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RESUMO 

 

O câncer de próstata é uma das principais causas de mortalidade masculina. Na 

atualidade, a detecção do câncer depende fortemente de métodos tradicionais baseados na 

análise da morfologia celular por meio de biopsias e análise do tecido. Por isso, o 

desenvolvimento de novos dispositivos para monitorar o metabolismo celular no 

diagnóstico de doenças é necessário. Atualmente pesquisas utilizando biossensores para 

esta finalidade possibilitaram a criação de novos dispositivos com alta sensibilidade de 

detecção, especificidade e capacidade de multiplexação em dispositivos portáteis para uso 

em diferentes áreas. Nesse estudo abordamos o monitoramento dos produtos secretados por 

células cancerígenas utilizando biossensores. O trabalho se desenvolveu em duas frentes de 

pesquisa para o estudo dos compostos liberados por células cancerígenas. A primeira 

tratou-se de uma plataforma de biossensor integrada para monitorar a detecção de multi-

analitos (glicose, lactato, superóxidos e peróxido de hidrogênio) onde o microambiente 

celular pode ser definido com precisão. O biossensor eletroquímico para detecção de 

glicose, lactato e superóxidos se baseou na utilização do hidrogel de polietileno glicol 

(PEG) acoplado com as enzimas: glicose oxidase (GOX), lactato desidrogenase (LOX) e 

superóxido dismutase (SOD) e ferroceno (Fc) como par redox utilizado nas análises 

eletroquímicas, em adição, a enzima peroxidase (HRP) foi conjugada com nanopartículas 

de ouro e foram encapsuladas na matriz de PEG. Na segunda estratégia utilizou-se de 

biossensores aptâméricos com ênfase em biomarcadores proteicos para monitoramento a 

detecção do antígeno prostático específico (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 prostáticas benignas), LNCaP e PC3 (células 

prostáticas tumorais). Desta forma a partir da combinação de diferentes metodologias na 

construção de biossensores eletroquímicos, foi possível a detecção de: glicose, lactato, 

superóxidos e peróxido de hidrogênio, além das proteínas PSA, VEGF e MUC1 com alta 

estabilidade, reprodutibilidade e seletividade. Portanto, as plataformas desenvolvidas neste 

trabalho poderão ser utilizadas, no futuro como uma ferramenta adicional para diagnóstico 

e monitoramento do câncer de próstata. 

Palavras-chave: biossensores eletroquímicos, câncer de próstata, metabolismo 

enzimático, metabolismo proteico. 
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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. Introdução 

 

O Câncer é uma das principais causas de morte no mundo, e sua incidência 

continua a aumentar, sendo a segunda causa de morte em países desenvolvidos [1]. Nos 

EUA, em 2016 o número aproximado de mortes de acordo com o tipo de câncer foi, 

dentre homens: câncer de próstata (26.120 pacientes, 14,4% dos casos), pulmão e 

brônquios (85.920 pacientes, 72% dos casos), colo retal (21.450 pacientes, 54,5% dos 

casos) e pâncreas (21.450 pacientes, 77.5% dos casos) [1-3]. Para as mulheres os quatros 

tipos mais comuns de câncer são: câncer de mama (40.450 pacientes, 16,4% dos casos), 

pulmão e brônquios (72.160 pacientes, 67% dos casos), colo retal (23,170 pacientes, 

48,7% dos casos) e pâncreas (20,330 pacientes, 80% dos casos) [1].  

O câncer é uma neoplasia maligna que ocorre devido à acumulação progressiva 

de alterações moleculares múltiplas no genoma (genéticos e epigenético), nos níveis da 

transcrição, tradução e pós-traducional. O câncer é composto de mais de 200 doenças 

diferentes que afetam mais de 60 órgãos humanos. Os tumores malignos são capazes de 

invadir tecidos adjacentes a partir do crescimento primário seguido de implantação e 

proliferação em locais distantes de sua origem através do processo de metástase [4-7]. 

