada usando o teste One-Way ANOVA com pds-
teste de Tukey. p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***), p<0,0001 (****). Fonte: Proprio autor.

4.2. Eletropolimerizacao e caracterizacdo da plataforma

A sintese eletroguimica de um polimero derivado de 3-3-AAFP na superficie de
um PGE produziu uma nova matriz para o desenvolvimento de biossensores. A
eletropolimerizagédo de 3-3-AAFP, realizada por VC em meio acido, é mostrada na
Figura 4A. O perfil apreswentado na Figura 4A foi semelhante aos perfis de
eletropolimerizacdo de acidos aminobenzadicos (derivados de anilina) (SANTOS et al.,
2019; WANG et al., 2020).

A oxidacao eletroquimica do mondmero aparece como um pico irreversivel em
torno de +1,00 V, correspondendo a formagdo de uma estrutura catibnica-radical
seguida de um pico catédico em aproximadamente +0,43 V na varredura reversa. No
inicio da varredura subsequente, aparece um segundo pico anddico em +0,49 V,

complementar ao processo catddico sugerindo o surgimento de um par redox
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reversivel (AEp = 60 mV). Ha uma diminuicdo gradual nos valores de corrente no
potencial mais anddico e um aumento nos potenciais de pares redox reversiveis com
0s ciclos subsequentes.

A diminuicdo da corrente no potencial de oxidacdo do mondmero sugere a
modificacdo da superficie do eletrodo por um material que dificulta a chegada do
mondmero neutro. Este material poderia ser um polimero iniciado pelo processo de
par redox em potenciais menos anodicos. Essas respostas sdo dependentes dessa
primeira oxidag&do ocorrer, provavelmente devido ao acoplamento da estrutura
catidnica-radical com outro monémero, gerando um dimero. Como o dimero apresenta
mais possibilidades de ressonancia do que o mondémero, menos energia € necessaria
para a transferéncia de elétrons, dai a diminui¢cdo dos valores de potencial para o par
redox. Além disso, a cada ciclo concluido, h4 um aumento nos valores de corrente, o
gue pode ser atribuido ao novo material eletroativo formado e adsorvido sobre a
superficie do eletrodo (SANTOS et al., 2019). Este aumento a cada ciclo reflete a
cobertura da superficie do eletrodo. O crescimento do filme foi mais répido nos
primeiros ciclos, diminuindo gradativamente a taxa de crescimento, sugerindo a
saturacdo do processo de polimerizacdo e deposicdo (ROSTAMI; OMRANI;
HAMEDIAN, 2013).

Apos 20 ciclos, o eletrodo foi lavado e transferido para uma célula contendo
apenas o eletrdlito suporte (0,5 M HCIO4). A Figura 4B mostra a auséncia do pico de
oxidacdo do mondmero e a presenca dos picos redox em +0,47 V e +0,43 V (mesmos
potenciais observados na Figura 4A), indicando que o par reversivel representa
efetivamente o material adsorvido sobre a superficie do eletrodo. Assim, de acordo
com um estudo sobre a eletropolimerizacéo do acido p-aminobenzéico, o par redox
observado tem semelhancas com a polianilina e pode ser atribuido a formacéo de
polarons na estrutura do polimero (BENYOUCEF et al., 2008), independentemente de
ndo haver formacédo de dois pares redox. A auséncia de um segundo par redox pode
ser consequéncia da presenca do grupo funcional carboxilico na posicdo meta do
grupo amino, o que pode estar afetando as propriedades eletroquimicas do material
obtido.

O uso de sondas redox, como KsFe(CN)s e [Ru(NH3)s]Cls é til para caracterizar
as alteracbes causadas no processo de transferéncia eletrbnica na superficie de
eletrodos modificados (CHEN; KATELHON; COMPTON, 2020). Voltamogramas

ciclicos foram registrados em duas solu¢des contendo cada sonda em um meio KClI
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0,5 M para analisar a modificacdo da superficie do eletrodo com poli(3-3-AAFP) em
comparacao com PGE n&o modificados, conforme mostrado na Figura 4C e Figura
4D, respectivamente. A resposta reversivel, padréo, em ambas as solu¢des para PGE
pode ser vista em linhas sélidas pretas. Na Figura 4C, o PGE modificado com poli(3-
3-AAFP) resultou em uma discreta diminuicdo da corrente (linhas solidas vermelhas)
e um AEp = 170 mV, indicando, embora pequena, uma repulsado eletrénica entre a
superficie do eletrodo e a sonda anibnica. Na Figura 4D, no entanto, ndo houve
variagao significativa no AEp, que permaneceu em 70 mV, e os valores de corrente
aumentaram em relacdo ao PGE nao modificado (aproximadamente 30% em ambas

as direcdes). Este fato sugere que a transferéncia eletronica é facilitada pelo polimero.
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Figura 4. Caracterizacdo eletroquimica. Voltamogramas ciclicos obtidos com o PGE: A) em solugéo
aquosa de HCIO4 (0,5 M) contendo 3-3-AAFP (1,0 mM) registrados continuamente por 20 ciclos; B) em
solugdo aquosa de HCIO4, ambos a 50 mV s~ 1; C) em solucéo de KCI (0,5 M) com KsFe(CN)s (5,0 mM);
D) em solucéo de KCI (0,5 M) com [Ru(NHz3)s]Cls (5,0 mM), ambos a 100 mV s, (as setas indicam a

direcdo da mudanca de corrente). Fonte: Préprio autor.
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4.3. Caracterizacao morfolégica de PGE modificado com poli(3-3-AAFP)

A analise morfologica foi realizada utilizando MEV. As micrografias obtidas para
a PGE ndo modificada e a PGE modificada com poli(3-3-AAFP) mostraram pouca
diferenca. A Figura 5A mostra a estrutura tipica de minas de grafite com sobreposicao
de varias camadas além de sulcos evidentes devido ao tratamento mecéanico com lixa
d'dgua. Apoés a polimerizacao (Figura 5B), o PGE modificado exibe uma aparéncia
menos rugosa, pois € observada uma camada homogénea cobrindo as lascas

presentes no eletrodo limpo.

Lt 10pm  IQ-UNESP 6/18/2020 10pm  IQ-UNESP
M W

} D 6.5

2.00kV SEX WD 6.0mm 9:51:29

Figura 5. Caracterizacdo morfologica. Micrografias eletronicas de varredura obtidas para: A) PGE e B)

PGE ap6s modificacdo com 3-3-AAFP, usando 50 ciclos (Ampliacdo: 500x). Fonte: Préprio autor.

4.4. Influéncia do niumero de ciclos na eletropolimerizacdo do 3-3-AAFP

A partir das interacfes eletrostaticas com as sondas, € possivel obter um
conhecimento prévio das propriedades estruturais e elétricas do polimero. Em uma
solucéao aquosa de KCI contendo KsFe(CN)e, 0 valor do pH € proximo a 7, 0S grupos
carboxilicos presentes na estrutura polimérica estariam desprotonados, o que resulta
em repulsao eletrostéatica entre as cargas negativas dos grupos carboxilato e a sonda
redox anidnica , causando uma reducao significativa na transferéncia de elétrons entre
a sonda e o PGE modificado. Em uma solugéo aquosa de KCI contendo [Ru(NH3)s]Cls,
no entanto, o estado desprotonado dos grupos carboxilicos resulta em uma atragéo
eletrostatica entre as cargas negativas dos grupos carboxilato e as cargas positivas

da sonda catibnica, causando assim uma aumento da corrente redox da sonda
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(PELLISSIER et al.,, 2008; SANTOS et al., 2019). Independentemente dessas
diferencas, os resultados sugerem que o grupo carboxilico permanece inalterado apos
a eletropolimerizacdo, condicdo necessaria para posterior interagdo com biomoléculas
por meio de ligacao covalente.

A eletro-oxidacdo do 3-3-AAFP foi realizada, alterando os niameros de ciclos
para encontrar melhores condi¢cdes para a preparacao do poli(3-3-AAFP), conforme
mostrado na Figura 6. O numero de ciclos foi otimizado para economizar tempo e
adquirir conhecimento do comportamento e crescimento do filme depositado. Foram
aplicados 10 a 100 ciclos potenciais. Em seguida, os voltamogramas foram
registrados em uma solucédo contendo apenas o eletrdlito suporte (Figura 6A) e em
solucdes de KCI contendo as sondas redox KsFe(CN)s (Figura B) e [Ru(NH3)s]Cl3
(Figura 6C).
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Figura 6. Voltamogramas ciclicos obtidos em PGEs modificados em solu¢éo aquosa, contendo 1,0 mM
de 3-3-AAFP em v = 50 mV s, apés aplicacéo de diferentes nimeros de ciclos de potencial. A) Em
solucédo de 0,5 M em HCIO4 a v = 50 mV s1. B) Em uma solugdo contendo 5,0 mM de KsFe(CN)s a
v =100 mV st e C) [Ru(NH3)s]Clz a v = 100 mV s em meio KCI 0,5 M. As setas indicam a direcdo das

varreduras. Fonte: Préprio autor.
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Pode-se notar na Figura 6A um aumento nas correntes anddica e catddica,
com o aumento do numero de ciclos. A partir de 50 ciclos, ndo ha ganho significativo
de corrente, indicando que ndo sdo necessarios mais ciclos para que ocorra a
saturacdo da superficie. Entretanto, embora haja um aumento de corrente entre 20 e
50 ciclos, ele ndo ultrapassa 13,0%.

Ocorre uma diminuicado significativa da corrente, até 75 ciclos, em relacdo aos
valores de corrente apos a aplicacdo de 10 ciclos (Figura 6B). Este fato corrobora
com o efeito de repulsdo eletrostatica do polimero, que aumenta com as novas
camadas poliméricas. Portanto, a aplicacédo de 10 ciclos permite uma melhor resposta
nas solucbes de [Fe(CN)s]® em comparacdo com a aplicagdo de 75 ciclos. Apenas
para caracterizacdo, a Figura 6C mostra o comportamento na solugdo contendo a
sonda catibnica, com um leve aumento na corrente anddica, com o aumento do
namero de ciclos. Assim, os resultados mostrados na Figura 6 sugerem que apoés 10
ciclos é possivel observar a formagcdo do material e uma notavel modificacdo da
superficie dos PGEs, sem grande comprometimento da intensidade de corrente da

sonda anibnica.

4.5. Efeito do pH na eletropolimerizacédo do 3-3-AAFP

Mudancas no pH do meio podem causar mudancas nas estruturas quimicas
das moléculas. O monémero 3-3-AAFP é um derivado da anilina com um &cido
carboxilico modificado na posi¢cdo meta. Ambos os grupos funcionais (-COOH e -NH2)
estdo sujeitos a processos de protonacao/desprotonacéo de acordo com as mudancas
no pH do meio. As moléculas de 3-3-AAFP possuem dois valores de pKa (pKal=3,61
e pka2=5,46) (CHEMAXON, 2020). Assim, a eletropolimerizacdo do 3-3-AAFP em
diferentes valores de pH foi verificada para avaliar a eficiéncia na obtencgéo de filmes
poliméricos.

Uma mudanca no potencial de pico para potenciais menos anddicos (positivos)
€ observada a medida que os valores de pH aumentam (+1,0 Vem pH 0,5; 0,8 V em
pH 4,5; e 0,7 V em pH 9,0), indicando que menos energia € necessaria para a
oxidacdo de 3-3-AAFP, e a dependéncia da oxidacdo do monémero com o grau de
protonacdo. Essa mudanca em funcédo do pH pode gerar diferentes materiais e
influenciar na deposicédo sobre a superficie do PGE. Processos redox reversiveis
aparecem em +0,43 e +0,49 V (pH 0,5) e em +0,19 e +0,26 V (pH 4,5). Ambos os
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processos mostram um aumento nos valores de corrente com sucessivos ciclos de
potencial, indicando a formac&o de um material eletroativo. Em pH 4,5, apds alguns
ciclos, nota-se uma diminuicdo da corrente. Na solugédo em pH 9,0, os valores atuais
dos picos redox (-0,1 e +0,1 V) permanecem inalterados, apresentando apenas a
diminuicdo do pico de oxidacdo do mondémero, permanecendo estaveis apés alguns
ciclos.

