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You must learn it soon
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Everything goes and has their own purpose...”
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-The wheel-



Dedico este trabalho aos meus avos Antonio e Neusa, aos
meus pais José e Célia e a minha noiva Mariana pelo
carinho, dedicacdo e apoio. Obrigado por sempre me
incentivarem e torcerem por mim.



Agradecimentos

Gostaria de agradecer profundamente todos que contribuiram de alguma maneira ao

longo do desenvolvimento deste trabalho.

Primeiramente a minha familia, aos meus amados pai e mae José e Célia e aos meus
avos paternos (pai € mae de criacao) “vo” Toninho, vulgo “Boneca” e a “vd” Neusa, vulga
“Nega” e minha madrasta Eloisa, pelo constante incentivo e suporte nas minhas escolhas.
Obrigado por tudo que fazem por mim e por tentar entender esse “mundo estranho” que ¢ a

Biologia.

A toda minha familia, em especial meus irmaos Fabio, Jodo Pedro e Ana Carolina
pelos momentos de descontracdo em Marilia, pelas conversas, apoio e pelas “surras” que eu

dei em vocés seja no futebol, volei, ténis ou jogando video game.

A minha noiva Mariana, em especial, por seu companheirismo, incentivo e amor
incondicional, obrigado por estar sempre ao meu lado inclusive nos momentos mais dificeis
sem a sua ajuda jamais chegaria até aqui. E aos meus sogros Marisa e Valdomiro e sua irma

Aline, pelos passeios e almogos de domingo, obrigado por me receberem tdo bem.

Aos meus amigos “irmaos” de Marilia: Amanda, Conrado, Fernanda, Leandro,
Maria Paula, Vanessa e William, quem sempre tentam rir das minhas piadas e por nossas

conversas sobre a vida, a verdade e o universo.

Aos meus amigos “irmdos” assisenses: Aurélio, Thais (Cagula), Thais (Gon) e

Kassandra que mesmo longe estdo sempre presentes comigo.

Aos novos lacos de amizade que criei em Botucatu: Bruno, Bruna, Fernanda,
Lidiane, Hellen, Midori, Vicente e Vivian, obrigado pela presenca diaria seja fazendo
exercicios na academia ou comendo um rodizio de pizza, vocés fizeram a minha vida mais

alegre em Botucatu.

As amizades que criei durante meu doutorado sanduiche nos Estados Unidos, em

especial ao meu orientador Dr. Alexander Revzin por me acolher em seu laboratério e



confiar e mim para realizacdo dos experimentos e aos amigos de bancada Ali, Dustin,
Gulnaz, Pantea e Ying pelo auxilio na execucdo dos experimentos e discussdes que

enriqueceram a minha percep¢do de mundo.

A meus amigos brasileiros que conquistei na California: Clarissa, Fabio, Lia, Pedro,
Paula e Vinicius, muito obrigado pela companhia e pelos churrascos, futebol, piadas e

comilangas, nem parecia que estava em outro pais.

A profe. Dr2. Flavia Karina Delella, e sua equipe de alunos (Bruno, Brenda e Maira)
pela importante e vital colaboragdo para o desenvolvimento deste trabalho, sendo
responsaveis por fornecer as linhagens celulares. Agradeco também pela oportunidade de
trabalhar com a Flavia no curso de extensdo “Virando a Célula do Avesso” seja

participando dos teatros ou batendo fotos.

A todos que passaram pelo Laboratorio de Biomateriais e Técnicas Eletroquimicas
(BIOTEL), do Prof°. Dr°. Valber de Albuquerque Pedrosa, em especial a Agnieszka,
Caroline, Jodo, Lucas e Naira, pelo auxilio nos experimentos, seja dividindo as tarefas ou

jogando conversa fora entre um café e outro.

Aos professores doutores presentes tanto na banca de qualificacdo quanto na defesa
da tese, por aceitarem o convite e disponibilizarem seu tempo na avaliacdo do trabalho,

além das enriquecedoras consideraces.

A Comisséo de Aperfeicoamento de Pessoal do Nivel Superior (CAPES) pela bolsa

de estudos concedida.

E, finalmente, agradeco imensamente ao meu orientador Prof. Dr. Valber de
Albuquerque Pedrosa pela orientacdo. Obrigado primeiramente por aceitar um botanico que
caiu de paraquedas no seu laboratorio. Sou muito grato pela oportunidade, paciéncia,
incentivo, puxdes de orelhas, artigos publicados e pelos sets disputados de ténis. Sereli
eternamente grato por ter sido seu aluno de doutorado e espero que nossa parceria perdure

ao longo da vida!



RESULTADOS OBTIDOS DURANTE O PERIODO DO DOUTORADO

Artigos publicados em periddicos

v' CRULHAS, B.P.; SEMPIONATTO, J.R.;CABRAL, M.F.; MINKO, S,
PEDROSA, V. A. Stimuli-Responsive Biointerface Based on Polymer Brushes
for Glucose Detection. Electroanalysis (New York, N.Y.).v.26, p.n/a - n/a, 2014.

v' CRULHAS, B.P.; RAMOS, N.P.; BASSO, C.R.; COSTA, V.E.; CASTRO,
G.R.; PEDROSA,V.A. Fabrication and Characterization of Ferrocenece
Containing Hydrogel for Glucose Biosensor Application. International Journal
of Electrochemical Science (Online).v.9, p.7596 - 7604, 2014.

v RECCO, L.C.; CRULHAS, B.P.; PARRA, J.P.R.L.L.; PEDROSA, V.A. A new
strategy for detecting dopamine in human serum using polymer brushes
reinforced with carbon nanotubes. RSC Advances: an international journal to
further the chemical sciences. v.6, p.47134 - 47137, 2016.

v CRULHAS, B.P.; RAMOS, N.P.; CASTRO, G.R.; PEDROSA, V.A. Detection
of hydrogen peroxide releasing from prostate cancer cell using a biosensor.
Journal of Solid State Electrochemistry (Print). p.1 - 7, 2016.

v' RECCO, L.C.; CRULHAS, B.P.; BASSO, C.R.; CASTRO, G.R.; PEDROSA,
V.A. Direct Electrochemical Detection of Estriol in Serum by Polymer Brushes
Reinforced with Carbon Nanotubes. ECS Journal of Solid State Science and
Technology.v.5, p.M3041 - M3044, 2016.

v' CRULHAS, B.P., RECCO, L.C., DELELLA, F.K., PEDROSA, V.A. A Novel
Superoxide Anion Biosensor for Monitoring Reactive Species of Oxygen
Released by Cancer Cells. Electroanalysis, 2017.


http://lattes.cnpq.br/5659343912325720
http://lattes.cnpq.br/0278054122091940
http://lattes.cnpq.br/0278054122091940
http://lattes.cnpq.br/7781282422851911
http://lattes.cnpq.br/0278054122091940
http://lattes.cnpq.br/7781282422851911

Artigos submetidos

v" CRULHAS, B.P., KARPIK, AE., DELELLA, F.K., PEDROSA, V.A. An
Aptamer-based Biosensor for Monitoring PSA and VEGF Released by
Prostate Cancer Cells, 2017. (Submetido Biosensors and Bioelectronics).

v CRULHAS, B.P., KARPIK, A.E., DELELLA, F.K., PEDROSA, V.A. An
Aptamer-based Biosensor for Monitoring MUC1 Released by Prostate
Cancer Cells, 2017. (Submetido Analytical Chemistry).

v' CRULHAS, B.P., HADLEY, D., LIU, Y., SHIN, D.-S., STYBAYEVA, G.,
HIL, A., PEDROSA, V.A., REVZIN, A. An Electrochemical aptasensor for
detection of bovine interferon gamma, 2017 (submetido Analyst).