O câncer de próstata (CaP) é 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 incidência é seis vezes maior em países desenvolvidos em comparação aos 

países em desenvolvimento, em 2016 segundo dados da American Cancer Society foram 

estimados em torno de 180 mil casos novos de CaP. No Brasil, o câncer de próstata é 

segundo em incidência e o primeiro em óbitos entre homens segundo o Instituto 

Nacional do Câncer (INCA), a estimativa de novos casos foi de 61.200 para 2016.  
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A incidência do CaP é influenciada por diversos fatores, dentre os quais estão: 

a) Idade: é um dos principais fatores de risco e o CaP é comumente 

diagnosticado em homens com mais de 50 anos [8]. 

b) Histórico familiar: O risco de desenvolver o CaP é aumentado em 

homens com casos diagnosticados na família sendo diretamente proporcional ao grau de 

parentesco e número de pessoas afetadas [9].   

c) Etnia: A população de etnia africana estão mais propensos a desenvolver 

o CaP [10]. Mais especificamente, nos EUA a incidência é maior em afro descendentes 

que nas demais etnias [11], supõe-se que fatores socioeconômicos, culturais e genéticos 

possam estar envolvidos com a predisposição de CaP entre afro descendentes [12]. 

d) Dieta: A predisposição de CaP é maior em homens obesos e em pacientes 

com dieta rica em gordura animal [13]. 

Contudo, mesmo com a evolução no tratamento e diagnóstico da doença, o 

câncer prostático continua sendo uma doença com alta incidência na população mundial, 

e o resultado do tratamento clínico depende principalmente do estágio em que o mesmo 

é diagnosticado. Portanto a detecção nos estágios iniciais e o tratamento eficaz são 

fundamentais para aumentar a taxa de sobrevivência da população [14]. Os métodos 

existentes de detecção de câncer dependem fortemente de métodos tradicionais, que se 

baseiam na análise morfológica das células por meio de análises biológicas e 

moleculares. Estas técnicas são invasivas e baseadas em biopsias com análise posterior 

do tecido, utilizando técnicas de fixação e morfologia celular para identificar e detectar 

as células cancerígenas [15,16]. 

Diversos avanços das ferramentas moleculares possibilitaram entender o 

funcionamento do câncer prostático no nível molecular. A análise de biomarcadores, 
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como microRNAs e proteínas no sangue, urina e outros fluidos corporais são os métodos 

mais refinados e menos invasivos utilizados para a detecção do CaP [17,18]. Em adição, 

perfis de multi-marcadores podem ser essenciais para o diagnóstico no início da doença. 

Estes métodos devem fornecer informações para auxiliar os médicos na tomada de 

decisões 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 diagnóstico do CaP. 

 

1.1. Biossensores para monitoramento celular 

 

A história do desenvolvimento de biossensores é um excelente exemplo de como 

uma ideia simples pode fomentar um avanço na ciência e tecnologia [19,20]. A criação 

deste campo foi iniciada na década de 60 pelos trabalhos de Clark e Lyons, onde 

combinaram um sensor eletroquímico de oxigênio (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 enzimático para a 

determinação rápida e quantitativa de glicose. Já Guilbault e Montalvo desenvolveram um 

eletrodo de vidro com a urease imobilizada para medir a concentração de ureia [22]. 

De acordo com a IUPAC, o biossensor deve ser um dispositivo integrado capaz de 

fornecer informações quantitativas ou semi-quantitativas, específicas, usando um elemento 

de reconhecimento biológico 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, proteínas) e as estratégias para a transdução do sinal biológico 
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podem ser divididas em: eletroquímica [24,25], óptica [26,27], gravimétrica [28,29], ou 

térmica [30] (Figura 1.).  

 

 

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

 

O campo de biossensores esta se expandindo exponencialmente, devido à 

versatilidade em seu uso em diferentes campos, como: processamento de alimentos 

(controle da qualidade e segurança) [31,32]; indústria (processos de fermentação) [33]; 

medicina (diagnóstico, tratamento e monitoramento de doenças) [34,35], indústria 

farmacêutica (produção de novos fármacos e desenvolvimento de sistemas de entrega de 

fármacos) [36,37]; biossegurança (controle de ameaças biológicas e químicas) [38].  

Atualmente na área médica o uso de biossensores para estudar os sistemas vivos 

(células, tecidos, órgãos e organismos) tem despertado grande interesse nas últimas duas 

décadas, por causa do desenvolvimento de diversos tipos sensores para análise celular. 