Os diferentes perfis mostrados na Figura 7 sugerem que ocorre menor
deposicédo de material com o aumento do valor do pH, o que pode estar relacionado
aos diferentes processos de oxidacao e deposi¢cao do material oxidado. O meio acido
(pH 0,5) gera mais material e com melhor eletroatividade. Observou-se uma
diminuicdo da corrente de pico para a sonda KsFe(CN)s (Figura 7E), em relacdo as
propriedades eletrbnicas do material depositado na superficie dos PGEs, mais
significativa na solucdo mais acida. Uma solucdo contendo a sonda redox
[Ru(NH3)e]Cls (Figura 7F) apresenta menor aumento nos valores de corrente em pH
4,5, corroborando as analises realizadas. As respostas eletroquimicas do eletrodo
modificado em pH 9,0 assemelham-se ao comportamento do PGE limpo. Portanto, o
material eletroativo depositado sobre a superficie do eletrodo na solu¢do com um valor

de pH de 0,5 é promissor para o desenvolvimento de biossensores.
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Figura 7. Voltamogramas ciclicos obtidos em PGEs, em solugdo aquosa, contendo 1,0 mM de 3-3-
AAFP em v =50 mV s, 20 ciclos, valor de pH: A) 0,5, B) 4,5 e C) 9,0. PGE limpo e PGEs modificadas

apos aplicagdo de 20 ciclos de potencial em solugdo com diferentes valores de pH, contendo 1,0 mM
de 3-3-AAFP av =50 mV s*. D) Em solucdo de 0,5 M a HCIO4av =50 mV s1. E) Em uma solugéo
contendo 5,0 mM de KsFe(CN)s a v = 100 mV s e F) [Ru(NHz)s]Clz a v = 100 mV s em meio KCI

0,5 M. As setas indicam a dire¢do e o aumento ou diminui¢do da corrente durante as varreduras. Fonte:

Proprio autor.
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4.6. Caracterizacao morfolégica de PGE modificado com poli(3-3-AAFP)

A Figura 8 mostra a andlise morfolégica para MEV ap6s modificacdes em
solugdes com diferentes valores de pH. A Figura 8A e a Figura 8B mostram, em
diferentes ampliacdes, o PGE limpo. A Figura 8C e a Figura 8D mostram a PGE ap0s
a polimerizacdo em meio acido (pH 0,5). Pode ser observado na Figura 8E e
Figura 8F, o PGE ciclado em solu¢gdo com um valor de pH de 4,5. Ndo h4 grande
quantidade de material, como visto no PGE modificado em solugdo com valor de
pH 0,5, com secBes de lascas de PGE expostas e secdes de revestimento,
corroborando os dados eletroquimicos, que sugeriram que haveria menos material
sobre a superficie. Por fim, na Figura 8G e na Figura 8H, que foram submetidas a
tratamento em meio basico (pH 9,0), as micrografias apresentam grande semelhanca
com as de PGE limpa, como ja indicado pelas respostas eletroquimicas. Assim,

confirmando que para maior modificacdo das PGEs, o valor de pH ideal é 0,5.
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4.7. Proposta de mecanismo de eletropolimerizacdo para o 3-3-AAFP

O efeito do pH no comportamento eletroquimico do mondémero foi avaliado para
iniciar o estudo de proposta do mecanismo de eletropolimerizagéo. Assim, solucdes
de 3-3-AAFP foram preparadas em tampao Britton-Robinson (BR), com valores de pH
variando de 2 a 10. O primeiro ciclo de potencial em cada solucéo foi registrado, e o
valor de pH foi relacionado ao respectivo pico anddico potencial (Epa) de 3-3-AAFP,
conforme mostrado na Figura 9A. Ha um deslocamento do Epa para potenciais menos
anodicos com o aumento do pH, apresentando linearidade entre os valores de pH 2 e
5. Apos o célculo da regresséo linear nesta regido de pH mais acido, obteve-se a
seguinte equacao y= 1,064 - 0,0613x, que pode ser comparada ao modelo tedrico da

equacao de Nernst (Equagéo 1).

E, = E° - 0,0592 () pH Equacio 1.

O valor da inclinacao obtido da reta experimental foi -0,0613, e o valor teérico
que indica a proporcdo prétons/elétrons envolvidos na reacédo € -0,0592 (GALUS,
1976). Assim, supBe-se que haja 0 mesmo numero de prétons e elétrons envolvidos
na oxidacao do 3-3-AAFP.

Para estimar o numero de elétrons envolvidos na reacdo e entender o
comportamento eletroquimico do mondémero em meio acido, foram realizados estudos
sobre o efeito da velocidade de varredura. Aplicou-se uma variagdo entre 10 e
1000 mV s¥, registrando um ciclo de potencial em solucdo de HCIO4 de forma
crescente, contendo 3-3-AAFP para cada velocidade, no mesmo eletrodo. Os valores
de Epa e corrente de pico anddico (lpa) foram coletados para andlise para fins de
caracterizacdo. Juntamente com o0s respectivos valores de velocidade de varredura,
foram aplicados alguns modelos matematicos que permitem chegar a um ndamero
estimado de elétrons.

O gréfico de Epa versus o log lpa da oxidacdo 3-3-AAFP (Figura 9B) oferece
informacdes sobre a reversibilidade do sistema. Segundo (BARD; FAULKNER, 2002),
o grau de reversibilidade do sistema pode ser calculado pela equagcédo anddica de

Tafel (Equacéo 2):

a=(1-x) Equacéo 2.

2,3RT
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Em que:

a = Inclinacdo da reta

« = Grau de reversibilidade do sistema.

F = Constante de Faraday (C mol?).
R = Constante dos gases (J K** mol?).

T = Temperatura (K).
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Obteve-se uma regressao linear representada pela equacao da reta y=-15,394
+ 11,014x. Usando Tafel anddico, o valor calculado foi, a = 0,349. O numero de
elétrons envolvidos na reacdo pode ser calculado a partir da Equacao 3 (LAVIRON,
1979).

_ 23RT
o (1—c)nF

Equacéo 3.

Em que:

a = Inclinacao da reta

o« = Grau de reversibilidade do sistema.
F = Constante de Faraday (C mol?).

R = Constante dos gases (J K** mol?).
T = Temperatura (K).

n = Numero de elétrons envolvidos na reagéo.

Obtida a regresséo linear representada pela equacao daretay = 0,826 +0,084x,
o n foi calculado como 1,081. O valor obtido indica que ha um elétron envolvido na

oxidagdo do mondémero 3-3-AAFP.
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Figura 9. Estudo do comportamento eletroquimico do 3-3-AAFP. A) Relagéo entre pH versus potencial
de pico obtido a partir de voltamogramas ciclicos registrados em 1,0 mM de 3-3-AAFP usando tampao
BR (0,4 M) como eletrdlito suporte sobre PGE, v = 50 mV s1. B) Relagdo entre o potencial de pico
versus o logaritmo da corrente e C) Relacdo entre o logaritmo da velocidade de varredura versus o
potencial de pico obtido a partir de voltamogramas ciclicos registrados em 1,0 mM de 3-3-AAFP,
utilizando solucao de &cido perclérico (0,5 M) como eletrdlito suporte sobre PGE em diferentes taxas
de varredura. Insets: equacdes obtidas por regressao linear. Fonte: Proprio autor.

O valor do potencial de pico obtido no primeiro ciclo de eletro-oxidagéo de 3-3-
AAFP foi plotado em relacdo ao valor de pH (Figura 9A), resultando em um
comportamento linear com uma inclinacdo de -0,061. Este valor sugere que a razao
entre o numero de prétons e elétrons envolvidos na eletro-oxidacao do 3-3-AAFP é de
1:1, de acordo com a equacao de Nernst (GALUS, 1976; STEFANNE E SILVA et al.,
2020). A partir dos calculos realizados utilizando os modelos matematicos de Tafel e
Laviron (BARD; FAULKNER, 2002; LAVIRON, 1979), o numero de elétrons assumidos
foi igual a 1.
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A condicao ideal para a polimerizacao foi observada em meio acido (pH 0,5),
permanecendo protonados os grupos -COOH e -NHz. Assim, a eletropolimerizacéo
comeca com a aplicacdo de potencial suficiente para remover um elétron do 3-3-
AAFP, e a oxidacao eletroquimica ocorre com a perda de um proton, gerando o cation
radical (Figura 10). O cétion radical é estabilizado por suas respectivas estruturas de
ressonancia (Passo 1). As estruturas de ressonancia mostram as possibilidades do
elétron desemparelhado (SANTOS et al.,, 2019) nos carbonos aroméaticos nas
posicdes 2, 4 e 6. O impedimento estérico causado pelos grupos funcionais
impossibilita o crescimento do polimero no C2 (Passo 1 d). As outras possibilidades
de acoplamento sdo no C4 (Passo 1 b) e no C6 (Passo 1 c).

Stéfanne e Silva et al., propuseram duas posic¢des preferenciais para o acido 3-
hidroxibenzdico, orto e para, para o grupo hidroxila, a posi¢ao orto é improvavel devido
ao maior impedimento estérico causado, como mostra o Passo 2. No Passo 3, outra
forma plausivel é apresentada pelo acoplamento entre dois cations radicais no C6.
Propde-se (em relagéo ao grupo amino) um mecanismo semelhante ao relatado para
0 &cido m—aminobenzéico (ROSTAMI; OMRANI; HAMEDIAN, 2013). Através do
dimero, que pode ser girado, é gerado um trimero, seguindo o0 mesmo mecanismo
(Passo 4), e sucessivamente a reacao se repete, levando a formacéo de um tetramero

até formar cadeias mais longas de oligbmeros, caracterizando um polimero.
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Figura 10. Proposta de mecanismo para eletropolimerizacao do 3-3-AAFP. Fonte: Proprio autor.
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4.8. Caracterizacao por espectroscopia de FT-IR

O monémero e o material polimérico, foram avaliados pela técnica de FT-IR. O
espectro do monoémero (Figura 11A) foi comparado ao espectro do material
eletropolimerizado (Figura 11B). A complexidade do espectro obtido para o
mondmero corresponde aos diferentes grupos funcionais (-NHz, -COOH) e o anel
aromético na molécula. A absorcdo na regido de 3400 cm™ estd associada as
vibragfes de deformacéo axial N-H da amina priméria aromética. Portanto, as bandas
de 3374 cm ! e 3353 cm! séo atribuidas a eles. Corroborando isso, a banda de 1590
cm® corresponde a deformacéo angular simétrica no plano N-H. Observa-se na regiéo
entre 3300 a 2500 cm * um complexo e amplo conjunto de deformacdes relacionadas
a ligagdo O-H presentes em &acido carboxilicos. Entre 3100 a 3000 cm, ha a
contribuicdo das bandas de absorcao referentes ao estiramento da ligacdo C-H dos
compostos aromaticos. Na regido entre 1300 e 1050 cm, a presenca de bandas
estreitas e intensas pode estar relacionada a ligacdo C-N (MURRAY; EWING;
DURST, 1987). Bandas intensas em 1690 cm® e 1230 cm'! sdo observadas,
atribuidas ao estiramento das ligacbes C=0 e C-O do &cido carboxilico,
respectivamente. As bandas em 1450 e 1420 cm estdo associadas ao estiramento
das ligacGes C=C do anel aromatico. A regido entre 932 a 695 cm apresenta uma
diversidade de bandas, que podem ser atribuidas a deformacdes angulares das
ligacdes C-H devido a estrutura aromatica do monémero (DONALD L. PAVIA, GARY
M. LAMPMAN, GEORGE S. KRIZ, 2015; SANTOS et al., 2019).
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Figura 11. Espectros de infravermelho (FT-IR) obtidos do mondmero (3-3-AAFP) e do polimero (poli(3-

3-AFP)), resolucdo de 4 cm?, 64 varreduras. Fonte: Préprio autor.
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Em relacdo ao material polimérico, o espectro apresenta variacdes notaveis
quando comparado ao espectro do monémero. O desaparecimento das bandas
referentes a deformacéo axial N-H das aminas aromaticas primarias em torno de 3400
cm d& origem a uma banda larga, atribuida a deformagéo axial do O-H associado.
Isso indica o envolvimento no processo de eletropolimerizacdo, no qual a amina
primaria é convertida em uma amina secundaria. A banda forte entre 1150 e
940 cm ! com pico maximo em 1050 cm™ presente apenas no espectro polimérico
corrobora a andlise, uma vez que a banda é atribuida a caracteristica de deformacgéo
axial assimétrica C—N-C das aminas secundarias (MOVASAGHI; REHMAN; UR
REHMAN, 2008; SANTOS et al., 2019). Pode-se observar a presenca de bandas
préoximas a 1600, 1500 e 1450 cm referentes aos trechos C=C do anel aromatico,
preservados na estrutura. Comumente, a banda C=0 em acidos carboxilicos esté
presente em cerca de 1760 cm™. As ligacdes de hidrogénio e a ressonancia
enfraguecem a ligacdo C=0, resultando em uma mudanca na absorcdo para
frequéncias mais baixas. Isso explica as respostas entre 1710 e 1690 cm™ para
polimero e mondmero (SOARES et al.,, 2019). A caracterizacao eletroquimica em
sonda redox corrobora com os espectros de FT-IR com a persisténcia de grupos
- COOH, indicando, conforme proposto no mecanismo, que este grupo nao esta
envolvido no processo de polimerizacdo. A presenca da banda C — N — C no espectro
FT-IR também é um forte indicio de que o mecanismo de eletropolimerizacao ocorre,
conforme proposto. Assim, o filme polimérico poli(3-3-AAFP) possui as caracteristicas
desejadas para ser utilizado como parte crucial do desenvolvimento do biossensor,
possuindo grupos -COOH disponiveis para ligacdo covalente com avidina,

posteriormente responsavel pela interacdo com os peptideos biotinilados.

4.9. Desenvolvimento do biossensor

A imobilizacdo da avidina sobre o eletrodo modificado foi possivel apds os
estudos de polimerizacdo do monOGmero e caracterizagdo do polimero. O PGE
modificado (PGE/poli(3-3-AAFP)) mostrou uma diminuicdo na corrente de pico
(Figura 12A) devido a repulséo eletrostatica entre os anions [Fe(CN6)] e os anions
carboxilato do poli(3-3-AAFP)), como confirmado pelo aumento do semicirculo (Rct)
no diagrama de Nyquist (Figura 12B). O PGE/poli(3-3-AAFP) ativado com EDC/NHS
antes da imobilizacdo da sonda também foi testado (PGE/poli(3-3-AAFP)/EDC-NHS).
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A corrente aumentou (Figura 12A) e a resisténcia diminuiu (Figura 12B) em relagéo
ao eletrodo modificado, indicando a ativacdo bem-sucedida dos grupos carboxilato,
com a formagdo de um intermediario neutro, causando menor repulsédo elétrica da
sonda. Com a ligacao da avidina (PGE/poli(3-3-AAFP)/EDC-NHS/Avd), a resisténcia
a transferéncia de elétrons foi novamente prejudicada. Este fato pode ser observado
a cada etapa, apos o bloqueio com glicina (PGE/poli(3-3-AAFP)/EDC-NHS/Avd/Gly) e
principalmente apdés a interacdo com os peptideos Biotina-C3 (PGE/poli(3 -3-
AAFP)/EDC-NHS/Avd/Gly/PEPC3) e Biotina-H2  (PGE/poli(3-3-AAFP)/EDC-
NHS/Avd/Gly/PEPH?2).
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Figura 12. Caracterizagéo eletroquimica das etapas de construgao do biossensor. A) Voltamogramas
de onda quadrada registrados em solu¢cédo aquosa de KCI (0,5 M) contendo KsFe(CN)s (5,0 mM) em
f=80 s71, a = 50mV e AE =2mV. B) Diagramas de Nyquist de dados obtidos por EIE registrados em
solugéo aquosa de KCI (0,5 M) contendo KsFe(CN)s (5,0 mM), linhas sélidas representam o ajuste do

circuito aos dados experimentais. Fonte: Préprio autor.
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Os dados experimentais de EIE para etapas de modificacdo de PGE para
desenvolvimento de biossensores foram simulados e ajustados pelo circuito de
Randle descrito como ([Rs (QdI [RctW])).