Bolsa de estudo

v' Bolsista regular da po6s-graduacdo em biologia geral pela Comissao de
Aperfeicoamento de Pessoal do Nivel Superior (CAPES)
Projeto: Desenvolvimento de biossensores para monitoramento
celular.
Periodo: Marc¢o/2013 — Fevereiro/2017.
Instituicdo: Instituto de Biociéncias de Botucatu (IBB-UNESP)
Orientador: Prof. Dr. Valber de Albuquerque Pedrosa

v' Bolsista doutorado-sanduiche pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ)
Projeto: Desenvolvimento de biossensores aptameéricos para deteccdo de
biomarcadores inflamatérios liberados por células humanas e animais
Periodo: Julho/2014 — Julho/2015
Instituicdo: University of California, Davis, USA.
Orientador: Dr. Alexander Revzin



Sumario

RESUIMO ...ttt sttt ettt b e bt s at e s et et e et e e bt e sb e e sh e e sae e sabe et e e b e e beenbeesneesnneenseenbeens v
ABSTRACT L.ttt ettt et e b e b e s bt s a et et e bt e bt e s b et she e e ae e et e e bt e e bt e e heeeanesab e e be e bt e nbeesreeenteereen vi
R T 1 o Yo [ o 1o O SR 7
1.1.  Biossensores para monitoramento CElUIAr ..o 9
1.1.1. BiOSSENSOrES [AD-0N-A-CRID ...oooveiiiiieiiiii ettt e e s e s s e s e 12
1.2.  Biomarcadores para Cancer de prostata......cccccceciieeiiciiiiieciieee e 14
2. OBIETIVOS ...ttt ettt ettt b e s ae e ettt e bt e s bt e s ae e st e e b e e b e e beeaneesneeenreenteens 22
3. PARTE EXPERIMENTAL .ottt sb e sbe e st e st st s b e sbeesbeesmeeenseenneens 22
3.1.  BiOSENSOreSs ENZIMALICOS ...eouveitieiiieniiieiiiee ettt ettt ettt e sb e e st e st e st et esbeesbeesaeesaeeeneeens 23
3.1.1. MatEriaiS € REAGENTES . uuuuiiiieiiie ittt ettt e e e e s s st re e e e e s s s s sasbtaeaeeesssnnannns 23
3.1.2. INSEUMENTAGA0 ..vveiiiiiiiiiiiieee e ettt e e ettt e e e e s st bt e e e e e s ssssabeaeaeeessssssssenaaeeesssnnsann 23
3.1.3. BIOTIOTOS ...ttt sttt ettt et h e sae e st e bbb nneeeneas 24
3.1.4. Funcionalizagdo dos €leTrodOS ........cccciiiiieciiie e e e e e e 25

3.1.5. Integracdo dos eletrodos de ouro com microestruras de hidrogel contendo enzimas GOX,

LOX € SOD ...ttt ettt sttt et ettt st et e h e b e st st bbbt e b nae e s ae e et e er e e reeeneesane e 26
3.1.7. CURIVO CRIUIAT ettt ere e 28
3.1.8. B R=Tol V[ = (= o Yo [V 1] 41 ToF T PP 29
I = 1o T =T o o TR [ o] =1 4 V=] ol o USSP 31
3.2.1. Y LT TR =R =T == ) =PRI 32
3.2.2. LT A g g U] o) - o} o J OSSP OPPTPPPPPN 33
3.2.4. Acoplamento dos aptameros em eletrodos de OUI0 .......c..ueevvciieiiiiiieee e 35
3.25 CUIIVO CRIUIAT ettt sttt sr e s st ere e 36
3.2.6. TECNICAS ElEtrOQUIMICAS ..eceviieeeectiee ettt ettt e et e e et e e e e e e e e e e eabee e e eeabeeeeennes 36
4. ResSUItados @ diSCUSSA0 ... ..eiiiuiieriieiiiee ettt st sttt e s b e e sareesreesneeesareeesnneenas 38
4.1.  BiOSSENSOrES ENZIMATICOS. ..ciuiiiuiietieteettertt ettt ettt ettt sb e et st st s et e bt e sbeesaeesaeeeneeenaeens 38
4.1.1. Caracterizagdo da superficie e otimizagdo do bioSSENSOr..........ccevciveeiiciieeicciiee e, 38
4.1.2. Deteccdo de glicose e acido latico usando biossensor-enzimatico.........ccccccvveeeveiveeennnen. 42
4.1.3. Biossensores enzimaticos para deteccdo de superoXido.......ccceeveeeercieeeeccieeeeeeieee e 45
4.1.3.1. Caracterizcdo eletroquimica do biossensor enzimaticos para deteccdo de super éxidos
46

4.1.3.2. Deteccdo eletroquimica de ROS por biossensores enzimaticos .......ccccvvveeeicvveeeeicnnnnnn. 47



4.1.3.2.1. Detecgao eletroquimica de ROS liberados por CaP ........coccoeeiivciieiiicieeee e 50

4.1.4. Biossensores enzimaticos para deteccdo de perdxido de hidrogénio........ccceeeeevveeennnen. 52
4.1.4.1. Caracteriza¢do do Biossensor enzimaticos para detec¢do de perdxido de hidrogénio 52
4.1.2.2. Deteccdo eletroquimica de ROS por biossensores enzimaticos .......ccccvveeeiciveeeeinnnnnn. 56
N 1 To T3 T o o] T Y o - 41T o ol o 1 R PPPPN 61
4.2.1. Caracterizagdo do eletrodo de silicio recoberto com ouro.......ccceccveeevrciieeinciiee e 61
4.2.2. Caracterizagdo eletroquimica e detecgdo de PSA, VEGF € MUCT ........ccocvvevvciieeeccieeeens 62
4.2.3. Deteccdo de PSA, VEGF e MUC1 por células prostaticas.......cccceccuveeeecieeeeecieeeeeeieee e 67
D CONCIUSBES. ...ttt sttt ettt ettt ettt et e b e be e s ae e et et e bt e sh e e s ae e s be e b e e bt e beeaheeeneeeareeneens 76

R o = Yo Vo 3 (U U o L SRS 77
7.  Referéncias BibliografiCas ....cccceieuiiii i 78
8

F Y 1) (o X 97



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Elementos e componentes tipicos de biossensores (Retirado de Kirsch et al. [27]).