Estes sensores são capazes de analisar células vivas com transdutores de sinal e podem 
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ser utilizados para detecção de parâmetros fisiológicos; análises dos efeitos de fármacos; 

avaliação de citotoxicidade, entre outros [39-41], com análise precisa e in situ do 

microambiente celular [42,43].  

Tradicionalmente as análises celulares in vitro utilizam conjunto grande de 

células e revelam apenas informações escassas sobre as dinâmicas metabólicas, não 

sendo adequados para monitoramento de eventos metabólicos que requerem alta 

resolução temporal [44,45]. Devido às limitações da tecnologia de instrumentação 

existente, pesquisas tradicionais com cultura celular tendem a se concentrar sobre a 

monitoração de grandes populações celulares [46]. A análise celular individual ou de 

pequenos grupos demonstra uma representação mais precisa do comportamento das 

células [47, 48]. Deste modo, ao desenvolvimento de novos métodos bioanalíticos para 

análise celular [49]. 

 A dinâmica dos produtos secretados pelas células, por meio de biossensores, tem 

sido estudado para o monitoramento de doenças e desenvolvimento de novos tratamentos 

[50-52]. A avaliação do metabolismo celular é fundamental para o diagnóstico clínico e 

pode ser realizada precisamente por meio de sensores específicos para diversos subprodutos 

metabólicos liberados por células, tais como: hormônios, proteínas, neurotransmissores, 

fatores tróficos e entre outros [53-55]. Também é importante os estudos de sinais químicos 

e físicos em células, tais como: variações no pH, consumo de oxigênio, concentrações de 

íons, mudanças no potenciais de membrana, liberação de proteínas e metabólitos [56-58]. 

Utilizando um transdutor adequado, os sinais podem ser medidos quantitativamente e 

garantir informações comparativas importantes sobre a resposta das células a diferentes 

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

 

 Biossensores Lab-on-a-chip (LOC) são dispositivos que possuem como objetivo a 

miniaturização de processos químicos e biológicos em sistemas de alta precisão [60]. As 

pesquisas com LOC são parte de uma tendência no desenvolvimento de biossensores em 

direção a sistemas de alto rendimento com maior integração e miniaturização (Figura 1.) 

[69]. Estes sistemas têm sido utilizados em diversas pesquisas, como: a amplificação de 

DNA em tempo real para a detecção do vírus do papiloma humano (HPV) [61]; plataforma 

de microfluídos para o isolamento de células específicas a partir de amostras de sangue 

[62]; isolamento de células e purificação de baixa abundância [63]; detecção de mutações 

de uma única base através de matrizes eletroquímicas [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 técnicas eletroquímicas empregadas em conjunto com as plataformas de lab-on-

a-chip têm sido uma importante ferramenta no desenvolvimento de testes de diagnóstico de 

diversas doenças [66-68], oferecendo uma excelente sensibilidade analítica e uma 
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instrumentação simplificada de baixo custo [69]. Nos ensaios eletroquímicos, o 

metabolismo celular é normalmente quantificado através da medição da corrente elétrica 

gerada pela oxidação ou redução eletroquímica do elemento de biorreconhecimento (p.ex., 

um anticorpo marcador ou enzima que gera produto eletroativo). Portanto, a combinação de 

técnicas eletroquímicas e sistemas microfluídicos permitem uma análise invasiva, porém 

não destrutiva das células e deste modo diversas manipulações da amostra podem ser 

integradas no microssistema e o controle é simples e automatizado [70,71]. 

 A imobilização de distintos elementos de biorreconhecimento (p.ex., glicose 

oxidase, lactato dehidrogenase e peróxido de hidrogênio oxirredutase) em diferentes 

membros do conjunto de eletrodos e a detecção multianalítica continua a ser um desafio. 

Uma forma de realizar o teste para múltiplos analitos é combinar diversos imunoensaios 

eletroquímicos num único teste [72].  Conforme o observado nos trabalhos de Mataharu et. 

al. onde foi imobilizada a peróxido de hidrogênio oxiredutase em microeletrodos de ouro 

para verificar a liberação de peróxido de hidrogênio por macrófagos [73]. Por sua vez, 

Revzin et. al. desenvolveram um biossensor de filmes finos poliméricos depositados sobre 

microeletrodos de ouro para analisar peróxido de hidrogênio liberado por macrófagos [74]. 

