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RESUMO

Cerca de 2.1 milhdes de novos casos de cancer de mama (CM), com 630.000 mortes, foram
estimadas para 2018 no mundo, sendo 60.000 novos casos com incidéncia no Brasil. Existem
cinco subtipos principais de CM: Luminal A, Luminal B, Fator de Crescimento Epidérmico
Humano do receptor-2 (HER2) positivo, triplo negativo ndo Basaloide e Basaloide. O intervalo
ideal entre o diagnostico e o tratamento deve ser de até 60 dias para melhor progndstico,
entretanto, atualmente no Brasil esse periodo atinge até 240 dias. O CM é diagnosticado através
de rastreio por imagem, como ultrassonografia (USG) e mamografia. Esses meios apresentam
algumas limitacdes. A mamografia tem sua detec¢do prejudicada em areas com tecido mamario
denso, entdo, associa-se com a USG para melhor visualizagdo. Identificando uma imagem
sugestiva de cancer, faz-se uma biopisa do tecido mamario, seguida de imunohistoquimica (HI)
e hibridacdo in situ de fluorescéncia (FISH), para estudar o perfil do HER2, uma proteina muito
importante para o crescimento, vida e morte programada da celula mamaria. O valor normal do
HER2 no soro é de até 15ng/mL. Apesar dos métodos ja estabelecidos, HI e FISH, para o
diagnostico, a possibilidade de desenvolvimento de um dispositivo de manuseio simples, rapido
€ menos invasivo, como os biossensores, sera de grande ajuda no diagnostico precoce do CM.
Este trabalho teve como objetivo desenvolver um aptassensor para detectar HER2 em soro
humano. Os aptassensores eletroquimicos sdo biossensores que usam um aptamero como
elemento de biorreconhecimento. Eles analisam por voltametria o sinal resposta para a presenca
normal ou anormal de um analito em uma amostra bioldgica. Por sua vez, 0s aptameros sdo
pequenos fragmentos de oligonucleotidios de DNA ou RNA de cadeia simples, produzidos para
alvos especificos. O processo de desenvolvimento desse aptasenssor se deu da seguinte forma:
um Aptamero HER2 foi imobilizado por adsorcdo eletrostatica na superficie de um eletrodo
impresso em tela, modificado com poli-L-lisina. As medidas foram feitas por voltametria de
pulso diferencial (DPV) usando azul de metileno como indicador quimico redox da reacdo. A
curva de calibracdo aprsentou um R2 =0,9971 utilizando diferentes concentracdes de proteina
HER2 (10 - 60 ng / mL) diluidas em tampéo PBS (pH 7,4), com um limite de detec¢édo de 3,0
ng/mL. Mostrou boa reprodutibilidade, resultando em desvios padrao relativo (RSDs) de 3%.
Permaneceu estavel por 3 dias, com um RSDs de 2%. Ao realizarmos testes com o soro de uma
mulher saudavel, foi apresentado um pico de 6,72 pA. E ao testarmos com o soro de uma mulher
com cancer de mama HER2 +, obtivemos um sinal de 2,65 pA. Isto denota 0 mesmo padréo

encontrado quando da adigdo de proteina no soro controle (quando havia uma maior



concentracdo da proteina HER2 foi apresentado um sinal menor). Os testes foram
caracterizados por calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) e mostraram excelente afinidade
e interacdo entre aptamero e proteina. Os resultados revelaram uma ferramenta promissora e

sensivel, com potencial no auxilio do diagnéstico molecular do CM.

Palavras-chave: Biossensor. Cancer de mama. Diagnostico.