Figura 2. Esquema de biossensores Lab-on-a-chip (retirado de http://lab-on-chip.gene-
QUANEIFICALION.INTO/) .ot 12

Figura 3. Esquema do processo de Evolucgdo Sistematica dos Ligantes por Enriquecimento
Exponencial para o desenvolvimento de novos aptdmeros (autoria propria).............cee..... 20

Figura 4. A) Layout da matriz de eletrodos. (B) Micropadronizacdo das enzimas em
hidrogel no topo dos eletrodos de ouro (Crulhas et al. [150])......ccccvvvririeieiiieieieeee 25

Figura 5. Conjugacéo da enzima HRP com AuNPs (Extraido de Pedrosa et al. [155])...... 28

Figura 6. (A) Visao geral do sensor contendo conjunto micropaternado de eletrodos de
ouro. (B) Célula eletroquimica contendo Ag/AgCl como eletrodo de referéncia, filamento
de Pt como contra eletrodo e Au como eletrodo de trabalho. (Modificado de Crulhas et al.
ST RS S P RRSS 31

Figura 7. Estrutura dos aptdmeros (A) aptdmero especifico para PSA, (B) Aptamero
especifico para VEGF e (C) Aptamero especifico para MUCL. .........cccccevevevevennseceene, 33

Figura 8. Esquema do aptasensor eletroquimico. (A) Estrutura do aptdmero sobre o
eletrodo de ouro, (B) Mudanca na estrutura do aptamero ap6s ligagdo com a proteina-alvo,
(C) Técnica de voltametria de onda quadrada para medir as diferencas na corrente na
presenca e auséncia da proteina-alvo. AUtOria ProPia........ccocevereienienieeieenenesesieseseeeeens 35

Figura 9. (A) Parte da matriz de eletrodos. (B) Adesdo do compleo PEG-enzimas no topo
(0 [0 1SRC 1= (oo {o TS [T T o TSR 39

Figura 10. (A) VC de PEG-Fc em 0,1 mM PBS com velocidade de varredura de 50mV/s.
PEG (linha preta); PEG-FC (linha vermelha). (B) Estado estacionario da corrente de pico
do complexo PEG-Fc vs diferentes concentracdes de Fc na matriz polimérica................... 40



Figura 11. (A) VC do PEG-Fc em diferentes velocidade de varredura (a-f: 20, 30, 50, 60,
90, 100, 150, 200 e 250 mV/s. (B) Separagédo do pico em fungédo do potencial da velocidade
de varredura. As medidas foram feitas em 10mM PBS (pH 6,0).....cccccevviiinnininiieienene 41

Figura 12. (A) Voltametria ciclica do biossensor com: auséncia de analitos (linha
vermelha), presenca de glicose (linha verde) e presenca de acido latico (linha preta). (B)
Correlacéo linear do pico da corrente com a concentracédo de glicose. (C) Correlacéo linear
do pico da corrente com a concentracao de 4cido IAtiCo. .........cccecvvevveriviiieciece e 43

Figura 13. (A) Voltametria ciclica do biossensor em diferentes velocidades de varredura
(a-i: 20, 30, 40, 50, 60, 90, 100, 150, 200, e 250 mV/s em 0,1 M PBS. (B) Separagdo do
pico em funcdo do potencial de varredura. (C) Grafico Nyquist para PEG-Au electrodes
contendo: PEG puro (PEG (m), (®) SOD-PEG ¢ (A) SOD-Fc-SOD no intervalo de
frequéncia entre 0,1 HzZ € 100 KHZ. .........coviiiiiiie e 46

Figura 14. VOQ PEG-SOD-Fc biossensor no intervalo de potencial de -0,2 a 0,7 V vs
Ag/AgCIl. (B) Curva de calibracdo obtida a partir da variacdo do corrente do pico da VOQ
em funcdo de diferentes concentracBes de catequina. (C) VOQ PEG-SOD-Fc na presenca
de 10uM catequina e 100uM de acido ascorbico e urico. (D) Reprodutibilidade do PEG-
SOD-FC DIOSSENSOI. ...ttt ettt e e te s e teeneesneesteeneesreenneeneenneenes 49

Figura 15. (A) Imagem de microscopia oOptica do biossensor SOD-Fc-PEG incubado com
células PC3 ao redor da matriz polimérica. (B) VOQ do biossensor SOD-Fc-PEG
polimerizado no top de eletrodos de Au em fun¢do do tempo (a-m: 0, 20, 40, 60, 80, 100,
120, 140, 160, 180, 200, 220 e 240 minutos). (C) Grafico do valor absoluto da corrente de
pico em funcéo da liberacdo de superdxido liberados por células PC3............ccccceveveenenee. 51

Figura 16. (A) Microscopia eletronica de transmissdo (TEM) das nanoparticulas de Ouro.
(B) Imagens da TEM de HRP conjugados com AuNP. (C) Imagens da TEM de HRP-
AUNPs disperses na matriz de PEG. (D) Espectro UV-vis das AUNPS. .......c.cccceevriernennne 53

Figura 17. (A) Voltametria ciclica dos eletrodos de HRP-AuNP-PEG em diferentes
velocidades de varredura (a—f: 20, 30, 60, 100, 200, 250 mV/s) na presenca de 0,5mM Fc
em 10mM PBS (pH 6,5). (B) Separa¢do dos picos em fun¢ao o potencial da velocidade de
varredura. (C) Corrente do pico redox versus a raiz quadrada da velocidade de varredura,
pico catodico (=) e pico anddico (). (D) Espectroscopia de impedancia dos eletrodos PEG-
AuNP. Graficos Nyquist para os eletrodos de PEG-Au, na presenca de HRP-PEG (=) e
HRP-AuNP-PEG (¢). Intervalos de frequéncia foram de 0.1 Hz — 1 mHz. (E) Diagrama do
circuito obtido pela EIS. ......ooiiiiii s 55



Figura 18. (A) VC de PEG(linha azul), AuNP-PEG(linha vermelha) ¢ HRP-AuNP-
PEG(linha preta) polimerizadas no topo de eletrodos de Au na presenga de 5 Omg/mL de
H,O,. (B) VC dos eletrodos em fungdo da concentragao de H,0, (a-f: 1, 5, 10, 20, 50 ¢ 100

mg/mL). (C) Curva de calibragdao obtida com valores absolutos na reducdo da corrente em
fungdo de diferentes concentragdes de H,O,. (D) VC na presenca de 100 mM de acido
ascorbico e 100 mM de 4cido urico. (E) Reprodutibilidade do HRP-AuNP-PEG biossensor.

Figura 19. Superficie do sensor (A) Microscopia optica 10x de células PC3 aderidas no
topo de eletrodos contendo HRP-AuNP-PEG (B) Microscopia 6ptica 40x de células PC3
aderidas no topo de eletrodos contendo HRP-AuNP-PEG e (C) Redugdo absoluta da
corrente em fungdo de H,0O, liberados pelas c€lulas ..., 60

Figura 20. (A) MEV da superficie de silicio recoberto com ouro. (B) EDS da superficie de
silicio recoberto com ouro. (C) VC do eletrodo de silicio recoberto com ouro com
velocidade de varredura de 50mV/s entre os potencial -0,2V — 1,5V em 10 mM PBS. ...... 62

Figura 21. Esquema da técnica de preenchimento da superficie utilizando MCH (Autoria
[C10] o] - ) RSP SRR 63

Figura 22. (A) VOQ da estabilidade do aptamero para PSA ao longo do tempo (a-i: 0, 20,
40, 60, 80, 100, 120, 140 e 160 minutos) vs Ag/AgCl com amplitude de sinal de 40 mV e
60 Hz de frequéncia. (B) VOQ da estabilidade do aptdmero para VEGF ao longo do tempo
(a-1: 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 e 160 minutos) vs Ag/AgCl com amplitude de sinal de
40 mV e 60 HZ de freqUENCIA ........ccviiiiiiiiiiiie e 65