Recentemente, Liu et. al. descreveram a aplicação de biossensores LOC em aplicações para 

monitoramento celular e diagnóstico de doenças como AIDS, câncer, doenças inflamatórias 

e infecções bacterianas [75]. 

 Outra vantagem de sistemas LOC é o uso em sistemas microfluídicos que permite a 

manipulação dos mesmos em pequenos canais. Tais dispositivos podem ser concebidos 

para executar várias etapas de alta resolução de ensaios biológicos ou químicos. Muitos são 

fabricados utilizando processos de moldagem ou o uso da fotolitografia, quartzo, sílica, ou 

substratos de vidro [76,77]. Recentemente, nosso grupo de pesquisa a desenvolveu um 
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biossensor sensível a peróxido de hidrogênio pela modificação de polímeros com a enzima 

peroxidase para avaliação do metabolismo de células de CaP [78]. 

Por isso sistemas microfluídicos oferecem oportunidades únicas para controlar e 

observar mudanças na composição do microambiente celular [79]. O fluxo laminar e a 

falta de mistura convectiva no interior dos canais fluídicos levam à aplicação das 

plataformas microfluídicas como dispositivos geradores de gradiente [81-82]. Estes 

dispositivos operam através do encaminhamento de dois ou mais reagentes de 

concentrações definidas por meio de uma rede de canais causando diluição em série e 

criando várias concentrações de reagentes na saída. 

 

1.2. Biomarcadores para Câncer de próstata 

 

Conforme o Instituto Nacional do Câncer dos EUA (NCI), um biomarcador é uma 

molécula biológica encontrada no sangue, fluídos corporais ou em tecidos, sendo um sinal 

de um processo normal ou anormal, ou de uma condição ou doença como o câncer [83]. A 

expressão de biomarcadores normalmente difere entre pessoas com CaP e  saudáveis e tais 

alterações podem ocorrer devido à: mutações somáticas, mudanças transcricionais ou pós-

transcricionais [84]. Atualmente, há uma grande variedade de biomarcadores, os quais 

podem incluir: proteínas, ácidos nucléicos, anticorpos, peptídeos, entre outros, a sua 

detecção deve ser possível na circulação (sangue, soro ou plasma) ou em excreções e 

secreções (fezes, urina, saliva, entre outros) de forma a ser facilmente analisado por meios 

não invasivos para avaliação de múltiplos contextos clínicos como: estimativa do risco de 

câncer; rastreio de tumores no estágio inicial; diferenciar tumores benignos e malignos e 

para o prognóstico e monitoramento do câncer [85-87].  
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Concomitantemente aos biomarcadores tradicionais utilizados para detecção e 

monitoramento de CaP, surgem novas alternativas para monitoramento de células 

cancerígenas através de subprodutos metabólicos liberados. Devido ao complexo 

microambiente celular, diferentes subprodutos são liberados para regulação do 

metabolismo celular e manutenção da homeostase.  

Normalmente, o meio celular cancerígeno é caracterizado pela depleção de 

oxigênio e glicose, bem como elevada acidose extracelular e liberação de diversos 

marcadores inflamatórios como os superóxidos, peróxido de hidrogênio e lactato [88]. 

Estes fatores levam a uma grande variabilidade dos gradientes de concentração de 

oxigênio, do pH e da glicose [89] que podem potencializar ou  modular a regulação 

metabólica das células cancerígenas, definindo a susceptibilidade ou resistência dessas 

células às terapias aplicadas [90]. Por isso, diferentes tipos biossensores utilizando as 

enzimas glicose oxidase, lactato desidrogenase, superóxido dismutase e peroxidase vêm 

sendo utilizados para detecção 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 liberação de lactato por 

miócitos, Revzin et al. [93] detectaram a liberação de peróxido de hidrogênio por 

macrófagos e Che et al. [94] demonstraram a importância da superóxido dismutase na 

regulação e evolução de tumores. 