ABSTRACT
About 2.1 million new cases of breast cancer (BC), with 630,000 deaths were estimated for
2018 worldwide, of which 60,000 new cases are indicative in Brazil. There are five major
subtypes of BC: Luminal A, Luminal B, positive HER2, triple-negative non-Basaloid and
Basaloid. The ideal interval between diagnosis and treatment should be up to 60 days for a
better prognosis, however, currently in Brazil, this period reaches up to 240 days. BC is
diagnosed by imaging, such as ultrasound (USG) and mammography. These means have some
limitations, such as mammography, whose detection is impaired in areas with dense breast
tissue, so it is associated with the USG. Identifying an image suggestive of cancer, a breast
tissue biopsy is performed, followed by immunohistochemistry (HI) and fluorescence in situ
hybridization (FISH) to study the profile of HER2, a very important protein for growth, life,
and death. of the breast cell. The normal serum HER2 value is up to 15ng / mL. Despite
established HI and FISH diagnostic methods, the possibility of developing a simple, rapid and
less invasive handling device such as biosensors will be of great help in early diagnosis of BC.
Aptamers are small fragments of single-stranded DNA or RNA oligonucleotides produced for
specific targets. Electrochemical Aptasensors are biosensors that use an aptamer as a
biorecognition element and voltammetry analyzes the response signal for the normal or
abnormal presence of an analyte in a biological sample. This work aimed to develop an
Aptasensor to detect HER2 in human serum. An HER2 Aptamer was immobilized by
electrostatic adsorption on the surface of a poly-L-lysine modified screen-printed electrode.
Measurements were made by differential pulse voltammetry (DPV) using methylene blue as
the redox chemical reaction indicator. The calibration curve showed R2 = 0.9971 using different
concentrations of HER2 protein (10 - 60 ng / mL) diluted in PBS buffer (pH 7.4) with a
detection limit of 3.0 ng / mL. It showed good reproducibility, resulting in relative standard
deviations (RSDs) of 3%. It remained stable for 3 days with a 2% RSDs. Serum tests were
performed on a healthy woman with a peak of 6.72 pA. When testing the serum of a woman
with HER2 + breast cancer, we obtained a 2.65 pA signal, denoting the same pattern found
when adding protein to the control serum (when there was a higher concentration of HER2
protein showed a lower signal). It was characterized by isothermal titration calorimetry (ITC)
and showed excellent affinity and interaction between aptamer and protein. The results revealed

a promising and sensitive tool with the potential to aid the molecular diagnosis of BC.

Keywords: Biosensor. Breast cancer. Diagnosis.
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1.  INTRODUCAO

Em 2018, cerca de 2.1 milhGes de novos casos de cancer de mama (CM), com 630.000
mortes, foram estimados para 0 mundo. Para o Brasil, este niamero foi de 60.000 novos casos
de CM (1ARC, 2018). O CM é uma doenca com alta taxa de mortalidade entre as mulheres e
tem natureza clinica heterogénea, isso dificulta o diagnostico e tratamento. Existem cinco
subtipos intrinsecos de CM conforme seu padréo de expressdo génica: Luminal A, Luminal B,
HER?2 positivo, triplo negativo ndo Basaloide e Basaloide (1) ( Perou 2000).

O gene HER2 expressa uma proteina transmembranar também chamada de HER2. Essa
proteina possui trés dominios: um dominio extracelular (ECD), uma regido transmembranar e
um dominio intracelular de tirosina quinase; o ECD é liberado na corrente sanguinea quando a
célula é lisada, podendo ser detectada, quando isso ocorre numa quantidade acima do normal
caracteriza o subtipo de CM HER?2 positivo, sendo considerado um tumor agressivo com um
desfecho clinico muito ruim (ZHANG; XIAO, 2018). Quando a proteina HER2 chega no soro,
sua concentracdo pode variar de (zero) 0 ng / mL a 15 ng/mL em mulheres saudaveis, e valores
acima desse ponto sao considerados anormais (VONDELING et al., 2018).

O intervalo ideal entre o diagnostico e o tratamento deve ser de até 60 dias para melhor
prognostico. No Brasil, México e India, esse periodo atinge até 240 dias (MEDEIROS, 2015).
Isso indica a necessidade de novas estratégias, como politicas publicas e técnicas, a fim de
diminuir o tempo de diagnostico.