Figura 23. (A) VOQ da estabilidade do aptdmero para PSA ao longo do tempo (a-i: 0, 20,
40, 60, 80, 100, 120, 140 e 160 minutos) na faixa de potencial entre 0,0 e -0,5V com
amplitude de sinal de 40 mV e 60 Hz de frequéncia. (B) VOQ da estabilidade do aptamero
para VEGF ao longo do tempo (a-i: 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 e 160 minutos) na faixa
de potencial entre 0,0 e -0,5V com amplitude de sinal de 40 mV e 60 Hz de frequéncia.... 66

Figura 24. Visao geral do design experimental do biossensor aptamérico para detecgdo e
proteinas liberadas por c€lulas ProStatiCas..........cocveviiieiiiiiiiciie e 68

Figura 25. (A) VOQ vs Ag/AgCl da deteccdo de PSA liberado por células RWPE-1 ao
longo do tempo. (B) supressao o sinal, em porcentagem, na reducao do pico da VOQ pela
liberacao de PSA por células RWPE-1. (C) VOQ vs Ag/AgCl da detec¢ao de PSA liberado
por células LNCaP ao longo do tempo. (D) supressao o sinal, em porcentagem, na redugao
do pico da VOQ pela liberagdo de PSA por células LNCaP. (E) VOQ vs Ag/AgCl da



deteccao de PSA liberado por células PC3 ao longo do tempo. (F) supressao o sinal, em
porcentagem, na reduc¢do do pico da VOQ pela liberagao de PSA por células PC3 ............ 71

Figura 26. (A) VOQ vs Ag/AgCl da detec¢do de VEGF liberado por células RWPE-1 ao
longo do tempo. (B) supressdo o sinal, em porcentagem, na reducdo do pico da VOQ pela
liberacdo de VEGF por células RWPE-1. (C) VOQ vs Ag/AgCl da deteccio de VEGF
liberado por células LNCaP ao longo do tempo. (D) supressdo o sinal, em porcentagem, na
redugdo do pico da VOQ pela liberagao de VEGF por células LNCaP. (E) VOQ vs Ag/AgCl
da detec¢ao de VEGF liberado por células PC3 ao longo do tempo. (F) supressdo o sinal,
em porcentagem, na redugdo do pico da VOQ pela liberagao de VEGF por células PC3...73
Figura 27. (A) VOQ vs Ag/AgCl da deteccdo de MUCI liberado por células RWPE-1 ao
longo do tempo. (B) supressdo o sinal, em porcentagem, na reducdo do pico da VOQ pela
liberagdo de MUCI por células RWPE-1. (C) VOQ vs Ag/AgCl da detec¢ao de MUCI1
liberado por células LNCaP ao longo do tempo. (D) supressdo o sinal, em porcentagem, na
reducdo do pico da VOQ pela liberagdo de MUCI1 por células LNCaP. (E) VOQ vs
Ag/AgCl da deteccao de MUCI liberado por células PC3 ao longo do tempo. (F) supressao
o sinal, em porcentagem, na reducdo do pico da VOQ pela liberagdo de MUCI por células
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RESUMO

O céncer de prostata é uma das principais causas de mortalidade masculina. Na
atualidade, a deteccdo do cancer depende fortemente de métodos tradicionais baseados na
analise da morfologia celular por meio de biopsias e analise do tecido. Por isso, 0
desenvolvimento de novos dispositivos para monitorar o metabolismo celular no
diagnédstico de doencas é necessério. Atualmente pesquisas utilizando biossensores para
esta finalidade possibilitaram a criacdo de novos dispositivos com alta sensibilidade de
deteccdo, especificidade e capacidade de multiplexacdo em dispositivos portateis para uso
em diferentes areas. Nesse estudo abordamos o monitoramento dos produtos secretados por
células cancerigenas utilizando biossensores. O trabalho se desenvolveu em duas frentes de
pesquisa para o estudo dos compostos liberados por células cancerigenas. A primeira
tratou-se de uma plataforma de biossensor integrada para monitorar a detec¢do de multi-
analitos (glicose, lactato, superéxidos e peréxido de hidrogénio) onde o microambiente
celular pode ser definido com precisdo. O biossensor eletroquimico para deteccdo de
glicose, lactato e superoxidos se baseou na utilizacdo do hidrogel de polietileno glicol
(PEG) acoplado com as enzimas: glicose oxidase (GOX), lactato desidrogenase (LOX) e
superoxido dismutase (SOD) e ferroceno (Fc) como par redox utilizado nas analises
eletroquimicas, em adicdo, a enzima peroxidase (HRP) foi conjugada com nanoparticulas
de ouro e foram encapsuladas na matriz de PEG. Na segunda estratégia utilizou-se de
biossensores aptameéricos com énfase em biomarcadores proteicos para monitoramento a
deteccdo do antigeno prostatico especifico (PSA), fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF) e mucina (MUC1) in vitro. As linhagens celulares utilizadas para monitoramento
do metabolismo foram, a RWPE-1 (células prostaticas benignas), LNCaP e PC3 (células
prostaticas tumorais). Desta forma a partir da combinacéo de diferentes metodologias na
construcdo de biossensores eletroquimicos, foi possivel a deteccdo de: glicose, lactato,
superdxidos e peroxido de hidrogénio, além das proteinas PSA, VEGF e MUC1 com alta
estabilidade, reprodutibilidade e seletividade. Portanto, as plataformas desenvolvidas neste
trabalho poderdo ser utilizadas, no futuro como uma ferramenta adicional para diagndéstico
e monitoramento do cancer de prostata.

Palavras-chave: biossensores eletroquimicos, cancer de préstata, metabolismo

enzimatico, metabolismo proteico.



ABSTRACT

The prostate cancer is a leading cause of dead worldwide and currently methods
for cancer detection rely on traditional techniques based on analysis of cell morphology
using biopsy and tissue evaluation. Therefore, the development of new devices for
monitoring cell metabolism and disease diagnosis expanded over the recent years.
Nowadays the research on biosensors for clinical diagnostics enabled the development of
new devices with refined detection sensitivity, specificity, and multiplexing capacity for
use in portable devices different areas. Herein, we approached the monitoring of byproducts
released by cancer cells by using different type of biosensors. This work was based on
development of two fronts of research to study compounds released by cancer cells. The
first platform was an integrated biosensor for multi-analyte detection and monitoring of
glucose, lactate, superoxide and hydrogen peroxide, in which the cellular
microenvironment was precisely defined. The electrochemical biosensor to detect glucose,
lactate and superoxide was based on polyethylene (PEG) hydrogel linked with specific
enzymes for each analytes, being: glucose oxidae (GOX), lactate dehydrogenase (LOX)
and superoxide dismutase (SOD) with ferrocene (Fc) as redox pair for electrochemical
analysis, moreover, for hydrogen peroxide detection, the enzyme horseradish peroxidade
(HRP) was coupled with gold nanoparticles (redox pair) and entrapped inside PEG matrix.
The second platform was based on aptamer-based biosensor with focus on protein
biomarkers to monitoring and detection of the prostate specific antigen (PSA), vascular
endothelial growth factor (VEGF) and mucin (MUC1) in vitro. The cellular lineages used
was, RWPE-1 (normal prostate cells), LNCaP and PC3 (prostate cancer cells). Therefore,
the combination of several methodologies for electrochemical biosensor manufacturing
allowed the precisely detection of: glucose, lactate, superoxide, hydrogen peroxide and also
the proteins: PSA, VEGF and MUC1 with enhanced stability, reproducibility and
selectivity, being a suitable platform to be used, in near future as an additional tool for
clinical diagnostic and monitoring of prostate cancer.