Também há os biomarcadores proteicos estão sendo avaliados para potencial uso 

na análise clínica. Dentre eles, o antígeno prostático específico (PSA) é o mais 

comumente utilizado e amplamente estudado sendo, uma glicoproteína que contém 237-

amino-ácido (33 kDa) que pertence a família calicreína humana  produzida pelo epitélio 

glandular da próstata humana e secretado no fluído seminal [95]. O PSA desempenha 
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um papel principal no câncer de próstata, que pode estimular o desprendimento de 

células, facilitando a progressão tumoral ou metástase. Atualmente o diagnóstico de CaP 

é acompanhado pela dosagem sérica de PSA. No sangue, a maior parte do PSA se 

apresenta complexado com inibidores de proteases, predominantemente α1-

antiquimotripsina e α2-macroglobulina. Mas uma pequena fracção 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 discriminação de doenças prostáticas benignas contra o câncer de próstata é 

adequado para detecção de todas as subformas de PSA específicas, em vez de se medir 

apenas o PSA total, pois, conforme Cantalona et al. [97] pacientes saudáveis com 

concentrações normais de tPSA podem ter câncer se a concentração de fPSA for menos 

que 10%.   

Outro importante biomarcardor é a mucina (MUC1), que é uma glicoproteína com 

alto peso molecular encontrada exclusivamente na superfície apical de epitélios glandulares 

(gastrointestinais, respiratórios, urinários e reprodutivos) [98,99]. A MUC1 é uma 

glicoproteína transmembrana do tipo 1, com aproximadamente 1000-2200 aminoácidos. A 

função primária da MUC1 é a proteção contra ataques bacteriológicos e danos físicos 

[100,101]. Contudo, recentemente foi descrito papel importante da MUC1 na progressão de 

diversos tipos de câncer, como: câncer de mama, colo do útero, prostático, gástrico e 

pancreático. A sua expressão em tumores é geralmente aumentada e acompanhada pela 

glicolisação alterada e padrão de expressão aberrante, sendo mais difuso quando comparado 

com o padrão em células saudáveis [102,103].  

No CaP, o papel da MUC1 é pouco entendido, porém é possível verificar variações 

em sua expressão em células saudáveis e cancerígenas. Estudos recentes sugerem que a 
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MUC1 está envolvida na progressão e na atividade metastática do CaP com alta resposta 

imunorreativa e expressão alterada [104]. Os métodos mais utilizados para detecção de 

MUC1 foram reportado por Cheng et al. [105], sendo baseado na intensidade da 

fluorescência do oligonucleotídeo marcado com “quatum dots” e por Pang et al. [106], 

onde utilizaram ensaios com óxido de grafeno como inibidor da fluorescência do MC1 

aptâmero, porém ainda existe uma lacuna a ser preenchida por experimentos no 

monitoramento da MUC1 no CaP. 

Outro biomcardor importante é o Fator de Crescimento Vascular Endotelial 

(VEGF). O VEGF é uma proteína composta por 232 aminoácidos, sendo um importante 

marcador presente em diversos tipos de câncer, como: o de próstata, pulmão, trato urinário, 

mama, entre outros [107,108]. O VEGF é responsável pelo processo de angiogênese, 

vasculogênese, sendo um fator de agressividade relacionado com o câncer, que, em altas 

concentrações aumentam os riscos de metástase [109].  Diversos sistemas para detecção de 

VEGF em linhagens celulares de câncer de próstata já foram desenvolvidos através das 

técnicas de ELISA, fluorescência e eletroquímica, porém nenhuma tecnologia permitiu a 

detecção de VEGF com precisão [110,111].  

O desenvolvimento de biossensores para detecção destes biomarcadores pode ser 

dividido em dois grandes grupos, os com detecção direta e os indiretos para biomarcadores 

cancerígenos [112]. Os biosensores para diagnóstico e monitoramento do câncer utilizado 

comumente são os de detecção direta, onde a reação entre o sensor e o analito-alvo pode ser 

medida diretamente. Os biossensores indiretos, que são caracterizados como aqueles que 

necessitam um ligante secundário para a detecção do analito-alvo (p.ex., sensores 

eletroquímicos), normalmente utiliza o ligante secundário como anticorpos conjugados com 

enzimas, sequências de DNA, proteínas, entre outros [113-115]. 
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No desenvolvimento de biossensores para diagnóstico e monitoramento do câncer o 

componente biológico do sensor é fundamental para obtenção do êxito na pesquisa. O 