A diminui¢cdo da corrente pode ser explicada pelo acimulo de cargas negativas
presentes, causando uma barreira para os anions [Fe(CN6)]=. Ficou claro que o
processo de imobilizacdo ocorreu e que as técnicas de VOQ (baseado na diminuicao
da corrente anibnica da sonda) ou EIE (baseado no aumento da resisténcia de
transferéncia de carga) podem ser usadas para analise de biossensores. A técnica
VOQ foi escolhida para novos experimentos por proporcionar analises rapidas com
calculos matematicos mais simples e apresentar resultados com alta sensibilidade e
reprodutibilidade.

A seletividade, repetibilidade e estabilidade do biossensor foram investigadas.
O biossensor foi incubado com amostras de soro de pacientes com DBM para
confirmar a seletividade da plataforma. Foi possivel diferenciar a resposta observada
em amostras de DBM de amostras de CM, sugerindo que o processo de interacao
entre os peptideos e o0 alvo é bastante especifico, o que indica que o biossensor possui

boa seletividade, para os peptideos a Biotina-C3 e Biotina-H2, conforme mostra a

Figura 13.
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Figura 13. Investigacéo da seletividade do biossensor em pools soroldgicos de pacientes com DBM e
CM, A) Peptideo Biotina-C3 e B) Peptideo Biotina-H2. Voltamogramas de onda quadrada registrados
em solucéo aquosa de KCI (0,5M) contendo KsFe(CN)s (5,0 mM) em =80 s, a=50mV e AE=2mV.

Fonte: Préprio autor.

Amostras de pool soroldgico positivo para CM foram detectadas com sucesso
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em trés eletrodos diferentes por 3 dias (n = 9) sob as condicBes otimizadas, com
valores de desvio padréao relativo (RSD) de 3,23% para o peptideo Biotina-C3 e 3,92%
para o0 peptideo Biotina-H2 (Figura 14). O sistema também apresentou
reprodutibilidade para deteccdo em amostras de soro de pacientes com CM.

A repetibilidade de SPE/poli(3-3-AAFP)/EDC-NHS/Avd/Gly contendo o0s
peptideos Biotina-C3 e Biotina-H2 separadamente foi investigada em amostras de
pool sorolégico de CM, que foram detectadas com sucesso em trés eletrodos

diferentes por 3 dias (n=9), em condi¢des otimizadas.

Il pia1 = pia2 EA pias
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Figura 14. Estudo da repetibilidade do biossensor com peptideo Biotina-C3 e peptideo Biotina-H2 em

pool soroldgico de pacientes com CM. Fonte: Proprio autor.

Os SPE/poly(3-3-AAFP)/EDC-NHS/Avd/Gly contendo os peptideos Biotina-C3
e Biotina-H2 separadamente foram armazenados a -8,0 °C, e a estabilidade foi
analisada uma vez por semana durante 60 dias, em triplicata, como mostrado na

Figura 15.
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Figura 15. Estudos de estabilidade de armazenamento de biossensor com A) Peptideo Biotina-C3 e

B) Peptideo Biotina-H2 por 60 dias a -8°C. Fonte: Préprio autor.

Apenas uma pequena perda de atividade foi detectada. O dispositivo manteve
96,80% da resposta inicial para Biotina-C3 e 97,18% para Biotina-H2. A estabilidade
a longo prazo pode ser esperada devido a imobilizagdo covalente da avidina no
eletrodo modificado e a alta afinidade do complexo avidina/biotina, que pode evitar a
perda de peptideos apos 0 armazenamento. A pequena perda pode estar relacionada
a possibilidade de degradacdo dos componentes do biossensor, uma vez que as
moléculas foram imobilizadas sobre a plataforma na auséncia de qualquer agente

estabilizador ou antioxidante.

4.10.Analise da curva ROC

O teste em pool foi preparado para fins de padronizacado. Inicialmente, para
confirmar a seletividade, as analises de ELISA (Figura 16A) foram comparadas com
os resultados do biossensor (Figura 16F). Ambos os peptideos Biotina-C3 e Biotina-
H2 discriminaram significativamente os dois grupos com p = 0,021 e p = 0,037,
respectivamente, por ELISA. Utilizando o biossensor, além de discriminar os dois
grupos, os peptideos Biotina-C3 e Biotina-H2 apresentaram significancia estatistica
superior ao teste ELISA, com p < 0,0001 e p = 0,007.

Andlises de amostras de soro individuais foram realizadas para avaliar o
desempenho de ligacdo dos peptideos Biotina-C3 (Figura 16B) e Biotina-H2
(Figura 16C), usando soro de 118 pacientes divididos em DBM (n=37) e CM (n=81),

0s peptideos apresentaram reatividade diferencial entre pacientes com CM e aqueles
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com DBM, com significancia de p < 0,0001 e p = 0,0019, respectivamente, pelo ensaio
ELISA. A curva ROC para CM versus DBM foi significativa para ambos os peptideos
e, de acordo com os valores de AUC, os peptideos Biotina-C3 e Biotina-H2
alcancaram valores moderados de precisédo global, indicando que podem distinguir
amostras positivas de negativas (Swets, 1988). O peptideo Biotina-C3 (Figura 16D)
apresentou AUC = 0,771, sensibilidade = 97,53%, especificidade = 59,46% e precisao
=84,74% e o peptideo Biotina-H2 (Figura 16E) AUC = 0,677, sensibilidade = 98,77%,
especificidade = 32,43% e acuracia = 77,96%.

Os peptideos Biotina-C3 e Biotina-H2 também foram testados contra amostras
de soro individuais usando o biossensor. A reatividade do biossensor com o0s
peptideos Biotina-C3 (Figura 16G) e Biotina-H2 (Figura 16H) também diferenciou
pacientes com CM daqueles com DBM com significancias de p < 0,0001 e p = 0,011,
respectivamente. A curva ROC para CM versus DBM foi significativa para ambos o0s
peptideos. Além disso, os valores de AUC alcancaram valores de alta precisao global,
indicando que podem distinguir eficientemente amostras positivas de negativas
usando o biossensor eletroquimico. O peptideo Biotina-C3 (Figura 16l) mostrou
AUC = 0,951, sensibilidade = 100,00%, especificidade = 75,00% e precisédo = 83,33%
e o0 peptideo Biotina-H2 (Figura 16J) AUC = 0,806, sensibilidade = 91,67%,
especificidade = 41,67 % e precisdao = 70,83 %. Os resultados confirmam, por
comparacdo com o método ELISA, o potencial dos peptideos para caracterizar
amostras de pacientes com CM utilizando o biossensor.
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Figura 16. Andlise do desempenho de ligacao dos peptideos Biotina-C3 e Biotina-H2 a amostras soroldgicas de pacientes. A) Ensaio ELISA mostrando a reatividade dos
peptideos Biotina-C3 e Biotina-H2 contra soro de pool de pacientes com cancer de mama (CM) e doenga benigna da mama (DBM). B) Ensaio ELISA mostrando a reatividade
do peptideo Biotina-C3 contra soro de pacientes com DBM (n=37) e CM (n=81), analisados individualmente. C) Ensaio ELISA mostrando a reatividade do peptideo Biotina-
H2 contra soro de pacientes com DBM (n=37) e CM (n=81), analisados individualmente. D) Curvas ROC (DBM x CM em ELISA), para o peptideo Biotina-C3. E) curvas
ROC (DBM x CM em ELISA), para o peptideo Biotina-H2. Os valores de absorbancia foram registrados em 492 nm. F) indice de reatividade do biossensor obtido dos
peptideos Biotina-C3 e Biotina-H2 contra soro de pool de pacientes com DBM e CM. G) Reatividade do peptideo Biotina-C3 contra soros de pacientes com DBM (n=12) e
CM (n=12), analisados individualmente por biossensor. H) Reatividade do peptideo Biotina-H2 contra soros de pacientes com DBM (n=12) e CM (n=12), analisados
individualmente por biossensor. 1) curvas ROC (DBM x CM em Biossensor) para peptideo Biotina-C3 e J) curvas ROC (DBM x CM em Biossensor) para peptideo Biotina-
H2. A significancia estatistica foi calculada usando o teste de Mann Whitney. p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***), p<0,0001 (****). Fonte: Proprio autor.
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4.11.Caracterizacao dos subtipos moleculares de CM

Os tumores de mama sao classificados molecularmente, o que define o
prognostico e orienta as decisdes quanto as estratégias terapéuticas. Portanto,
analisar o comportamento desses peptideos em subtipos moleculares € interessante
pela possibilidade de otimizar o manejo dos pacientes. Os peptideos Biotina-C3 e
Biotina-H2 ligaram-se significativamente mais as células de CM luminais. O principal
tratamento para este subtipo de CM € a terapia hormonal. No entanto, muitos
pacientes sao refratarios ao tratamento devido a ativacdo de rotas de fuga que
promovem a resisténcia e a sobrevivéncia das células tumorais, tornando a doenca
mais agressiva. A terapia hormonal € uma estratégia difundida e padronizada para
pacientes RE-positivos, que sdo negligenciados na busca de novas abordagens
terapéuticas. Portanto, uma caracterizacdo refinada € essencial para entender o
comportamento desses tumores, possibilitando o diagnéstico de resisténcia em
estagio inicial ou substituindo/complementando os tratamentos atuais.

O peptideo Biotina-C3 néo diferenciou os quatro principais subtipos
moleculares de CM (LA, LB, HER2+ e TN) usando o ensaio ELISA (Figura 10A). No
entanto, entre os tumores luminais, este peptideo diferenciou o LA p53-negativo de
LA p53-positivo (p = 0,0033) e LB HER2- positivo de LB HER2-negativo (p = 0,0223),
evidenciado na Figura 17B e Figura 17C. Esses resultados n&o foram observados
para o peptideo H2. Os pontos de corte foram definidos com base na maior
especificidade, pois testes especificos sédo utilizados para confirmar o diagndstico e,
mais precisamente, a auséncia da doenca. As curvas ROC foram significativas para
LA p53-negativo versus LA p53-positivo (Figura 17D) com AUC = 0,886, sensibilidade
= 63,64%, especificidade = 87,50% e precisao = 75,00%. LB HER2-positivo versus LB
HER2-negativo (Figura 17E) com AUC = 0,748, sensibilidade = 50,00%,
especificidade = 86,67% e precisao = 68,96%.

O biossensor com o peptideo Biotina-C3 também mostrou reatividade
diferencial entre LA p53-negativo e LA p53-positivo (p = 0,0415) (Figura 17F), com
AUC = 0,748, sensibilidade = 50,00%, especificidade = 100,00% e precisao = 75,00%
(Figura 17H). Finalmente, entre LB HER2-positivo e LB HER2-negativo (p = 0,0455)
(Figura 17G), os parametros foram AUC = 0,8333, sensibilidade = 66,67%,
especificidade = 100,00% e precisao = 83,3 3% (Figura 171). Esses dados confirmam

gue o biossensor tem potencial para caracterizagdo molecular de subtipos de CM.
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Figura 17. Analise do desempenho de ligacdo do peptideo Biotina-C3 a amostras sorolégicas de pacientes com cancer de mama (CM). A) Ensaio ELISA mostrando a
reatividade do peptideo Biotina-C3 contra soro de pacientes com CM categorizados de acordo com os subtipos moleculares: Luminal A (LA) (n=29), Luminal B (LB) (n=29),
com HER2-enriquecido (HER2+) (n=2) e triplo-negativo (TN) (n=6). B) Reatividade do peptideo Biotina-C3 contra soro de pacientes com CM LA categorizados de acordo
com o status de p53: LA p53-positivo (+) (n=8) e LA p53-negativo (-) (n=11). C) Reatividade do peptideo Biotina-C3 contra soro de pacientes com CM LB categorizados de
acordo com o status de HER2: LB HER2-positivo (+) (n=15) e LB HER2-negativo (-) (n=14). D) Curva ROC (LA p53+ x LA p53- em ELISA). E) Curva ROC (LB HER2+ x LB
HER2- em ELISA). Os valores de absorbancia foram registrados em 492 nm. F) indice de reatividade do biossensor obtido do peptideo Biotina-C3 contra soro de pacientes
com CM LA categorizados de acordo com o status de p53: LA p53+ (n=6) e LA p53- (n=6), e G) indice de reatividade do biossensor obtido do peptideo Biotina-C3 contra
soro de pacientes com CM LB categorizados de acordo com o status de HER-2: LB HER2+ (n=6) e LB HER2- (n=6). H) Curva ROC (LA p53+ x LA p53- em Biossensor).
I) Curva ROC (LB HER2+ x LB HER2- em Biossensor). A significancia estatistica foi calculada usando o teste de Mann Whitney. p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***),
p<0,0001 (****). Fonte: Préprio autor.
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5. Consideracoes Finais

Os peptideos Biotina-C3 e Biotina-H2, selecionados por PD, ligam-se
especificamente as células luminais de CM, podendo ser utilizados como interface de
reconhecimento biolégico em biossensores. Para isso, foi possivel a modificacdo de
eletrodos de carbono grafite com um polimero derivado de 3-3-AAFP. Com base em
estudos eletroquimicos, um mecanismo de polimerizacdo foi proposto e confirmado
por FT-IR. Um biossensor foi desenvolvido pela imobilizacdo dos peptideos
biotinilados Biotina-C3 e Biotina-H2 no sistema SPE/poli(3-3-AAFP)/avidina para a
deteccdo de marcadores tumorais de CM em amostras sorologicas.