Keywords: electrochemical biosensors, prostate cancer, enzymatic metabolism,

protein metabolism.
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1. Introducéo

O Cancer € uma das principais causas de morte no mundo, e sua incidéncia
continua a aumentar, sendo a segunda causa de morte em paises desenvolvidos [1]. Nos
EUA, em 2016 o numero aproximado de mortes de acordo com o tipo de cancer foi,
dentre homens: cancer de prostata (26.120 pacientes, 14,4% dos casos), pulméo e
brénquios (85.920 pacientes, 72% dos casos), colo retal (21.450 pacientes, 54,5% dos
casos) e pancreas (21.450 pacientes, 77.5% dos casos) [1-3]. Para as mulheres 0s quatros
tipos mais comuns de cancer sao: cancer de mama (40.450 pacientes, 16,4% dos casos),
pulmdo e brénquios (72.160 pacientes, 67% dos casos), colo retal (23,170 pacientes,
48,7% dos casos) e pancreas (20,330 pacientes, 80% dos casos) [1].

O céncer é uma neoplasia maligna que ocorre devido a acumulagdo progressiva
de altera¢cdes moleculares multiplas no genoma (genéticos e epigenético), nos niveis da
transcricdo, traducdo e pos-traducional. O cancer é composto de mais de 200 doencas
diferentes que afetam mais de 60 6rgdos humanos. Os tumores malignos sdo capazes de
invadir tecidos adjacentes a partir do crescimento priméario seguido de implantacdo e
proliferacdo em locais distantes de sua origem através do processo de metastase [4-7].

O céncer de prostata (CaP) € uma das principais causas de mortalidade masculina
[2]. Mundialmente, o CaP é o segundo tipo mais comum e prevalente em homens e sua
taxa de incidéncia é seis vezes maior em paises desenvolvidos em comparacdo aos
paises em desenvolvimento, em 2016 segundo dados da American Cancer Society foram
estimados em torno de 180 mil casos novos de CaP. No Brasil, o cancer de préstata é
segundo em incidéncia e o primeiro em Obitos entre homens segundo o Instituto

Nacional do Cancer (INCA), a estimativa de novos casos foi de 61.200 para 2016.



A incidéncia do CaP ¢é influenciada por diversos fatores, dentre os quais estdo:

a) Idade: é um dos principais fatores de risco e o CaP é comumente
diagnosticado em homens com mais de 50 anos [8].

b) Histérico familiar: O risco de desenvolver o CaP é aumentado em
homens com casos diagnosticados na familia sendo diretamente proporcional ao grau de
parentesco e nimero de pessoas afetadas [9].

C) Etnia: A populagéo de etnia africana estdo mais propensos a desenvolver
o CaP [10]. Mais especificamente, nos EUA a incidéncia é maior em afro descendentes
que nas demais etnias [11], supde-se que fatores socioeconémicos, culturais e genéticos
possam estar envolvidos com a predisposi¢ao de CaP entre afro descendentes [12].

d) Dieta: A predisposi¢do de CaP é maior em homens obesos e em pacientes
com dieta rica em gordura animal [13].

Contudo, mesmo com a evolucdo no tratamento e diagnéstico da doenca, o
cancer prostatico continua sendo uma doenca com alta incidéncia na populagdo mundial,
e o resultado do tratamento clinico depende principalmente do estdgio em que 0 mesmo
é diagnosticado. Portanto a deteccdo nos estagios iniciais e o tratamento eficaz sdo
fundamentais para aumentar a taxa de sobrevivéncia da populacdo [14]. Os métodos
existentes de deteccdo de cancer dependem fortemente de métodos tradicionais, que se
baseiam na andlise morfologica das células por meio de analises biologicas e
moleculares. Estas técnicas sdo invasivas e baseadas em biopsias com anélise posterior
do tecido, utilizando técnicas de fixacdo e morfologia celular para identificar e detectar
as células cancerigenas [15,16].

Diversos avancos das ferramentas moleculares possibilitaram entender o

funcionamento do cancer prostatico no nivel molecular. A analise de biomarcadores,



como microRNAs e proteinas no sangue, urina e outros fluidos corporais sdo 0os metodos
mais refinados e menos invasivos utilizados para a detecgdo do CaP [17,18]. Em adicéo,
perfis de multi-marcadores podem ser essenciais para o diagndstico no inicio da doenga.
Estes métodos devem fornecer informacfes para auxiliar os médicos na tomada de
decisbes de tratamento e aumentar a taxa de sobrevida dos pacientes. Diante disto, a
ideia central desse projeto foi a de se desenvolver uma nova metodologia molecular para

auxiliar no diagndstico do CaP.

1.1.  Biossensores para monitoramento celular

A histéria do desenvolvimento de biossensores é um excelente exemplo de como
uma ideia simples pode fomentar um avanco na ciéncia e tecnologia [19,20]. A criacdo
deste campo foi iniciada na década de 60 pelos trabalhos de Clark e Lyons, onde
combinaram um sensor eletroquimico de oxigénio (eletrodo de Clark) e a enzima glicose
oxidase, e conseguiram medir quantitativamente glicose em meio aquoso [21].
Posteriormente, Updike e Hicks recobriram o eletrodo de Clark com uma membrana de gel
de poliacrilamida contendo glicose oxidase, e criaram o primeiro eletrodo enzimatico para a
determinacéo rapida e quantitativa de glicose. Ja Guilbault e Montalvo desenvolveram um
eletrodo de vidro com a urease imobilizada para medir a concentracdo de ureia [22].

De acordo com a IUPAC, o biossensor deve ser um dispositivo integrado capaz de
fornecer informacgdes quantitativas ou semi-quantitativas, especificas, usando um elemento
de reconhecimento bioldgico em contato direto com um transdutor [23]. Eles podem ser
classificados com base no tipo do elemento de bioreconhecimento (p.ex., enzima,

anticorpo, DNA, RNA, proteinas) e as estratégias para a transducdo do sinal bioldgico
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podem ser divididas em: eletroquimica [24,25], Optica [26,27], gravimétrica [28,29], ou

térmica [30] (Figura 1.).
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Figura 1. Elementos e componentes tipicos de biossensores (Retirado de Kirsch et al. [24]).

O campo de biossensores esta se expandindo exponencialmente, devido a
versatilidade em seu uso em diferentes campos, como: processamento de alimentos
(controle da qualidade e seguranca) [31,32]; industria (processos de fermentacdo) [33];
medicina (diagnoéstico, tratamento e monitoramento de doencas) [34,35], industria
farmacéutica (producéo de novos farmacos e desenvolvimento de sistemas de entrega de
farmacos) [36,37]; biosseguranga (controle de ameacas biologicas e quimicas) [38].
Atualmente na area médica 0 uso de biossensores para estudar os sistemas Vivos
(células, tecidos, 6rgédos e organismos) tem despertado grande interesse nas ultimas duas
décadas, por causa do desenvolvimento de diversos tipos sensores para analise celular.