componente biológico pode variar desde pequenas moléculas até células inteiras, podendo 

ser dividido em dois grupos, elementos não-catalíticos e catalíticos. Os elementos não-

catalíticos são representados por receptores celulares ou anticorpos, e normalmente são 

utilizados para detecção direta (p.ex. biossensores label-free) [116]. Diversos biossensores 

são desenvolvidos para análise de proteínas, indicando assim o seu potencial na detecção de 

proteínas biomarcadoras para o câncer, porém, um dos gargalos é a disponibilidade de uma 

gama de elementos de reconhecimento que sejam específicos para os diversos 

biomarcadores cancerígenos. Enquanto que anticorpos são excelentes elementos, nos 

termos de ligação, especificidade e seletividade, porém eles são relativamente caros para 

produzir e algumas vezes incompatíveis com metodologias de alto rendimento, em adição 

ao uso de anticorpos, novas alternativas estão sendo o foco de diversos grupos de pesquisa 

com promissores alvos, como os aptâmeros [117-119]. 

Atualmente os aptâmeros são utilizados para detecção de diversas doenças. Os 

aptâmeros são oligonucleotídeos de DNA ou RNA (70 a 100 nucleotídeos) que se ligam a 

proteínas com alta afinidade [120]. O conceito de aptâmeros surgiu na década de 90 através 

do estudo com macromoléculas com diferentes estruturas primárias que adotam uma 

configuração tridimensional única com afinidade exclusiva de ligação com proteínas-alvo. 

Sendo de fato, o mesmo tipo de dependência estrutural na qual os anticorpos se ligam aos 

epítopos dos antígenos [121]. 

Nos últimos 20 anos, o conceito de ligação baseada na estrutura foi otimizado para a 

produção de um pool de aptâmeros, resultando num amplo banco de dados com de 

macromoléculas com conjuntos de sequências de DNA e RNA [122,123]. Contudo, as 
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sequências de DNA e RNA existentes nos bancos de dados são avaliadas pela sua 

habilidade de reconhecer biomarcadores específicos através de um processo conhecido 

como SELEX (Evolução Sistemática dos Ligantes por Enriquecimento Exponencial), o que 

combina enriquecimento dos aptâmeros via seleção interativa por afinidade de ligação e 

reação em cadeia da polimerase (PCR) para selecionar sequências específicas de DNA e 

RNA (cadeia dupla ou simples) com alta afinidade à molécula alvo (Figura 3.). 

Enquanto que aptâmeros possuem afinidade similar aos anticorpos, eles também 

possuem outras vantagens como: a produção in vitro não necessitando de imunização, fusão 

celular ou fermentação para a produção em massa, otimizando assim o processo de 

fabricação e diminuindo os custos finais no desenvolvimento de biossensores. Portanto, o 

uso de aptâmeros representa uma nova geração de biomoléculas com alta afinidade e 

versatilidade para o desenvolvimento de biossensores para o diagnóstico e monitoramento 

de diversas doenças, como o câncer [124-126]. 
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Figura 3. Esquema do processo de Evolução Sistemática dos Ligantes por Enriquecimento 

Exponencial para o desenvolvimento de novos aptâmeros (autoria própria). 

Os Biossensores eletroquímicos baseados em aptâmeros possuem diversas 

vantagens no desenvolvimento de novas plataformas para diagnóstico e monitoramento do 

câncer, sendo as mais importantes a grande diversidade de eletrodos de trabalho existentes 

na literatura, bem como, a possibilidade de miniaturização da plataforma em lab-on-a-chip 

e point-of-care [127]. Tais biossesensores são capazes de processar ensaios químicos e 

biológicos com múltiplas etapas como: a amplificação de DNA em tempo real para a 

detecção [128], o isolamento e purificação de células específicas [129], a detecção de 

mutações de uma única base através de matrizes eletroquímicas [130] e monitoramento do 

metabolismo celular [131]. Diversos sensores voltamétricos utilizando aptâmeros já foram 
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desenvolvidos, os quais possuem moléculas oxirredutoras acopladas nas sequências de 