O biossensor com peptideos sintéticos foi utilizado com sucesso para diferenciar
soro de pacientes com CM de DBM. Além disso, o peptideo Biotina-C3 caracterizou
os tumores LA de acordo com o status de p53 e LB de acordo com a expresséo de
HER2. Apos testes de otimizacdo, reprodutibilidade e estabilidade, o biossensor
apresentou resultados superiores em relacdo ao teste ELISA. A plataforma
desenvolvida neste trabalho é uma estratégia de operacdo simples com excelente
desempenho de ligagédo, que fornece uma nova alternativa para deteccédo de CM e
caracterizacdo molecular. Os experimentos futuros se concentrardo no estudo de um
namero maior de amostras andénimas, pois 0s peptideos sao elegiveis para entrar nos
estudos de Fase Il para avaliar a eficacia e seguranca de novos testes de diagnostico,
bem como para ajudar a identificar e corrigir eventuais limitagdes dos testes antes de
sua implementacdo em larga escala, tanto para o biossensor desenvolvido aqui,

guanto para o teste ELISA.
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1. Introducao

O CM é o tumor mais incidente na populacdo mundial, sendo a principal causa
de morte pela doenca em mulheres (SUNG et al., 2021). Foram contabilizados mais
de 2,2 milhdes de casos e cerca de 685 000 mortes em 2020 (WHO, 2023) e, para
2040, sao esperados, a cada ano, um aumento de 3 milhdes de novos diagndsticos e
mais de 1 milhdo de mortes (ARNOLD et al., 2022). O diagnéstico € rotineiramente
baseado em técnicas de imagem, como mamografia, ultrassonografia e/ou tomografia
computadorizada, 0os quais exigem o0 uso de instrumentacdo onerosa e pessoal
treinado, estando disponiveis apenas em instalacdes hospitalares. Assim, os dados
epidemioldgicos evidenciam as diferencas socioecondmicas e o acesso populacional
ao sistema de saude, com situacao alarmante em paises de média e baixa rendas,
onde o diagndstico tardio € mais prevalente, com altas taxas de mortalidade (WHO,
2023). De fato, € premente a necessidade de se desenvolver estratégias rapidas de
diagnéstico e monitoramento, visando sua aplicagdo ndo somente em centros de
atencdo primaria a saude, como também no leito de pacientes acometidos pela
doenca, otimizando seu acompanhamento (BERNABE-ORTIZ et al., 2021). Nesse
sentido, exossomos tém se apresentado como biomarcadores interessantes, uma vez
gue sao encontrados em amostras de facil acesso, viabilizando sua aplicagéo clinica
em doencgas neurodegenerativas (GAO et al., 2021; SAEEDI et al., 2019) e no cancer
(KELLER et al., 2011; WENG et al., 2021; YU et al., 2022, 2021)

Exossomos sdo um subconjunto de pequenas vesiculas extracelulares (30-200
nm) de origem endossomal, naturalmente liberadas pelas células (GURUNG et al.,
2021; THERY et al., 2018). Sua principal funcdo biologica esta relacionada aos
mecanismos de comunicacao intercelular, permitindo o transporte de proteinas
biologicamente ativas, biomoléculas e acidos nucleicos para as células receptoras
(MATHIEU et al., 2019; VALADI et al., 2007). Os exossomos podem ser encontrados
em diferentes fluidos biolégicos, como sangue (JOHNSEN et al., 2019), soro e plasma,
urina, suor ou leite materno (CAPPELLO et al., 2017). Sua composi¢cao bioquimica &
altamente complexa e inclui proteinas, lipideos, mMRNA e ncRNAs. Sua biogénese
endossomal (GURUNG et al.,, 2021; MATHIEU et al., 2019) |lhes confere uma
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composicao distinta de suas células progenitoras, o que torna necessario o estudo de
sua caracterizacdo molecular. Em relacéo aos biomarcadores de membrana, algumas
proteinas como as tetraspaninas (CD9, CD63 e CD81) sdo amplamente utilizadas
(ANDREU; YANEZ-MO, 2014; THERY et al., 2018), embora também encontradas em
membranas celulares (HEMLER, 2003).

O tamanho nanométrico dos exossomos demanda alternativas para sua
aplicacdo bioanalitica orientada para células e microparticulas como suporte sélido
tém sido exploradas. Como exemplo, a citometria de fluxo baseada em esferas
(PALLARES-RUSINOL et al., 2023; VOLGERS et al., 2017), utilizando exossomos
imobilizados em particulas magnéticas (MOURA et al., 2020) ou poliméricas
(LOZANO-RAMOS et al., 2015) é atualmente utilizada como o método padrao para a
andlise de receptores de proteinas de exossomos. Kits comerciais também estédo
disponiveis com base nesse conceito, como MACSPlex (Milteny Biotec, NW, DE) ou
Painel Human ProcartaPlex™ 6-Plex para Caracterizacdo de Exossomos por Luminex
(Thermo Fisher Scientific, MA, US). Esses métodos bioanaliticos multiplexados e de
alto rendimento exigem o uso de instrumentag&o especializada, onerosa e de bancada
(ou seja, citdmetro, leitor Luminex), impedindo, assim, a sua implementacdo em
ambientes com recursos limitados.

O ensaio ELISA também é rotineiramente usado como uma ferramenta padrao
e versatil para a quantificacdo de exossomos em biofluidos. (HARTJES et al., 2019;
PALLARES-RUSINOL et al., 2023). Além disso, a separacdo imunomagnética na
etapa de pré-concentracdo e purificacdo confere mais potencialidade e versatilidade
a técnica, denominada, assim, magneto-ELISA. O uso de particulas magnéticas (MPs)
modificadas com anticorpos em imunoensaios aumenta a eficiéncia de captura gracas
a sua maior mobilidade, simplificando também o protocolo experimental (LOGOZZ| et
al., 2020) Estudos anteriores demonstraram a aplicagdo do magneto-ELISA na
quantificacdo de exossomos com MPs modificadas com anticorpos (MOURA et al.,
2020), aptameros (CHENG et al., 2022; DONG et al., 2018), sondas lipidicas (WAN et
al., 2017; YANG et al., 2019) ou polimeros molecularmente impressos (YANG et al.,
2021). Nesse contexto, os peptideos surgem como uma alternativa aos anticorpos,
uma vez que apresentam menor custo e maior estabilidade. Desde a descoberta do
PD por Smith e Winter (SMITH, 1985), esta técnica tem sido empregada na triagem
de novos ligantes com alta afinidade e especificidade para um alvo de interesse
(PANDE; SZEWCZYK; GROVER, 2010; ZAMBRANO-MILA; BLACIO; VISPO, 2020).
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O PD tem se mostrado valioso na identificacdo de bioreceptores para aplicacbes em
biossensores (ESCOBAR et al., 2023; PELTOMAA et al., 2019; XU et al., 2021b) e
para a caracterizagdo de exossomos (MAISANO et al., 2022)

No presente estudo, investigamos a aplicacdo de um peptideo selecionado por
PD na identificacdo seletiva de exossomos de CM derivados das linhagens celulares
MCF-7, MDA-MB231 e SKBr3. Este peptideo foi anteriormente selecionado e
caracterizado, se mostrando promissor ao diferenciar amostras de soro humano de
pacientes com Doenca Benigna da Mama (DBM) e com CM, utilizando biossensor
eletroquimico (DA FONSECA ALVES et al., 2022).

Foi inicialmente conduzido um estudo protedmico para identificar possiveis
alvos do peptideo Biotina-C3 na superficie das membranas de exossomos da
linhagem MCF7. A ligacdo do peptideo aos exossomos foi validada por citometria de
fluxo utilizando MPs. Em seguida, um ensaio de magneto-ELISA foi realizado com o
peptideo Biotina-C3 como sonda de deteccdo, capturando exossomos com MPs
modificadas com anticorpos anti-CD63. Finalmente, um biossensor eletroquimico
também foi testado a partir do mesmo desenho experimental, a fim de detectar e

guantificar exossomos derivados de CM.
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2. Objetivos

O objetivo principal consistiu em investigar a aplicagdo de um peptideo
selecionado por PD na caracterizacdo e deteccédo seletiva de exossomos de CM
derivados das linhagens celulares MCF-7, MDA-MB231 e SKBr3.
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3. Material e Métodos

3.1 Reagentes e equipamento

Particulas magnéticas (MPs) Tosilativadas (Dynabeads M450 Tosilativadas)
adquiridas da Thermo Fisher Scientific. A estreptavidina marcada com Cy5 (strep-Cy5)
foi adquirida da Thermo Fisher Scientific. Para a quantificacdo ELISA, Poly-HRP
Streptavidin (polyHRP-strep) e kit de substrato Pierce TMB foram adquiridos da
Thermo Fisher Scientific. Para a quantificacdo da proteina, o kit Pierce BCA Protein
Assay foi adquirido da Thermo Fisher Scientific. Para lise celular e extracdo de
proteinas, o reagente NE-PER também foi adquirido da Thermo Fisher Scientific. Para
a cultura celular, o meio Dulbecco's Modified Eagle's Glutamax (DMEM) e soro bovino
fetal (FBS) foram adquiridos da Gibco (Thermo Fisher Scientific). A composi¢céo de
todos os tampdes e solucdes: fosfato de sédio dibasico fosfato de potassio dibasico,
cloreto de sodio, cloreto de potassio, acido bérico, glicina e albumina de soro bovino
(BSA), foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Merck KGaA, DE). Carbonato de sédio foi
adquirido da Panreac (ES), hidroquinona, peroxido de hidrogénio,
tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) Tween 20 foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(Merck KGaA, DE). Todas as solucdes foram preparadas com agua ultrapura MilliQ
(Millipore® System, resistividade 18,2 MQ-cm a 25 °C).

3.2 Culturade células

As linhagens celulares de CM MCF-7 (RE e RP positivas), MDA-MB231 (TN) e
SKBr3 (HER2 positiva) foram obtidas da American Type Culture Collection (ATCC) e
a linhagem de fibroblastos MRC-5 foi utilizada como controle negativo. A expansao da
populacédo celular foi realizada a partir de 5 x 10° células em uma flaconete T-175
contendo 35 mL de meio de cultura DMEM (Modificado de Eagle com Glutamax),
exceto para a cepa MRC-5, que utilizou o meio DMEM-a. Os meios foram
suplementados com 10% de soro fetal bovino deplecionado de exossomos e 100

U mL? de penicilina-estreptomicina. A temperatura foi mantida a 37°C em uma
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atmosfera de CO2 concentrado e umidade controlada (5%). Uma vez que as células
atingiram aproximadamente 95% de confluéncia no frasco T-175, o sobrenadante do

cultivo foi removido e armazenado a -20°C até o isolamento dos exossomos.

3.3 Extracao de proteinas

As proteinas da linhagem celular MCF-7 foram extraidas usando o Kit de
Reagentes NE-PER™ Nuclear e Citoplasmatico (Thermo Fisher Scientific™), de
acordo com as recomendacfes do fabricante. O sobrenadante do extrato de
membrana e citoplasma foi quantificado pelo método BCA (Ensaio de Proteina

Pierce™ BCA, Thermo Fisher Scientific) e armazenado a -80°C até o uso

3.4 Imunoprecipitacdo e Sequenciamento de Proteinas

O peptideo Biotina-C3 foi imobilizado em MPs (strep-MPs, Dynabeads MyOne
Streptavidin T1, Thermo Fisher Scientific™) para captura de proteinas. Foram lavados
trés vezes 150 pL de strep-MPs (0,1 mg pL™?) com 150 pL de tampéo fosfato salino
(PBS) 1x pH 7,4 (10 mM NazHPO4, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 1.8 mM KzHPOa),
usando um suporte de separacdo magnética. Em seguida, 2,0 ug de Biotina-C3 foram
adicionados e mantidos sob agitacdo suave por 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, foram realizadas trés lavagens com 150 pL de PBS 1x pH 7,4. Entao,
400 pg do extrato proteico da linhagem celular MCF-7 foram adicionados até um
volume final de 500 pL e mantidos sob agitacdo suave por 2 horas a temperatura
ambiente. Em seguida, foram levados para o separador magnético e lavados trés
vezes com 500 pL de PBS 1x pH 7,4.

As proteinas isoladas foram eluidas em 500 uL de glicina 0,2 M pH 2,2, sob
agitacdo suave a temperatura ambiente por 1 hora e, em seguida, conduzidas ao
separador magnético. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e
neutralizado com 0,05% de acido trifluoroacético (TFA). O mesmo procedimento foi
realizado, exceto pela adigdo do peptideo Biotina-C3, para obter uma amostra controle
para comparacao. As amostras foram congeladas a -80 °C e posteriormente

sequenciadas por espectroscopia de massas.