Estes sensores sdo capazes de analisar células vivas com transdutores de sinal e podem
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ser utilizados para deteccdo de pardmetros fisiologicos; anélises dos efeitos de farmacos;
avaliacdo de citotoxicidade, entre outros [39-41], com analise precisa e in situ do
microambiente celular [42,43].

Tradicionalmente as analises celulares in vitro utilizam conjunto grande de
células e revelam apenas informacgdes escassas sobre as dindmicas metabdlicas, ndo
sendo adequados para monitoramento de eventos metabdlicos que requerem alta
resolucdo temporal [44,45]. Devido as limitagdes da tecnologia de instrumentacdo
existente, pesquisas tradicionais com cultura celular tendem a se concentrar sobre a
monitoragcdo de grandes populacfes celulares [46]. A analise celular individual ou de
pequenos grupos demonstra uma representacdo mais precisa do comportamento das
celulas [47, 48]. Deste modo, ao desenvolvimento de novos métodos bioanaliticos para
analise celular [49].

A dindmica dos produtos secretados pelas células, por meio de biossensores, tem
sido estudado para o monitoramento de doencas e desenvolvimento de novos tratamentos
[50-52]. A avaliacdo do metabolismo celular é fundamental para o diagnostico clinico e
pode ser realizada precisamente por meio de sensores especificos para diversos subprodutos
metabolicos liberados por células, tais como: hormonios, proteinas, neurotransmissores,
fatores tréficos e entre outros [53-55]. Também € importante os estudos de sinais quimicos
e fisicos em células, tais como: variagdes no pH, consumo de oxigénio, concentragdes de
ions, mudancas no potenciais de membrana, liberacdo de proteinas e metabolitos [56-58].
Utilizando um transdutor adequado, os sinais podem ser medidos quantitativamente e
garantir informacdes comparativas importantes sobre a resposta das células a diferentes

estimulos [59].
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1.1.1. Biossensores lab-on-a-chip

Biossensores Lab-on-a-chip (LOC) sdo dispositivos que possuem como objetivo a
miniaturizacdo de processos quimicos e biologicos em sistemas de alta precisao [60]. As
pesquisas com LOC séo parte de uma tendéncia no desenvolvimento de biossensores em
direcdo a sistemas de alto rendimento com maior integracdo e miniaturizacdo (Figura 1.)
[69]. Estes sistemas tém sido utilizados em diversas pesquisas, como: a amplificacdo de
DNA em tempo real para a deteccdo do virus do papiloma humano (HPV) [61]; plataforma
de microfluidos para o isolamento de células especificas a partir de amostras de sangue
[62]; isolamento de células e purificacdo de baixa abundancia [63]; deteccdo de mutagcbes
de uma dUnica base através de matrizes eletroquimicas [65] e monitoramento do

metabolismo celular [65].

Figura 2. Esquema de biossensores Lab-on-a-chip (retirado de http://lab-on-chip.gene-
quantification.info/)

As tecnicas eletroquimicas empregadas em conjunto com as plataformas de lab-on-
a-chip tém sido uma importante ferramenta no desenvolvimento de testes de diagnostico de

diversas doencas [66-68], oferecendo uma excelente sensibilidade analitica e uma
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instrumentacdo simplificada de baixo custo [69]. Nos ensaios eletroquimicos, o
metabolismo celular é normalmente quantificado através da medicdo da corrente elétrica
gerada pela oxidacdo ou reducdo eletroquimica do elemento de biorreconhecimento (p.ex.,
um anticorpo marcador ou enzima que gera produto eletroativo). Portanto, a combinacdo de
técnicas eletroquimicas e sistemas microfluidicos permitem uma analise invasiva, porém
ndo destrutiva das células e deste modo diversas manipulagdes da amostra podem ser
integradas no microssistema e o controle € simples e automatizado [70,71].

A imobilizacdo de distintos elementos de biorreconhecimento (p.ex., glicose
oxidase, lactato dehidrogenase e perdxido de hidrogénio oxirredutase) em diferentes
membros do conjunto de eletrodos e a detecgdo multianalitica continua a ser um desafio.
Uma forma de realizar o teste para multiplos analitos é combinar diversos imunoensaios
eletroquimicos num unico teste [72]. Conforme o observado nos trabalhos de Mataharu et.
al. onde foi imobilizada a perdxido de hidrogénio oxiredutase em microeletrodos de ouro
para verificar a liberacdo de perdxido de hidrogénio por macréfagos [73]. Por sua vez,
Revzin et. al. desenvolveram um biossensor de filmes finos poliméricos depositados sobre
microeletrodos de ouro para analisar peréxido de hidrogénio liberado por macréfagos [74].
Recentemente, Liu et. al. descreveram a aplicacdo de biossensores LOC em aplicagdes para
monitoramento celular e diagnostico de doencas como AIDS, cancer, doencas inflamatorias
e infecgOes bacterianas [75].

Outra vantagem de sistemas LOC é o uso em sistemas microfluidicos que permite a
manipulacdo dos mesmos em pequenos canais. Tais dispositivos podem ser concebidos
para executar varias etapas de alta resolucéo de ensaios biologicos ou quimicos. Muitos séo
fabricados utilizando processos de moldagem ou o uso da fotolitografia, quartzo, silica, ou

substratos de vidro [76,77]. Recentemente, nosso grupo de pesquisa a desenvolveu um
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biossensor sensivel a peroxido de hidrogénio pela modificacdo de polimeros com a enzima
peroxidase para avaliagdo do metabolismo de células de CaP [78].

Por isso sistemas microfluidicos oferecem oportunidades Unicas para controlar e
observar mudancas na composi¢do do microambiente celular [79]. O fluxo laminar e a
falta de mistura convectiva no interior dos canais fluidicos levam & aplicacdo das
plataformas microfluidicas como dispositivos geradores de gradiente [81-82]. Estes
dispositivos operam através do encaminhamento de dois ou mais reagentes de
concentracOes definidas por meio de uma rede de canais causando diluicdo em série e

criando vérias concentracGes de reagentes na saida.

1.2.  Biomarcadores para Cancer de prostata

Conforme o Instituto Nacional do Cancer dos EUA (NCI), um biomarcador é uma
molécula biolédgica encontrada no sangue, fluidos corporais ou em tecidos, sendo um sinal
de um processo normal ou anormal, ou de uma condi¢do ou doenga como o cancer [83]. A
expressao de biomarcadores normalmente difere entre pessoas com CaP e saudaveis e tais
alteraces podem ocorrer devido a: mutages somaticas, mudancas transcricionais ou pds-
transcricionais [84]. Atualmente, ha uma grande variedade de biomarcadores, os quais
podem incluir: proteinas, acidos nucléicos, anticorpos, peptideos, entre outros, a sua
deteccdo deve ser possivel na circulacdo (sangue, soro ou plasma) ou em excrecdes e
secrecOes (fezes, urina, saliva, entre outros) de forma a ser facilmente analisado por meios
ndo invasivos para avaliacdo de multiplos contextos clinicos como: estimativa do risco de
cancer; rastreio de tumores no estagio inicial; diferenciar tumores benignos e malignos e

para o progndstico e monitoramento do cancer [85-87].
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Concomitantemente aos biomarcadores tradicionais utilizados para deteccéo e
monitoramento de CaP, surgem novas alternativas para monitoramento de células
cancerigenas através de subprodutos metabdlicos liberados. Devido ao complexo
microambiente celular, diferentes subprodutos sdo liberados para regulacdo do
metabolismo celular e manutengdo da homeostase.