DNA ou RNA. Desta forma, Plaxco et al. desenvolveram diferentes tipos de biossensores 

com aptâmeros marcados com indicadores oxirredutores, onde a ligação do analito afetou 

diretamente a eficiência na transferência de elétrons entre o aptâmero e o eletrodo, e o 

resultado provoca aumento ou diminuição da corrente proporcional à concentração do 

analito, o que pode ser quantificado conforme uma curva de calibração [132-134]  

Já Xiao et al. [135] conjugaram azul de metileno (MB) em um aptâmero 

antitrombina, que foi imobilizado sobre eletrodos de ouro, via ligação tiol, e através de 

medidas de corrente alternada foi possível detectar trombina adicionada em soro fetal 

bovino em concentrações fisiológicas (10nM – 100nM). Sistemas similares aos 

desenvolvidos acima também foram desenvolvidos por Revzin e colaboradores para 

detecção de diferentes alvos: como proteínas [136] e as citocinas Interferon gamma (INF-γ) 

e fator de necrose tumoral (TNF-α) [137].  

Portanto, as tarefas desafiantes desta tese foram: 1) estudar o acoplamento do 

processo biocatalítico (reconhecimento molecular) para análise de importantes metabólitos 

liberados por células cancerígenas, como: superóxidos e peróxido de hidrogênio, por meio 

do uso das enzimas superóxido dismutase e peroxidase. 2) O desenvolvimento de uma nova 

plataforma pela utilização de aptâmeros para detecção e monitoramento de proteínas 

biomarcadoras para o CaP (PSA, VEGF e MUC1) 3) Avaliar os biomarcadores para criação 

de dispositivos precisos e seletivos para o diagnóstico de câncer de próstata. 
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5. Conclusões 

 

A presente tese de doutorado apresentou a fabricação de duas linhas diferentes de 

sensores, enzimáticos e os baseados em aptâmeros. O desenvolvimento de biossensores 

enzimáticos contou com a fabricação de quatro plataformas diferentes para detecção de 

glicose, lactato, superóxidos e peroxidase com baixos valores de LOD, sendo: para glicose 

e lactato 2 µM, superóxido 1 nM e peróxido de hidrogênio 0,01 µM. Os biossensores 

enzimáticos se mostraram reprodutíveis e sensíveis aos analitos, sem alteração de reposta 

devido à presença de interferentes. Além disso, a detecção de marcadores inflamatórios 

(como: superóxido e peróxido de hidrogênio) avaliadas pelos biossensores em tempo real e 

utilizando células de CaP in vitro forneceu novas informações sobre a produção de tais 

metabólitos por uma linhagem agressiva de câncer, evidenciando assim seu potencial uso, 

no futuro, como uma plataforma adicional para avaliação de subprodutos liberados por 

diferentes linhagens celulares. 

 Por sua vez, o desenvolvimento de biossensores baseados em aptâmeros gerou três 

diferentes plataformas de detecção, sendo cada uma específica para um tipo de proteína 

entre PSA, VEGF e MUC1. As plataformas utilizadas se mostraram estáveis, reprodutíveis 

e sensíveis para as proteínas-alvo. Os limites de detecção dos biossensores aptaméricos foi 

de 0,08 ng/mL para PSA e 0,15 ng/mL para VEGF, com linearidade até a concentração de 

100 ng/m, estes valores se encontram na faixa de concentração das proteínas no sangue, 

demonstrando assim a possibilidade de testes utilizando amostras clínicas. Além disso, o 

monitoramento em tempo real e in vitro da produção de proteínas por diferentes linhagens 

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

diagnóstico e monitoramento do câncer de próstata. 

 

6. Planos futuros 

 

Com os resultados da presente tese de doutorado, nós traçamos um novo projeto 

para o desenvolvimento de plataformas baseadas em aptâmeros com o objetivo de estudar 

novos biomarcadores específicos para o câncer liberados como: hexoquinase tipo 2 (hK2), 

antígeno prostático específico de membrana (PSMA), receptor de andrógeno (AR) e a 

enzima fosfatase ácida prostática (PAP). Em adição, temos também a colaboração com a 

equipe do Dr. Alexander Revzin (Mayo Clinic, Rochester, MN) para testes utilizando os 

biomarcadores em amostras clínicas, possibilitando assim o uso de nossos biossensores 

para o diagnóstico e monitoramento do câncer de próstata. 
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