3.5 Digestdo em solucao e anélise LC-MS/MS
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As amostras (100 uL) foram evaporadas até secar em um speed-vac. Apos
resuspensdo em 100 pL de bicarbonato de amonio 20 mM, foram digeridas em
solucdo com tripsina. Os peptideos digeridos foram analisados em um espectrémetro
de massas. Cada amostra foi carregada em quantidades equivalentes a 125 ng
(amostra em branco) e 500 ng (MCF-7) no sistema cromatografico ACQUITY UPLC
M-Class, composto por uma coluna de armadilha C18 nanoEase M/Z Symmetry de
180 ym x 20 mm (Waters) conectada a uma coluna nanoEase M/Z HSS C18 T3 de 75
pm x 100 mm (Waters). A temperatura da coluna LC foi definida em 40 °C, a separacao
foi realizada a 0,5 yL min't em um gradiente de acetonitrila de 120 minutos, variando
de 3% a 40% (solvente A: acido formico 0,1%, solvente B: acetonitrila 0,1% &cido

formico, consulte a Tabela 1).

Tabela 1. Gradiente UPLC

Tempo (Min) % B
0 2
5 7
90 40
93 85
98 85
100 2
120 2

O sistema de MS usado foi um LTQ Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific™)
equipado com uma fonte de ions nanoESI. O MS foi operado no modo de ions
positivos com uma voltagem de spray de 1,8 kV. A analise espectrométrica foi
realizada em modo dependente de dados, adquirindo uma varredura completa
seguida de 10 varreduras MS/MS dos 10 sinais mais intensos detectados na varredura
MS da lista global. A varredura completa do MS (faixa de 400-1600 m/z) foi adquirida
no Orbitrap com uma resolucdo de 60.000. Os espectros MS/MS foram obtidos no
fons-trap linear.

Os espectros LC-MS/MS foram pesquisados usando o SEQUEST (Proteome

Discoverer v1.4, Thermo Fisher Scientific ™) com os seguintes parametros: tolerancia
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de massa de peptideo de 20 ppm, tolerancia de fragmento de 0,6 Da, a enzima
definida como tripsina e permissdo para até 2 clivagens perdidas, modificacdes
dindmicas de oxidacdo de metionina (+16 Da) e acetilacdo N-terminal (+42 Da) e
modificacao estatica de carbamidometilacéo de cisteina (+57 Da). O banco de dados
utilizado para a pesquisa foi criado pela combinacdo do banco de dados revisado
humano (Uniprot 08/2022) e do banco de dados de contaminantes prote6micos
(MaxQuant). Os resultados foram filtrados pelo rank de peptideo 1, confianca de
peptideo alta (1% FDR) e rank de motor de busca 1.

3.6 Docking molecular da ligacao proteina-proteina

Para simular o acoplamento de estruturas moleculares de proteinas com o
peptideo Biotina-C3 e para prever a afinidade de ligagdo dos complexos foi utilizado
o servidor online HDOCK blind coupling (http://hdock.phys.hust.edu.cn/). Foi realizado
o acoplamento macromolecular de modelos PDB de proteinas como receptores e com
a sequéncia do peptideo Biotina-C3 como ligante.

3.7 Isolamento e purificacdo de exossomos

Exossomos foram purificados do sobrenadante das linhagens de células de CM
MCF-7, MDA-MB231, SKBr3 e da linhagem de células de fibroblastos MRC-5 por
ultracentrifugacéo diferencial em cinco etapas, como descrito por (THERY et al.,

2018), com pequenas modificacBes, como mostrado esquematicamente na Figura 1.

Tampao

= » 300xg 10,000x g 100,000 x g 100,000 x g
D/< > v v
8// 5 min 30 min 60 min 60 min

-,
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300 Células

Células mortas

2000 grandes detritos j

10,000 Pequenos detritos

' Grandes e

médias VEs

100,000 Pequenas VEs

Velocidade de centrifugacéo

100 pm 10 um 1pm 200 hm 10 nm
Tamanho de particulas
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Figura 1. Esquema de isolamento de vesiculas extracelulares (VEs) do sobrenadante de cultura de
células de cancer de mama, utilizando ultracentrifugacéo diferencial. No sobrenadante da cultura de
células, sdo aplicadas etapas de centrifugacdo sequenciais (400, 2.000, 10.000 e 100.000 x g) para
separar as pequenas VEs, excluindo assim células, células mortas, detritos e VEs grandes e médias.

Criado com BioRender.com.

Os exosssomos foram centrifugados inicialmente a 400 g por 5 min (remocéao
de células em suspensao), 2000 g por 15 min e 10.000 g por 30 min (remog¢éo de
microvesiculas e detritos celulares). Em seguida, usando um ultracentrifugo, os
sobrenadantes foram ultracentrifugados a 100.000 g por 60 min. Finalmente, o
sobrenadante foi descartado gentilmente e os precipitados contendo exossomos
foram ressuspendidos em PBS 1x filtrado por esterilizagdo (0,22 pum), combinados e
a ultracentrifugacao foi repetida a 100.000 g. O precipitado resultante de exossomos
foi ressuspendido em PBS 1x filtrado por esteriliza¢do (0,22 um) (500 pL por 100 mL
de sobrenadante de meio de partida) e armazenado a -20 °C. Todas as etapas de

centrifugacéo e ultracentrifugacdo foram realizadas a uma temperatura de 4 °C.

3.8 Caracterizacdo de exossomos por NTA

Os exossomos purificados foram diluidos em solucdo tampéo PBS filtrada,
entre 100 e 500 vezes dependendo da concentracédo inicial da amostra, para estimar
a distribuicdo de tamanho e concentracédo de particulas por NTA utilizando o sistema
NanoSight LM10-HS com laser ajustado a 405 nm (NanoSight Ltd., Amesbury, UK).
O software NanoSight NTA analisou videos dos dados brutos em triplicata por 60 s a

25 frames s,

3.9 Imobilizagdo covalente de exossomos e anticorpos em particulas

magnéticas

Para a imobilizacdo de exossomos, foram utilizados dois métodos distintos. O
primeiro envolveu a imobilizagdo covalente direta de exossomos em particulas
magnéticas, enquanto o segundo envolveu a imobilizacdo covalente de anticorpos
para uma separacao imunomagnética adicional dos exossomos, conforme descrito a
sequir:

i) Imobilizacdo de exossomos: Os exossomos foram imobilizados utilizando
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particulas superparamagnéticas Dynabeads® M450 tosylactivated. O método
consistiu em adicionar 3,5 x 101° exossomos a 40 pL (1,6 x 107 MPs) de Dynabeads®
M450 tosilativadas. Para melhorar a cinética da rea¢éo, um tampao de borato 0,1 M
pH 8,5 foi adicionado para garantir a reacéo nucleofilica pelo grupo amina. A etapa de
incubacéo foi realizada durante a noite a 4°C com agitacdo suave. Apos isso, uma
solucéo de glicina 0,5 M foi adicionada e incubada por 2 horas a 25°C para bloquear
quaisquer grupos tosilativados remanescentes. Em seguida, as MPs modificadas com
exossomos foram ressuspendidas em 160 pL de solucdo tampéo PBS 10 mM para
obter 1 x 10® MPs por 10 pL. Curvas de calibracéo foram criadas utilizando 1 x 108
MPs por poco da placa e concentracées de exossomos variando de 3,9 x 10 a
2 x 107 exossomos L.

ii) Imobilizacdo de anticorpos: Foram adicionados 15 pg mL* de um anticorpo
especifico (antiCDX = antiCD9, antiCD63 e antiCD81, previamente otimizados) a
55 uL (2,2 x 107 MPs) de Dynabeads® M450 tosilativados. Para aumento da cinética
de reacao adicionou-se 0,1 M de tampéo borato pH 8,5. A etapa de incubacéo foi
realizada durante a noite, a 37°C, com agitacdo suave. As MPs modificadas com
anticorpos (anti-CD9, anti-CD63 e anti-CD81) foram entdo ressuspendidas em 220 pL
de solugédo tampéo PBS 10 mM (10 pL pogo™ para obter 1 x 108 particulas pogo™).

3.10 Caracterizacao de exossomos por citometria de fluxo utilizando particulas

magnéticas

A citometria de fluxo foi utilizada para caracterizar a capacidade do peptideo
Biotina-C3 em reconhecer alvos presentes na membrana dos exossomos derivados
das linhagens celulares de CM MCF-7, MDA-MB231 e SKBr3. Especificamente, o
comportamento e a diferenciagéo de exossomos imobilizados diretamente em MPs ou
capturados por receptores de tetraspanina CD9, CD63 e CD81 foram avaliados.
Assim, os exossomos derivados de células foram primeiramente imobilizados em MPs
(Figura 5) ou capturados por MPs modificadas com antiCD9 (Figura 6), antiCD63
(Figura 7) ou antiCD81(Figura 8), conforme detalhado no item 3.9. Em seguida, 100
UL de peptideo Biotina-C3 (2,0 ug poco™) foi adicionado por 1 hora com agitacéo
suave a 37 °C e lavado trés vezes com tampéao Tris 1x (0,1 mM Tris-HCI, 0,15 mM
NacCl), pH 7,4, contendo 0,5% BSA (200 uL poco1). Para deteccédo, 100 pL de strep-

Cy5 (2 ug mL?) foram adicionados e incubados por 30 min no escuro com agitacéo
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suave a 25 °C. ApoOs a captura dos exossomos, as MPs modificadas foram
ressuspendidas em 200 uL de Tris 1x contendo 0,5% BSA. O processo de separacao
magnética foi realizado apos cada etapa de incubacao ou lavagem, posicionando um
im&, sob a placa de microtitulagdo até que os pellets de MPs se formassem no canto

inferior, seguido da separacéo do sobrenadante.

3.11 magneto-ELISA

Foram utilizadas placas de microtitulacdo (96 pocos) para 0 imunoensaio
ativado por magnetismo. Os exossomos foram capturados usando MPs modificadas
com anti-CD63 (antiCD63-MPs), contendo 1x10® antiCD63-MPs poco™ e 100 pL de
exossomos variando as concentracées de 150 a 4,8 x 10% exossomos uL%, durante
30 min com agitacéo suave a 25 °C. Apés a incubacao, a solucao foi descartada, e a
placa foi lavada trés vezes com 200 yL pogo™ de solugdo de PBS 1x contendo 0,5%
BSA (PBS-BSA). Em seguida, o peptideo Biotina-C3 (2,0 pug poc¢o™) diluido em
solugcdo PBS-BSA foi adicionado e incubado por 1 hora a 37 °C. Os pogos foram entao
lavados trés vezes com PBS-BSA. O complexo foi marcado por strep-polyHRP
(100puL, 10 ng mL?) diluido em PBS-BSA e incubado por 1 hora a 37°C.
Posteriormente, os pocos foram lavados trés vezes com PBS-BSA e o kit de substrato
Pierce™ TMB foi adicionado (100 pL poco?) por 30 min a temperatura ambiente. A
reacao foi interrompida com 2,0 M H2SO4. Em seguida, o complexo de MPs foi
separado usando um separador de placas magnéticas de 96 pocos. Um precipitado
no fundo do poco é formado, seguido pela separacéo do sobrenadante. A absorbancia
da solucao foi lida em um leitor de microplacas a 450 nm. O processo de separacao
magnética foi realizado ap6s cada etapa de incubacao ou lavagem, posicionando um
separador de placas magnéticas de 96 poc¢os sob a placa de microtitulacdo até que

os pellets se formassem no canto inferior, seguido pela separacéo do sobrenadante.

3.12 Biossensor eletroquimico

Para deteccao eletroquimica, os exossomos (100 uL, variando a concentragéo
de 150 a 4,8 x 10° exossomos uL?) foram incubados com antiCD63-MPs (contendo
1x10°% antiCD63-MPs pocot) durante 30 min sob agitacdo suave a 25 ° C, seguido de
trés lavagens com PBS-BSA e adicdo do peptideo Biotina-C3 (2,0 ug poco?). O
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complexo foi marcado por strep-polyHRP (100uL, 10 ng mL!) diluido em PBS-BSA e
incubado por 1 hora a 37°C, seguido de trés lavagens com PBS-BSA. Posteriormente,
o precipitado de MPs foi transferido para a superficie de um eletrodo de trabalho
magnético (eletrodos de carbono screen-printed DRP-110 da Dropsens), esse
eletrodo é composto por tinta de carbono como eletrodo de trabalho (0,11 cm?), um
eletrodo auxiliar de carbono e um eletrodo de pseudo-referéncia de Ag. Foi
posicionado um ima de neodimio de 3 mm de didmetro abaixo do eletrodo de
trabalho). A leitura amperométrica foi realizada utilizando um potencial de -0,12 V (vs
pseudo-referéncia de Ag). Em tampao ePBS (0,1 M NazHPO4, 0,1 M KCI, pH 7.0.)
(150 pL) na presenca de peroxido de hidrogénio 2 mM, hidroquinona 2 mM, os
eletrodos foram descartados a cada medida. Uma corrente estacionaria reprodutivel
foi obtida apds 40 s. A corrente catddica gerada pelo monitoramento das espécies de
benzoquinona estd diretamente relacionada com a quantidade de exossomos
capturados. O processo de separacdo magnética foi realizado apds cada etapa de
incubacao ou lavagem, posicionando um separador de placa magnética de 96 pocos
sob a placa de microtitulacdo até a formacéo de precipitados no canto inferior, seguido
da separacdo do sobrenadante. Diferentes parametros do magneto-biossensor

eletroquimico foram previamente otimizados por nosso grupo.