Normalmente, o meio celular cancerigeno é caracterizado pela deplecdo de
oxigénio e glicose, bem como elevada acidose extracelular e liberagdo de diversos
marcadores inflamatdrios como os superéxidos, peroxido de hidrogénio e lactato [88].
Estes fatores levam a uma grande variabilidade dos gradientes de concentracdo de
oxigénio, do pH e da glicose [89] que podem potencializar ou modular a regulagéo
metabdlica das células cancerigenas, definindo a susceptibilidade ou resisténcia dessas
células as terapias aplicadas [90]. Por isso, diferentes tipos biossensores utilizando as
enzimas glicose oxidase, lactato desidrogenase, superoxido dismutase e peroxidase vém
sendo utilizados para deteccdo de importantes analitos-alvo liberados por diferentes
linhagens celulares, por exemplo, Kennedy et al. [91] detectaram consumo de glicose
por células de Langerhans, Cooper et al. [92] detectaram a liberacdo de lactato por
miocitos, Revzin et al. [93] detectaram a liberacdo de perdxido de hidrogénio por
macrofagos e Che et al. [94] demonstraram a importancia da superoxido dismutase na
regulacao e evolugédo de tumores.

Também ha os biomarcadores proteicos estdo sendo avaliados para potencial uso
na analise clinica. Dentre eles, o antigeno prostatico especifico (PSA) é o mais
comumente utilizado e amplamente estudado sendo, uma glicoproteina que contém 237-
amino-acido (33 kDa) que pertence a familia calicreina humana produzida pelo epitélio

glandular da préstata humana e secretado no fluido seminal [95]. O PSA desempenha
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um papel principal no cancer de prostata, que pode estimular o desprendimento de
células, facilitando a progressao tumoral ou metastase. Atualmente o diagnéstico de CaP
é acompanhado pela dosagem sérica de PSA. No sangue, a maior parte do PSA se
apresenta complexado com inibidores de proteases, predominantemente ol-
antiquimotripsina e a2-macroglobulina. Mas uma pequena fraccdo de PSA livre (fPSA)
permanece presente na amostra, apesar de um grande excesso dos inibidores [96]. O
PSA total (tPSA), é a soma das formas de fPSA e complexos no soro. No entanto, para
uma melhor discriminacéo de doencas prostaticas benignas contra o cancer de prostata é
adequado para deteccdo de todas as subformas de PSA especificas, em vez de se medir
apenas o PSA total, pois, conforme Cantalona et al. [97] pacientes saudaveis com
concentragcdes normais de tPSA podem ter cancer se a concentragdo de fPSA for menos
que 10%.

Outro importante biomarcardor € a mucina (MUCL1), que é uma glicoproteina com
alto peso molecular encontrada exclusivamente na superficie apical de epitélios glandulares
(gastrointestinais, respiratorios, urinarios e reprodutivos) [98,99]. A MUC1 é uma
glicoproteina transmembrana do tipo 1, com aproximadamente 1000-2200 aminoacidos. A
funcdo primaria da MUC1 é a protecdo contra ataques bacteriologicos e danos fisicos
[100,101]. Contudo, recentemente foi descrito papel importante da MUCL1 na progressao de
diversos tipos de cancer, como: cancer de mama, colo do Utero, prostatico, gastrico e
pancreatico. A sua expressao em tumores € geralmente aumentada e acompanhada pela
glicolisacdo alterada e padrdo de expressao aberrante, sendo mais difuso quando comparado
com o padrdo em células saudaveis [102,103].

No CaP, o papel da MUCL1 ¢ pouco entendido, porém € possivel verificar variaces

em sua expressdo em células saudaveis e cancerigenas. Estudos recentes sugerem que a
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MUCL1 esta envolvida na progressdo e na atividade metastatica do CaP com alta resposta
imunorreativa e expressao alterada [104]. Os métodos mais utilizados para detecgdo de
MUC1 foram reportado por Cheng et al. [105], sendo baseado na intensidade da
fluorescéncia do oligonucleotideo marcado com “quatum dots” e por Pang et al. [106],
onde utilizaram ensaios com Oxido de grafeno como inibidor da fluorescéncia do MC1
aptdmero, porém ainda existe uma lacuna a ser preenchida por experimentos no
monitoramento da MUC1 no CaP.

Outro biomcardor importante € o Fator de Crescimento Vascular Endotelial
(VEGF). O VEGF ¢ uma proteina composta por 232 aminoacidos, sendo um importante
marcador presente em diversos tipos de cancer, como: o de prostata, pulméo, trato urinario,
mama, entre outros [107,108]. O VEGF é responsavel pelo processo de angiogénese,
vasculogénese, sendo um fator de agressividade relacionado com o cancer, que, em altas
concentra¢fes aumentam o0s riscos de metéstase [109]. Diversos sistemas para detec¢do de
VEGF em linhagens celulares de cancer de prostata ja foram desenvolvidos através das
técnicas de ELISA, fluorescéncia e eletroquimica, porém nenhuma tecnologia permitiu a
deteccdo de VEGF com preciséo [110,111].

O desenvolvimento de biossensores para deteccdo destes biomarcadores pode ser
dividido em dois grandes grupos, os com detec¢éo direta e os indiretos para biomarcadores
cancerigenos [112]. Os biosensores para diagnostico e monitoramento do cancer utilizado
comumente sdo os de deteccdo direta, onde a reacao entre o sensor e o analito-alvo pode ser
medida diretamente. Os biossensores indiretos, que sdo caracterizados como aqueles que
necessitam um ligante secundario para a deteccdo do analito-alvo (p.ex., sensores
eletroquimicos), normalmente utiliza o ligante secundario como anticorpos conjugados com

enzimas, sequéncias de DNA, proteinas, entre outros [113-115].
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No desenvolvimento de biossensores para diagnostico e monitoramento do cancer o
componente bioldgico do sensor € fundamental para obtencdo do éxito na pesquisa. O
componente bioldgico pode variar desde pequenas moléculas até células inteiras, podendo
ser dividido em dois grupos, elementos ndo-cataliticos e cataliticos. Os elementos néo-
cataliticos sdo representados por receptores celulares ou anticorpos, e normalmente s&o
utilizados para deteccdo direta (p.ex. biossensores label-free) [116]. Diversos biossensores
sdo desenvolvidos para anélise de proteinas, indicando assim o seu potencial na deteccdo de
proteinas biomarcadoras para o cancer, porém, um dos gargalos é a disponibilidade de uma
gama de elementos de reconhecimento que sejam especificos para os diversos
biomarcadores cancerigenos. Enquanto que anticorpos sdo excelentes elementos, nos
termos de ligacdo, especificidade e seletividade, porém eles sdo relativamente caros para
produzir e algumas vezes incompativeis com metodologias de alto rendimento, em adicdo
ao uso de anticorpos, novas alternativas estdo sendo o foco de diversos grupos de pesquisa
com promissores alvos, como os aptdmeros [117-119].

Atualmente os aptameros sdo utilizados para deteccdo de diversas doengas. Os
aptameros séo oligonucleotideos de DNA ou RNA (70 a 100 nucleotideos) que se ligam a
proteinas com alta afinidade [120]. O conceito de aptameros surgiu na década de 90 através
do estudo com macromoléculas com diferentes estruturas primarias que adotam uma
configuracdo tridimensional unica com afinidade exclusiva de ligagdo com proteinas-alvo.
Sendo de fato, 0 mesmo tipo de dependéncia estrutural na qual os anticorpos se ligam aos
epitopos dos antigenos [121].

Nos ultimos 20 anos, o conceito de ligacdo baseada na estrutura foi otimizado para a
producdo de um pool de aptameros, resultando num amplo banco de dados com de

macromoléculas com conjuntos de sequéncias de DNA e RNA [122,123]. Contudo, as
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sequéncias de DNA e RNA existentes nos bancos de dados sdo avaliadas pela sua
habilidade de reconhecer biomarcadores especificos através de um processo conhecido
como SELEX (Evolucao Sistematica dos Ligantes por Enriquecimento Exponencial), o que
combina enriquecimento dos aptdmeros via selecdo interativa por afinidade de ligagéo e
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para selecionar sequéncias especificas de DNA e
RNA (cadeia dupla ou simples) com alta afinidade a molécula alvo (Figura 3.).

Enquanto que aptdmeros possuem afinidade similar aos anticorpos, eles também
possuem outras vantagens como: a producéo in vitro ndo necessitando de imunizacao, fusao
celular ou fermentacdo para a producdo em massa, otimizando assim 0 processo de
fabricacgdo e diminuindo os custos finais no desenvolvimento de biossensores. Portanto, o
uso de aptameros representa uma nova geracdo de biomoléculas com alta afinidade e
versatilidade para o desenvolvimento de biossensores para o diagndstico e monitoramento

de diversas doengas, como o cancer [124-126].
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Figura 3. Esquema do processo de Evolucao Sistematica dos Ligantes por Enriquecimento
Exponencial para o desenvolvimento de novos aptdmeros (autoria prépria).

Os Biossensores eletroquimicos baseados em aptdmeros possuem diversas
vantagens no desenvolvimento de novas plataformas para diagnéstico e monitoramento do
cancer, sendo as mais importantes a grande diversidade de eletrodos de trabalho existentes
na literatura, bem como, a possibilidade de miniaturizacdo da plataforma em lab-on-a-chip
e point-of-care [127]. Tais biossesensores sdo capazes de processar ensaios quimicos e
bioldgicos com mudltiplas etapas como: a amplificacio de DNA em tempo real para a
deteccdo [128], o isolamento e purificagdo de células especificas [129], a deteccdo de
mutacdes de uma Unica base através de matrizes eletroquimicas [130] e monitoramento do

metabolismo celular [131]. Diversos sensores voltamétricos utilizando aptameros ja foram
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desenvolvidos, os quais possuem moléculas oxirredutoras acopladas nas sequéncias de
DNA ou RNA. Desta forma, Plaxco et al. desenvolveram diferentes tipos de biossensores
com aptameros marcados com indicadores oxirredutores, onde a ligacdo do analito afetou
diretamente a eficiéncia na transferéncia de elétrons entre o aptdmero e o eletrodo, e 0
resultado provoca aumento ou diminuicdo da corrente proporcional a concentracdo do
analito, o que pode ser quantificado conforme uma curva de calibragédo [132-134]

Ja Xiao et al. [135] conjugaram azul de metileno (MB) em um aptamero
antitrombina, que foi imobilizado sobre eletrodos de ouro, via ligacdo tiol, e através de
medidas de corrente alternada foi possivel detectar trombina adicionada em soro fetal
bovino em concentracfes fisiolégicas (10nM — 100nM). Sistemas similares aos
desenvolvidos acima também foram desenvolvidos por Revzin e colaboradores para
deteccdo de diferentes alvos: como proteinas [136] e as citocinas Interferon gamma (INF-y)
e fator de necrose tumoral (TNF-a) [137].

Portanto, as tarefas desafiantes desta tese foram: 1) estudar o acoplamento do
processo biocatalitico (reconhecimento molecular) para analise de importantes metabolitos
liberados por células cancerigenas, como: superoxidos e peroxido de hidrogénio, por meio
do uso das enzimas superoxido dismutase e peroxidase. 2) O desenvolvimento de uma nova
plataforma pela utilizacdo de aptdmeros para deteccdo e monitoramento de proteinas
biomarcadoras para o CaP (PSA, VEGF e MUC1) 3) Avaliar os biomarcadores para criacdo

de dispositivos precisos e seletivos para o diagndstico de cancer de prostata.
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5. Conclusodes

A presente tese de doutorado apresentou a fabricacdo de duas linhas diferentes de
sensores, enzimaticos e os baseados em aptameros. O desenvolvimento de biossensores
enzimaticos contou com a fabricacdo de quatro plataformas diferentes para deteccdo de
glicose, lactato, superdxidos e peroxidase com baixos valores de LOD, sendo: para glicose
e lactato 2 pM, superoxido 1 nM e peroxido de hidrogénio 0,01 uM. Os biossensores
enzimaticos se mostraram reprodutiveis e sensiveis aos analitos, sem alteracdo de reposta
devido a presenca de interferentes. Além disso, a deteccdo de marcadores inflamatdrios
(como: superoxido e peroxido de hidrogénio) avaliadas pelos biossensores em tempo real e
utilizando células de CaP in vitro forneceu novas informacgdes sobre a producdo de tais
metabdlitos por uma linhagem agressiva de cancer, evidenciando assim seu potencial uso,
no futuro, como uma plataforma adicional para avaliagdo de subprodutos liberados por
diferentes linhagens celulares.

Por sua vez, o desenvolvimento de biossensores baseados em aptameros gerou trés
diferentes plataformas de detec¢do, sendo cada uma especifica para um tipo de proteina
entre PSA, VEGF e MUCL1. As plataformas utilizadas se mostraram estaveis, reprodutiveis
e sensiveis para as proteinas-alvo. Os limites de detecgdo dos biossensores aptaméricos foi
de 0,08 ng/mL para PSA e 0,15 ng/mL para VEGF, com linearidade até a concentracao de
100 ng/m, estes valores se encontram na faixa de concentracdo das proteinas no sangue,
demonstrando assim a possibilidade de testes utilizando amostras clinicas. Alem disso, o
monitoramento em tempo real e in vitro da producdo de proteinas por diferentes linhagens

celulares (normal e cancerigenas) forneceu novas informac6es sobre a liberacdo de PSA,
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VEGF e MUC1 e pode no futuro ser utilizado como uma ferramenta adicional para

diagnostico e monitoramento do cancer de prostata.

6. Planos futuros

Com os resultados da presente tese de doutorado, n6s tracamos um novo projeto
para o desenvolvimento de plataformas baseadas em aptadmeros com o objetivo de estudar
novos biomarcadores especificos para o cancer liberados como: hexoquinase tipo 2 (hK2),
antigeno prostatico especifico de membrana (PSMA), receptor de androgeno (AR) e a
enzima fosfatase acida prostatica (PAP). Em adicdo, temos também a colaboracdo com a
equipe do Dr. Alexander Revzin (Mayo Clinic, Rochester, MN) para testes utilizando os
biomarcadores em amostras clinicas, possibilitando assim 0 uso de nossos biossensores

para o diagnodstico e monitoramento do cancer de prostata.
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