3.13 Abordagens de biossensoriamento para a deteccdo de exossomos em

SOro

Para a avaliacdo do efeito de matriz os exossomos purificados das linhagens
celulares de CM MCF-7, MDA-MB231 e SKBr3 e de fibroblastos MRC-5, foram
adicionados em soro humano (centrifugado a 20.000 g). Soro humano sem adi¢cao de
exossomos foi usado como controle. Depois disso, um ensaio magneto-ELISA foi
realizado em placas de microtitulagdo de 96 pocos e envolveu as seguintes etapas:
Captura magnética dos exossomos com MPs modificadas com anti-CD63 (contendo
1 x 108 MPs modificadas po¢o™) e os exossomos (100 uL, nas concentracdes 6,0 X
10° e 4,8 x 10% exossomos poc¢o™t), foram incubados simultaneamente por 30 min com
agitacdo a 25 °C, seguido de trés etapas de lavagem com PBS contendo 0,5% BSA
(200 pL). Em seguida foi adicionado o peptideo Biotina-C3 (2,0 ug po¢o™) diluido em
solucdo PBS-BSA foi adicionado e incubado por 1 hora a 37 °C. Os pocos foram entéo

lavados trés vezes com PBS-BSA. O complexo foi marcado por strep-polyHRP
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(100pL, 10 ng mL?) diluido em PBS-BSA e incubado por 1 hora a 37°C. Os pocos
foram lavados trés vezes com PBS-BSA. As etapas posteriores de analises do ensaio
magneto-ELISA e biossensor eletroquimico foram realizadas como descrito nos itens
3.11e3.12

3.14 Analise estatistica
Os dados das curvas analiticas foram ajustados usando uma regressao nao

linear (Equacéo logistica de quatro parametros) no software GraphPad Prism 7 (San
Diego, EUA).
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4. Resultados e Discussao

4.1 Imunoprecipitacdo e Sequenciamento de Proteinas

Em estudo anterior, o peptideo Biotina-C3 foi utilizado com sucesso para
diferenciar soro de pacientes com CM de DBM. Porém seu alvo nédo foi descrito (DA
FONSECA ALVES et al., 2022). Sangue/soro s&o fluidos ricos em VEs (YANEZ-MO
et al., 2015) e, portanto, foi investigada a capacidade do peptideo Biotina-C3 em
reconhecer 0s exossomos de células tumorais mamarias.

No cancer, ha uma desregulacédo na biogénese de VES, com aumento de sua
liberacdo e alteracdo de seus componentes (JABALEE; TOWLE; GARNIS, 2018;
XAVIER et al., 2020). Nesse sentido, com o objetivo de caracterizar VES presentes no
secretoma de linhagens celulares de CM, foi realizada a identificacdo do possivel alvo
do peptideo Biotina-C3. A imunoprecipitacdo resultante da captura magnética em
extrato de proteinas de membrana e citoplasma da linhagem MCF7 foi analisada por
espectrometria de massas, com a remocao dos contaminantes mais prevalentes. Para
reduzir o nimero de alvos putativos, excluimos as proteinas presentes no controle
negativo contendo nanoparticulas magnéticas sem a presenca do peptideo
Biotina- C3.

Do total de proteinas identificadas, 223 foram excluidas da andlise por estarem
presentes nas duas amostras e 365 proteinas apresentaram alguma afinidade com o
peptideo Biotina-C3. Posteriormente, foram filtradas apenas proteinas de membrana,
com base nas informacBes de localizacdo subcelular disponiveis no UniProt
(COUDERT et al., 2023). O diagrama de Venn na Figura 2A evidencia 38 proteinas
presentes em membranas plasmatica e de organelas celulares das quais 27

apresentaram alguma interacéo pela analise de STRING (Figura 2B).
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Controle Biotina-C3

\/

Proteinas de membrana

Figura 2. Analise das proteinas identificadas por sequenciamento nas amostras de imunoprecipitadas
com o peptideo Biotina-C3. A) Diagrama de Venn das proteinas identificadas nas amostras: Controle
(azul), amostra contendo o peptideo Biotina-C3 (amarelo) e proteinas de membrana (verde). B) Analise
STRING de proteinas de membrana evidenciando as interacdes entre as proteinas de membrana. As
proteinas séo representadas como nos e as intera¢gdes como linhas. As linhas sdo codificadas por
cores, indicando o tipo de interacdo como fisica, regulacdo, coexpressao, entre outros. As proteinas
estdo agrupadas em clusters, com base na similaridade de suas interacdes. Fonte: Diagrama de Venn
obtido em (https://bicinfogp.cnb.csic.es/tools/venny); Analise STING obtida em (https://string-db.org/).

As proteinas identificadas estdo descritas na Tabela 2. Dentre as 38
identificadas, foram encontrados dados sugerindo e/ou relacionando 16 proteinas com
o CM, conforme a seguir:

A subunidade do complexo citocromo b-c1 Rieske, mitocondrial (UQCRFS1) é
essencial para a montagem do complexo ubiquinol-citocromo ¢ redutase. Este esta
envolvido na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial e na fosforilagéo oxidativa,
contribuindo para o surgimento e progressdao do CM (COUDERT et al., 2023;
KAMADA et al., 2022).

A Lisofosfatidilcolina aciltransferase 1 (LPCAT1) € uma enzima responsavel
pela sintese de fosfolipidios. Conforme indicado por (ABDELZAHER; MOSTAFA,
2015), a superexpressao da LPCAT1 esta relacionada ao aumento da atividade
proliferativa, ao RE e RP negativos, fatores associados a agressividade do CM.

Ndo ha evidéncias diretas que associam o0os membros da familia de
transportadores de soluto 25 (SLC25), incluindo SLC25A4/5/6/31, com o CM. No
entanto, sdo responsaveis pelo transporte de metabdlitos na membrana mitocondrial

interna e alteragcbes no metabolismo dessa organela, sendo este um hallmark
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estabelecido do CM (CHEN et al., 2022). A proteina mitocondrial de transporte de
tricarboxilato (SLC25A1) desempenha um papel importante na defesa antioxidante de
células malignas, representando um alvo promissor para terapias contra o CM
(HLOUSCHEK et al., 2018). Além disso, como mencionado em (LYTOVCHENKO;
KUNJI, 2017), as células tumorais da mama aumentam a expressao dos
transportadores de citrato, incluindo a SLC25A1, para atender suas demandas
energéticas (ZHANG et al., 2023). Finalmente, segundo (LIU et al., 2022), os
transportadores mitocondriais de ATP-Mg/fosfato codificados por SLC25A23 e
SLC25A24 também sdo conhecidos como transportadores mitocondriais de ligacao
ao célcio, com papel na tumorigénese (GAO et al., 2022).

Outra proteina identificada foi a Prominina-2 (PROM2). Seu valor progndstico
no CM é controverso (SAHA et al., 2020). Contudo, foi sugerido que a PROM2 € uma
proteina que responde ao estresse da ferroptose, podendo desempenhar um
importante papel no desenvolvimento e progressédo do cancer (BROWN et al., 2019).

A sideroflexina-2 (SFXN2) é uma das proteinas envolvidas na modulacéo da
homeostase do ferro (GUO et al., 2021), o qual encontra-se associado a patogénese
do CM (BROWN et al., 2020). Foi proposto que a SFXN2 seja um marcador biolégico
atil e possivel alvo terapéutico para pacientes com CM, significativamente associada
a um bom prognéstico em pacientes com CM (MON et al., 2019; YUAN et al., 2023).

O Fator de ribosilagédo Adp 6 como proteina de interacdo GTPase 5 (ARL6IP5),
de acordo com informacdes presentes no National Center for Biotechnology
Information, possui papel regulatério em células tumorais mamarias. E reportado que
a proteina ativadora de GTPase ARF ASAP1 esta presente em aderéncias focais e se
liga de maneira estavel a FAK, que, por sua vez, contribui para a metastase do CM
(LIU et al., 2002).

A subunidade f mitocondrial da ATP sintase (ATP5J) pode estar associada ao
CM, assim como mutagdes nos genes ATP6 e ATP8, que codificam a subunidade a
da F1Fo ATP sintase, da qual a ATP5J faz parte (PARK; BROWN; KIM, 2020). A
elevada expressao de proteinas que compdem o fator de montagem do complexo
mitocondrial | (MAS), incluindo as subunidades da ATP sintase, esta correlacionada
com um prognaostico desfavoravel em varios tipos de cancer. Ja a expressao reduzida
da subunidade B catalitica (B-F1-ATP sintase) encontra-se associada a progressao da
doenca, incluindo do CM (KIM et al., 2020).

O receptor de inositol 1,4,5-trifosfato tipo 3 (IP3R3) tem sua expresséao regulada
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por 17B-estradiol. O IP3R3 também regula a proliferacdo de células da linhagem de
CM MCEF-7 ao interagir com o canal de potassio BKCa dependente de Ca2+ (MOUND
et al., 2013). IP3Rs, especialmente o subtipo 3, sdo mediadores/marcadores de
carcinogénese mamaria (FOULON et al., 2022).

Existem evidéncias que associam o transportador de aminoacidos neutro B(0)
(SLC1A5 ou ASCT2) com o CM. De acordo com (BROER et al., 2019), o SLC1A5 é
frequentemente superexpresso nesses tumores.

A relacéo entre 0 MICOS13 e o CM é pouco conhecida, mas muta¢des em seu
gene codificante estdo associadas a problemas na mitocéndria (NICOLAS et al.,
2019). O complexo MICOS, do qual o MICOS13 faz parte, é importante na
manutencgao da forma e funcéo das cristas mitocondriais (KLEIN et al., 2020).

A proteina heme mitocondrial citocromo c1 (CYC1) é uma subunidade crucial
do complexo citocromo bcl, o qual desempenha um papel fundamental na cadeia
respiratoria mitocondrial. A desregulacdo dessa cadeia respiratoria ja foi relacionada
ao CM (KARLSSON et al., 2021; RAK et al., 2016). Além disso, (GRASSO et al., 2020)
destacam que a respiragcdo mitocondrial tem sido identificada como um possivel
mecanismo a ser modulado no tratamento do cancer.

A proteina chaperona ligadora de calcio, Calnexina (CANX) esta envolvida no
processo de enovelamento de proteinas e no controle de qualidade no reticulo
endoplasmatico (REZAUL et al, 2010). A resposta ao estresse do reticulo
endoplasmatico é ativada em células de CM, o que pode aumentar sua sobrevivéncia
e proliferacdo (ALLISON et al., 2020; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2023; REZAUL
et al., 2010). Além disso, CANX é superexpressa nos tecidos de CM, correlacionando-
se com o grau e o estagio do tumor (WHO, 2023).

Outra proteina identificada, a Derlin-1, foi descrita como superexpressa em
amostras de CM e como um potencial marcador para a doencga. Derlin-1 € conhecida
por sua atuacdo na degradacdo associada ao reticulo endoplasmatico (ERAD) e no
controle de qualidade de proteinas (HO-YEN; JONES; KERMORGANT, 2015; LIU et
al., 2020; SALHIA et al., 2014).

A proteina 1 do canal intracelular do cloreto (CLIC1) regula a formacédo de
aderéncias da matriz celular e a dindmica da membrana, processos importantes no
desenvolvimento e progressao do cancer (PENG et al., 2021). Além disso, (PERETTI
et al., 2015) relataram que o CLIC1 aumenta a corrente de cloreto nas células do CM,

sendo um potencial alvo terapéutico (SUH et al., 2005).
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MutacBes no gene que codifica para a subunidade 2 da citocromo ¢ oxidase
(MT-CO2) estdo associadas a menor sobrevida livre de doengca em pacientes com
leucemia mieloide aguda (WU, Sharon e colab., 2018). Além disso, muta¢gdes em outra
subunidade da citocromo c oxidase, a subunidade I (MT-COl1 ou MT-COI), sao
comuns em diversos tipos de cancer. Como o MT-CO2 é uma subunidade importante
na respiracéo celular, é possivel que influencie no desenvolvimento do CM (PEREZ-
AMADO et al., 2020; SINGH et al., 2019).

Assim, das proteinas identificadas, 11 apresentaram origem mitocondrial.
Considerando o papel das mitocéndrias na regulacdo metabdlica celular (CASSIM et
al., 2020; MARTINEZ-REYES; CHANDEL, 2021; MCANDREWS; KALLURI, 2019)
sugerimos que o peptideo Biotina-C3 identifica mitovesiculas e, portanto, alvos
relacionados a reprogramacao energética e ao estado redox das células, sendo um
possivel marcador de formacédo, progressédo e/ou metastase tumoral (CASSIM et al.,
2020; VASAN; WERNER; CHANDEL, 2020).

As proteinas mitocondriais podem representar até 10% do teor total de
proteinas de pequenas VEs que, quando derivadas de tumores como o CM, contém
componentes mitocondriais ndo identificados em amostras de controles saudaveis
(JANG et al, 2019; SCHWARZENBACH; GAHAN, 2021). Além disso, o
desenvolvimento de um método para o isolamento seletivo de mitovesiculas foi
descrito recentemente, o que possibilita a caracterizacdo in vivo de processos
biol6gicos que conectem a biologia de VEs, a dindmica mitocondrial e estratégias

terapéuticas e diagndsticas inovadoras (D’ACUNZO et al., 2021).

4.2 Docking molecular da ligacéo proteina-proteina

Para estudar a interagdo entre as proteinas sequenciadas e o peptideo
Biotina- C3, foi realizada uma simulacdo de docking molecular utilizando o servidor
online HDOCK. Essa ferramenta computacional permite prever a afinidade de ligacao
entre proteinas e ligantes, utilizando modelos PDB de proteinas como receptores e a
sequéncia do peptideo Biotina-C3 como ligante.

O HDOCK prevé, por meio de um algoritmo hibrido, as interacdes
intermoleculares na interface de duas proteinas (ou peptideos) complexadas. O
algoritmo HDOCK realiza um ajuste preciso considerando tanto o receptor quanto o

ligante como moléculas rigidas (YAN et al., 2020). Ap6s a simulacdo sao
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apresentados os valores de pontuacdo de docking e de confiangca. A pontuacao de
docking € calculada pela funcdo de pontuacao interativa baseada em conhecimento
ITScorePP ou ITScorePR. Uma pontuacdo de encaixe mais negativa significa um
modelo de ligacdo in silico mais possivel (YAN et al.,, 2020). J& a pontuacdo de
confianca foi definida conforme a pontuacdo de encaixe dos complexos proteina-
proteina no PDB, indicando a probabilidade de ligacdo de duas moléculas. Assim,
quando a pontuac¢do de confianca estava acima de 0,7 foi considerada muito provavel;
quando entre 0,5 e 0,7 foi definida como possivel e abaixo 0,5 como improvavel. No
entanto, a pontuacado de confianca deve ser usada com cuidado devido a sua natureza
empirica (YAN et al., 2020).

Os resultados do docking de interacdo entre o peptideo Biotina-C3 e as 38
proteinas identificadas por imunoprecipitacdo e sequenciamento estdo resumidos na
Figura 3. Suas energias de ligacao calculadas para as interacdes e as pontuacdes de
confiangca encontram-se na Tabela 2. Essa analise reforca os dados da
imunoprecipitagdo e sequenciamento, indicando a possivel interagdo entre o peptideo
Biotina-C3 e as 38 proteinas identificadas. Podemos destacar com maiores
pontuacBes a Subunidade c da citocromo oxidase (000483), subunidade do complexo
citocromo b-c1 Rieske, mitocondrial (P47985) ambas presentes na membrana interna
de mitocdndrias e Sinaptotagmina-1 estendida (Q9BSJ8) presente ha membrana de
reticulos endoplasmaéticos.

Também vale ressaltar a posicao de interacdo do peptideo Biotina-C3 com a
proteina considerando o impedimento estérico e a orientacdo da biotina presente na
extremidade Carbox-terminal do peptideo. Nesse sentido, € interessante e necessario
que a biotina esteja em um sitio estericamente livre para interagdo com moléculas de
estreptavidina para captura ou bioandlises. Destacam-se, portanto, as proteinas:
Subunidade da citocromo c¢ oxidase NDUFA4 (000483), Lisofosfatidilcolina
aciltransferase 1 (Q8NF37), Prominina-2 (Q8N271), Proteina transmembrana 205
(Q6UWSG8), Proteina B/C associada a proteina de membrana associada a vesicula
(095292), Sideroflexina-2 (Q96NB2), Proteina 1 da familia PRA3 (0075915), Cadeia
muito longa (3R)-3-hidroxiacil-CoA desidratase 3 (Q9P035), , Derlin-1 (Q9BUNS),
Esterol-4-alfa-carboxilato 3-desidrogenase, descarboxilante (Q15738), Subunidade
do receptor de importacdo mitocondrial TOM20 homologa (Q15388), Proteina
transportadora mitocondrial ligadora de calcio SCaMC-1 (Q6NUK1).
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Tabela 2. Resultados das simulacdes de interacao molecular por docking, utilizando o servidor HDOCK. Os resultados foram avaliados com base na pontuacao

de docking e na pontuacédo de confianca. Os valores apresentados correspondem as melhores pontuag@es obtidas nas simulagdes.

Item de Nome Pontuacéo de | Pontuacao Item de Nome Pontuacéo | Pontuacéo de
consulta| preferido docking de confianca consulta | preferido | de docking confianca
000483 NDUFA4 -321,67 0,9687 Q9P035 | PTPLAD1 -238,25 0,8538
P47985 | UQCRFS1 -288,73 0,9413 P05026 | ATP1B1 -232,79 0,8397
Q9BSJ8 ESYT1 -287,14 0,9395 P04844 RPN2 -231,90 0,8373
Q02978 | SLC25A11 -283,96 0,9358 Q8N766 EMC1 -231,40 0,8359
Q8NF37 LPCAT1 -282,82 0,9344 Q9UMO0O | TMCO1 -226,04 0,8207
P12235 SLC25A4 -280,71 0,9318 Q5XKPO | C190rf70 -224,28 0,8154
QINS69 TOMM22 -276,56 0,9263 Q96NB2 SFXN2 -222,94 0,8113
Q8N271 PROM2 -269,84 0,9166 Q96HS1 | PGAMS5 -222,94 0,8113
Q6UW68 | TMEMZ205 -265,59 0,9098 075396 | SEC22B -222,55 0,8102
A6NHS7 | MANSC4 -261,18 0,9023 P08574 CYC1 -221,11 0,8057
P53007 SLC25A1 -259,83 0,8999 pP27824 CANX -220,04 0,8023
095292 VAPB -259,31 0,8990 Q9POLO VAPA -217,64 0,7946
Q9UBX3 | SLC25A10 -252,36 0,8857 Q5JTV8 | TOR1AIP1 -216,07 0,7894
Q13724 MOGS -251,79 0,8845 Q9BUN8 | DERL1 -211,40 0,7735
075915 ARLG6IP5 -246,19 0,8726 Q15738 NSDHL -207,20 0,7584
P56134 ATP5J2 -245,91 0,8719 000299 CLIC1 -205,71 0,7529
Q14573 ITPR3 -242,27 0,8636 P00403 | MT-CO2 -205,57 0,7524
Q8TBP6 | SLC25A40 -240,03 0,8582 Q15388 | TOMM20 -197,56 0,7214
Q15758 SLC1A5 -238,77 0,8551 Q6NUK1 | SLC25A24 -176,23 0,6282
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000483 P47985 Q02978 Q8N271

Q13724

075915

Q15758 Q9P035

075396

QSITVS

Q1538 000299 P00403 Q15388

Figura 3. Estruturas de superficie mais provaveis obtidas por simulacdes de docking molecular para os complexos de proteinas com peptideo Biotina-C3.
Fonte: Préprio autor.
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4.3 Caracterizacdo de exossomos por NTA

A analise NTA de exossomos derivados das linhagens celulares MCF-7, MDA-
MB231, SKBr3 e MRC-5 revelou uma distribuicdo de tamanho similar. A Figura 4
apresenta os resultados para os exossomos das quatro linhagens celulares. O
histograma de distribuicdo de tamanho dos exossomos de MCF-7 mostra um pico
evidente em 145 nm e um pico menos intenso a 215 nm. No caso dos exossomos de
MDA-MB231, dois picos em 130 e 185 nm, e um pico menor em 295 nm
correspondente a pequenos agregados. Para SKBr3 o NTA revela um pico claro em
145 nm e outro menor em 255 e, para MRC-5 apresentou um pico em 125 nm e outro

menor em 285 nm. Além da distribuicdo de tamanho, a concentracdo de particulas

também foi estimada por NTA.

I 20x10° 23 20x10"
E E
& @
o 9 g
3 1,5x10" - w0 3 1,5x10"
Lo T L
b = =
8 3
-— 1,0x10" - - 1,0x10"° - w
o o
w )
O ©n
s 5,0210° © h 5,0x10°
- -~
[ [
® o 2
g :t g
o 0,04 — o 0,04
0 T T T T T T 0 T T T T T T
0 200 100 600 800 1000 0 200 400 600 200 1000
Tamanho (nm) Tamanho (nm)
1 3.0x10° 23 3.0x10"
£ SKBI13 £ ] MRC-5
e
@ 2,5%10" " E 2,5x10'"°
3 ’ RN
— 10 | R 10 |
% 2.0x10 £ 20x10
m B
o 1,5x10" = 1,5%10" -
o o l
T B Lox10"
@ 1-0x10 S L0x10°+
£ 2 = 1
@ 5.0x10°- @ 5.0x10° b
[+] o O
g S g 1 2 n
0,04 0.] =
0 T T T T T T T T T 0 (), T T T T T T T T
0 200 100 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Tamanho (nm) Tamanho (om)

Figura 4. Caracterizacdo por NTA de amostras purificadas de exossomos de linhagens celulares de
CM, MCF-7, MDA-MB231, SKBr3 e linhagem celular de fibroblastos MRC-5. A caracterizacdo NTA
analisou videos de dados brutos em triplicata durante 60 segundos com 25 quadros por segundo e a

temperatura da unidade de laser foi definida em 24,8°C. Fonte: Proprio autor.
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4.4  Caracterizacdo de exossomos por citometria de fluxo

A fim de avaliar a capacidade de reconhecimento do peptideo Biotina-C3 e a
presenca de alvos ligantes em exossomos derivados de diversas linhagens celulares,
incluindo MCF-7, MDA-MB231, SKBr3 e MRC-5, foram conduzidos ensaios em
citometria de fluxo. Nestes foram marcados exossomos imobilizados diretamente em
particulas magnéticas, conforme descrito anteriormente pelo grupo (MOURA et al.,
2020).

Na Figura 5 observa-se que o peptideo Biotina-C3 reconheceu alvos presentes
nos exossomos e apresentou um perfil diferencial entre as linhagens celulares, com
marcacao positiva de 99,0% nos exossomos derivados de MFC-7, 96,5% nos
exossomos derivados de MDA-MB231, 51,4% nos exossomos derivados de SKBr3 e
apenas 1,9% nos exossomos derivados de MRC-5. Os resultados também sé&o
apresentados em histogramas Figura 5B e Dot Blots na Figura 5C, juntamente com
um mapa de calor que representa a porcentagem de positividade.

Portanto, o peptideo Biotina-C3 reconhece alvos presentes em exossomos de
células de CM e de forma mais relevante, com maior intensidade nas linhagens MCF7
e MDA-MB231. Apesar de molecularmente distintas, a MCF7 é luminal e positiva para
RE e a MDA-MB231 é triplo-negativa, sendo que ambas sdo consideradas mais
agressivas e com maior potencial metastatico em comparag¢do com a SKBr3 (SAEZ;
MCGUIRE; CLARK, 1989; YORDANOVA; HASSAN, 2022). Sabe-se que células
tumorais com maior potencial metastatico tendem a produzir mais exossomos, o que
pode estar relacionado a disseminacao do tumor para outros érgaos (HUANG; DONG;
CHEN, 2022). Assim, sugerimos que existem mecanismos congruentes ao processo
metastatico de células de subtipos moleculares distintos de CM. Além disso, a
capacidade do peptideo em marcar apenas 0s exossomos derivados das células mais
agressivas e nao dos fibroblastos € interessante, uma vez que os fibroblastos estéo

presentes no microambiente tumoral (LI et al., 2021).
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Figura 5. Ensaio de citometria de fluxo baseado em particulas magnéticas para caracterizagao de exossomos derivados de linhagens celulares de cancer de

mama. A) mostra uma representacdo esquematica de particulas magnéticas covalentemente modificadas com exossomos derivados das linhagens celulares

de cancer de mama MCF-7, MDA-MB231 e SKBr3 e de fibroblastos MRC-5. Foi utilizado o peptideo Biotina-C3 e estreptavidina-Cy5. B) mostra os histogramas

de particulas magnéticas modificadas com exossomos derivados das células das linhagens de cancer de mama MCF-7, MDA-MB231 e SKBr3 e da linhagem

celular de fibroblastos MRC-5 com o peptideo Biotina-C3, marcado com estreptavidina-Cy5. C) mostra o grafico de pontos da andlise de citometria de fluxo

baseado em microesferas (B). Como controle negativo, foram utilizadas particulas magnéticas modificadas sem o peptideo Biotina-C3 para verificar a

especificidade da reacdo de imunoafinidade. Fonte: Proprio autor.
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As tetraspaninas sdo proteinas integrais da membrana que desempenham
funcdes cruciais no suporte estrutural de proteinas e ancoragem em membranas
celulares. Os exossomos expressam significativamente as tetraspaninas CD9, CD63
e CD81, que sao frequentemente utilizadas como biomarcadores de exossomos e
podem influenciar sua formacdo e composicdo (HEMLER, 2003). Assim, em um
segundo momento, foram utilizadas particulas magnéticas modificadas com
anticorpos anti-CD9 (Figura 6A), anti-CD63 (Figura 7A) e anti-CD81 (Figura 8A),
direcionando a captura para exossomos.

Observou-se que o peptideo Biotina-C3 reconheceu diferencialmente alvos
presentes nos exossomos conforme o anticorpo utilizado na captura e conforme a
linhagem celular. Para exossomos capturados com anti-CD9 obteve-se marcacao
positiva de 75,5% nos exossomos derivados de MFC-7, 46,9% nos ex0ossomos
derivados de MDA-MB231, 10,2% nos exossomos derivados de SKBr3 e 3,5% nos
exossomos derivados de MRC-5 (Figura 6). Para exossomos capturados com anti-
CD63 obteve-se marcacéo positiva de 92,4% nos exossomos derivados de MFC-7,
95,0% nos exossomos derivados de MDA-MB231, 0,37% nos exossomos derivados
de SKBr3 e 0,03% nos exossomos derivados de MRC-5 (Figura 7). Por fim, para
exossomos capturados com anti-CD81 obteve-se marcacao positiva de 74,1% nos
exossomos derivados de MFC-7, 11,4% nos exossomos derivados de MDA-MB231,
41,5% nos exossomos derivados de SKBr3 e 30,4% nos exossomos derivados de
MRC-5 (Figura 8).
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Figura 6. Ensaio de citometria de fluxo baseado em particulas magnéticas para caracterizagao de exossomos derivados de linhagens celulares de cancer de

mama. A) mostra uma representacdo esquematica de particulas magnéticas covalentemente modificadas com anti-CD9 para captura de exossomos derivados
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Figura 8. Ensaio de citometria de fluxo baseado em particulas magnéticas para caracterizagdo de exossomos derivados de linhagens celulares de cancer de
mama. A) mostra uma representagéo esquematica de particulas magnéticas covalentemente modificadas com anti-CD81 para captura de exossomos derivados
das linhagens celulares de cancer de mama MCF-7, MDA-MB231 e SKBr3 e de fibroblastos MRC-5. Foi utilizado o peptideo Biotina-C3 e estreptavidina-Cy5.
B) mostra os histogramas de particulas magnéticas modificadas com anti-CD81 para captura de exossomos derivados das linhagens de cancer de mama
MCF-7, MDA-MB231 e SKBr3 e de fibroblastos MRC-5 com o peptideo Biotina-C3, marcado com estreptavidina-Cy5. C) mostra o gréafico Dot Blots da analise
de citometria de fluxo baseado em particulas magnéticas (B). Foram utilizadas como controle negativo particulas magnéticas modificadas sem o peptideo

Biotina-C3 e exossomos para verificar a especificidade da reacao de imunoafinidade. Fonte: Préprio autor.
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Foram realizadas, com sucesso, duas abordagens de imunoseparacao
magnética: direta e indireta. Na abordagem direta, os exossomos foram capturados
em particulas magnéticas e marcados com peptideo Biotina-C3. J& na abordagem
indireta, os exossomos foram capturados por particulas magnéticas modificadas com
anticorpos e marcados com peptideo Biotina-C3 Figura 9.

Comparativamente, a imobilizacao direta apresentou um perfil semelhante a
marcacao utilizando anti-CD63. Contudo, é aplicavel apenas em experimentos de
caracterizagdo, uma vez que particulas magnéticas Dynabeads™ M-450
Tosilativadas sdo projetadas para se ligarem covalentemente aos grupos amino e
sulfidrila primarios disponiveis em biomoléculas (JACKSON et al., 1990). Portanto, em
uma amostra complexa, ndo é possivel direcionar a imobilizacdo apenas de
exossomos. Nesse sentido, a imobilizagdo de anticorpos que se ligam a essas VEs,
como as tetranspaninas CD9, CD63 e CD81, tem se mostrado aplicavel a fluidos
biolégicos (MOURA et al., 2020).

Direto Anti-CD9  Anti-CD63 Anti-CD81

01.90 03.50 00.03 30.40

MRC-5

MCEF-7

MDA-MB231

10.32 00.37

SKBr-3

Figura 9. Ensaio de citometria de fluxo baseado em particulas magnéticas para caracterizagao de
exossomos derivados de linhas celulares de cancer de mama. Mapa de Calor indicando porcentagem

de marcacdao positiva. Fonte: Préprio autor.
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Quando foi utilizada a abordagem indireta, o peptideo Biotina-C3 marcou
menos exossomos derivados da linhagem SKBr3, o que pode indicar a capacidade do
peptideo em identificar uma subpopulacdo de VEs especificas. Esses resultados
fornecem um direcionamento valiosos para a selecdo da melhor abordagem de
imunoseparacdo magnética para a analise de exossomos em diferentes linhagens
celulares. A marcacdo especifica do peptideo Biotina-C3 pode ser util para a
identificacdo de exossomos derivados de diferentes subtipos celulares, o que pode ter
implicacbes importantes na utilizacdo dessas vesiculas como biomarcadores em
diagnésticos e tratamentos de CM (BHARDWAJ et al., 2017). De fato, Mathieu et al.
(2021) apresentaram evidéncias de que as VEs portadoras de tetraspaninas,
especialmente CD9 e CD81, com pouca expressdo de CD63, tém origem
principalmente na membrana plasmatica, enquanto as que expressam CD63 com
pouco CD9 se formam em compartimentos internos e sdo caracterizadas como
exossomos (MATHIEU et al., 2021).

O estudo para avaliar a eficacia do peptideo Biotina-C3 na marcacdo de
exossomos, utilizando particulas magnéticas modificadas com anticorpos anti-CD?9,
anti-CD63 e anti-CD8, demonstrou que a abordagem utilizando o anticorpo anti-CD63
apresentou maior similaridade com o perfil de marcacéo obtido pela captura direta dos
exossomos, derivados das linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB231. Estes
resultados corroboram diretamente com nossos achados nas andlises de
imunoprecipitacdo e sequenciamento de proteinas, nos quais sugerimos que grande
parte dos alvos ligantes ao peptideo Biotina-C3 sdo proteinas de membranas de
organelas celulares, como mitocéndrias e reticulo endoplasmatico. Adicionalmente, o
experimento confirmou a eficacia do uso do anticorpo anti-CD63 na imunoseparacao
magnética dos exossomos, tornando-o a escolha adequada para o desenvolvimento

de abordagens bioanaliticas apresentadas a seguir.

4.5 magneto-ELISA

Foi, entdo, desenvolvido um método de deteccao de exossomos derivados das
linhagens celulares por magneto-ELISA. A Figura 10A apresenta um esquema do
processo de captura magnética e reacdo colorimétrica e na Figura 10B sao

demonstradas as curvas de calibracdo para exossomos derivados das linhagens de
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células de CM MCF-7, MDA-MB231, SKBr3 e da linhagem de células de fibroblastos

MRC- 5. As respostas de absorbancia registradas foram satisfatorias em termos de

intensidade.
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Figura 10. Ensaio magneto-ELISA para detec¢do de exossomos derivados das linhagens de células
de cancer de mama MCF-7, MDA-MB231, SKBr3 e da linhagem de células de fibroblastos MRC- 5
(controle). A) Imobilizagdo covalente de anti-CD63 em particulas magnéticas, seguida de marcacao
com o peptideo Biotina-C3 e marcacdo com Estreptavidina-poliHRP e rea¢&o colorimétrica com TBM
B) Valores de absorbancia registrados a 450 nm, variando a concentracdo exossomos de 150 a
4,8 x 10% exossomos pL™1, ajustados usando uma regressdo nao linear (Equacédo logistica de quatro

parametros) (n=3). Fonte: Préprio autor.

A curva analitica foi construida para diferentes concentracdes de exossomos.
As respostas de absorbancia foram ajustadas usando uma regressdo nao linear
(Equacéo logistica de quatro parametros), na faixa de concentragdo de 150 a
4,8 x 10° exossomos pL="'. Os limites de deteccdo (LOD) foram calculados através da
interpolacdo na curva com o valor do Branco+(3*SD), sendo o LOD de
330 exossomos L™ (r?=0,9928), LOD de 388 exossomos pL™' (r°=0,9904) e LOD
473 exossomos PL™' (r?=0,9708) para exossomos derivados das linhagens MCF-7,
MDA-MB231 e SKBr3, respectivamente.

Os resultados mostraram que a linhagem MCF-7 apresentou o menor LOD
(330 exossomos pL™') em comparacdo com as outras duas linhagens celulares. Isso

sugere que a linhagem MCF-7 libera mais exossomos do que as outras linhagens, o
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gue pode ter implicacdes quanto ao seu potencial metastatico. Estudos anteriores ja
mostraram que 0S exossomos liberados por células tumorais podem conter
informacdes progndsticas valiosas, incluindo proteinas, acidos nucleicos e outros
biomarcadores que podem ser usados para avaliar a agressividade do tumor e prever
a progressdo da doenca (WANG et al., 2022b). Sugerimos que nossa abordagem
utilizando o peptideo Biotina-C3 seja aplicavel, e necessita ser testado em diferentes

plataformas

4.6 Magneto-biossensor eletroquimico

O biossensor eletroqguimico baseado em particulas magnéticas foi entdo
construido e testado primeiro em exossomos derivados das linhagens celulares de
CM MCF7, MDA-MB231, SKBr3 e de fibroblastos MRC-5. A Figura 11 mostra os
graficos de calibracdo de exossomos previamente purificados por ultracentrifugacao
(variando de 150 a 4,8 x 10° exossomos pL?, determinados por NTA) em um tamp&o
PBS. A Figura 11A apresenta um esquema do processo de captura magnética e
deteccdo eletroquimica. A Figura 11B apresenta 0 comportamento dos
cronoamperogramas registrados utilizando exossomos derivados da linhagem celular
MCF-7. Por fim, a Figura 11C apresenta e compara as curvas de calibracdo para
exossomos derivados de cada linhagem. As respostas eletroquimicas mostraram um

bom desempenho analitico.
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Figura 11. Biossensor eletroquimico para detec¢éo de exossomos derivados das linhagens de células
de cancer de mama MCF-7, MDA-MB231, SKBr3 e da linhagem de células de fibroblastos MRC-5.
A) Imobilizagdo covalente de anti-CD63 em particulas magnéticas, seguida de marcagdo com o
peptideo Biotina-C3 e marcacdo com Estreptavidina-poliHRP B) Comportamento dos
cronoamperogramas em ePBS na presenca de perdxido de hidrogénio 2 mmol L1, hidroquinona 2 mM
e HRP como marcador enzimético para o biossensor, aplicando um potencial de -0,12 V vs. pseudo-
referéncia de Ag. O eletrodo foi descartado a cada experimento. C) Valores de corrente registrados a
40 s, variando a concentracdo exossomos de 150 a 4,8 x 10% exossomos PL™' em tampédo ePBS,
ajustados usando uma regresséo nao linear (Equacéo logistica de quatro parametros) (n=3). Fonte:

Préprio autor.

A realizacdo da separacdo magnética de exossomos com base no anti-CD63,
seguida da deteccdo eletroquimica usando estreptavidina-poliHRP é mostrada na
Figura 11C. Os limites de detecc¢éo (LOD) foram calculados através da interpolagéo
na curva com o valor do Branco+(3*SD), sendo o LOD de 175 exossomos L™
(r°=0,9907), LOD de 189 exossomos pL™" (r?=0,9914) e LOD 262 exossomos L™
(r>=0,9809) para exossomos derivados das linhagens MCF-7, MDA-MB231 e SKBr3,
respectivamente, sendo o menor LOD para a linhagem MCF-7 como esperado.

Esses valores representam uma melhoria em relacdo aos LODs obtidos por

biossensor baseado na transferéncia de energia de ressonancia Forster (FRET) (ZHAI
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et al., 2018) e resultados equiparaveis aos biossensores eletroquimicos (ZHOU et al.,
2016) e (MOURA et al., 2020). Apesar de ser descrito um biossensor de arranjo
magnetico-nanomecanico (MEI et al., 2023), com menor LOD, o0 mesmo utilizou como
molécula de reconhecimento, um aptadmero para CD63, o que ndo garante uma
especificidade direcionada apenas a exossomos derivados de células do CM. Além
disso os LODs obtidos pelo biossensor, foram menores que os LODs obtidos pelo

método ELISA apresentado anteriormente.

4.7 Abordagens de bioanalises para a deteccdo de exossomos em Soro

A deteccdo de exossomos derivados de células de CM na matriz de soro
humano foi investigada utilizando as bioabordagens desenvolvidas para ensaio
magneto-ELISA e biossensor magnético com deteccdo eletroquimica. A Tabela 3,

apresenta os valores de recuperacédo dos dois métodos de bioanélises desenvolvidos.

Tabela 3. Determinagdo de exossomos em matriz sorolégica. Resultados obtidos pela utilizagdo do

biossensor eletroquimico e ensaio magneto-ELISA.

Exossomos pL*?
Amostras - Recuperacgao** Recuperacao**
Adicionado Encontrado (biossensor,%) (ELISA, %)
biossensor ELISA
6,0 x 103 6,7 x 103 6,5 x 103 111,9 108,8
MCF7
4,8 x 104 5,1 x 104 5,0 x 10 107,3 103,6
6,0 x 103 5,8 x 103 5,7 x 103 97,6 95,4
MDA-
MB231 48x10* | 53x10* | 51x103 111,1 105,9
6,0 x 103 5,6 x 103 5,5 x 103 93,9 91,2
SKBr3
4,8 x 104 4,7 x 104 4,6x 103 98,3 96,6

*Média de 3 concentracdes medidas.
**Porcentagem de recuperacéo = [Encontrado] / [Adicionado] x 100.

A combinacdo de MPs modificadas com anti-CD63, seguida da deteccao

baseada em um peptideo selecionado por PD e ligante a proteinas tumorais de CM,
proporcionou resultados promissores em termos de recuperacdo, detectando a
presenca de exossomos em matriz sorolégica enriquecida sem a necessidade de
tratamento ou diluicdo da amostra. O complexo peptideo-exossomos ganha destaque,

se mostrando inovador e potencialmente aplicavel em pacientes com CM.
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Foi inicialmente conduzido um estudo proteémico para identificar possiveis
alvos do peptideo Biotina-C3 onde, foram identificadas 38 proteinas de membrana
presentes em membranas plasmaticas e membranas de organelas celulares,
principalmente de mitocondrias, que tém um papel importante na regulacéo
metabdlica celular e na progressdo do cancer, sendo possiveis alvos do peptideo
Biotina-C3 em exossomos de CM. Para isso, ensaios de citometria de fluxo com
exossomos imobilizados diretamente em particulas magnéticas e indiretamente em
particulas magnéticas modificadas com anticorpos anti-CD9, anti-CD63 e anti-CD81
validaram a capacidade do peptideo de se ligar a essas VESs. Interessantemente, foi
observada uma marcagcdo mais intensa nos exossomos das linhagens mais
agressivas, especialmente quando pré-capturados com anti-CD63

Os exossomos também foram detectados por magneto-ELISA e por biossensor
eletroquimico magnético, com LODs menores para a linhagem MCF-7 em
comparacdo com as outras linhagens celulares. A detecgdo de exossomos em soro
humano foi realizada com sucesso, e a combinacdo de particulas magnéticas
modificadas com anti-CD63, seguida da detec¢cédo baseada em um peptideo especifico
para proteinas tumorais de CM selecionadas por PD, proporcionou resultados
promissores em termos de recuperacao e especificidade. Os resultados mostraram
uma melhora significativa em relacdo aos LODs obtidos por outros biossensores

descritos na literatura.
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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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