Atualmente o CM ¢ diagnosticado por meio de rastreio de imagens, como
ultrassonografia e mamografia. Esses meétodos apresentam algumas limitacbes, como a
mamografia, cuja deteccdo € prejudicada em areas com tecido mamario denso, podendo
mascarar uma lesdo ja existente (TAGLIAFICO et al., 2018). A imunohistoquimica (IH) é
recomendada para determinar a expressao de HER2 no tecido, seguida pela hibridacéo in situ
de fluorescéncia (FISH) para avaliar a amplificacdo do gene HER2. Esses dois métodos de
deteccdo sdo invasivos, porque sdo realizados num fragmento de tecido mamario retirados em
biopsia, um exame muito doloroso e traumatico (EFARED et al., 2018). A Siemens® tem um
ensaio imunoenzimatico (ELISA), aprovado pelo FDA em 2000, para a determinacdo da
proteina HER2 no soro, porém, tem indicacdo médica apenas para monitorar o tratamento e o
prognostico do cancer de mama do tipo HER2, ndo sendo indicado para diagndstico (CARNEY,
2007).

Apesar desses métodos ja estabelecidos para o estudo do HER2, a possibilidade de

desenvolver um dispositivo com manuseio simples, rapido, seguro e pontual, como um
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biossensor (dispositivo que funciona como um sensor para deteccéo analitica), constituido por
um elemento de Bioreconhecimento (EB) responsavel por identificar o analito (A), a substancia
contida na amostra que seré analisada. A reacdo entre o EB e A acontece na superficie de uma
plataforma chamada de Transdutor (T). Esse componente identifica e transforma um sinal,
gerado das reagdes entre EB e A, em um sinal mensurdvel, enviando para 0 componente
Detector (D), informando a presenca ou auséncia do A em dados numéricos (MARQUES et al.,
2014). O desenvolvimento desse dispositivo sera de grande ajuda no diagnostico do subtipo de
CM HER2. A quantificagdo dessa molécula em amostras soroldgicas € considerada um método
promissor € menos invasivo para o diagnostico precoce dessa doenca.

Os aptameros sdo moléculas de DNA ou RNA de cadeia Gnica com dobra tridimensional
e servem como ligantes EB para um A especifico (PFEIFFER; MAYER, 2016). Os
aptasensores sdo biossensores que utilizam aptameros como o EB e apresentam alta
sensibilidade e seletividade, boa estabilidade em ambientes complexos como, por exemplo, em
amostras biologicas de sangue e soro, bem como resisténcia a desnaturacdo e degradacao
(CHUN et al., 2013). Os aptassensores eletroquimicos que detectam as reacoes eletroquimicas
da interacdo entre 0 EB e A, sdo plataformas mais rapidas, baratas e sensiveis, com potencial
para a aplicacdo no diagnostico no ponto-cuidado, podendo assim orientar um tratamento em
um menor espaco de tempo (PFEIFFER; MAYER, 2016). Sendo assim o objetivo desta
Pesquisa € desenlvolver um Aptassensor para detectar a proteina HER2 no soro humano.

Visando responder o problema da pesquisa, tem-se como objetivo geral Desenvolver um
aptassensor eletroquimico para detectar HER2 no soro humano, auxiliando no diagnostico do
cancer de mama tipo HER2. Mais especificamente, definiram-se 0s seguintes objetivos: a)
produzir o Transdutor eletroquimico com 02 Eletrodos impressos de carbono e 01 Eletrodo
Impresso de Cloreto de prata ; b) testar o Aptassensor com amostras sintéticas e bioldgica (soro
humano), contendo a proteina HER2; c) realizar teste de especificidade e seletividade
utilizando uma proteina ndo complementar ao Aptassensor; e d) avaliar a reprodutibilidade e

estabilidade do aptassensor para detectar HER no soro.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. EPIDEMIOLOGIA DO CANCER DE MAMA

Quase 2.1 milhdes de novos casos de cancer de mama, com cerca de 630.000 mortes,
foram estimados para 2018 (IARC, 2018). No Brasil, o cancer de mama é o tipo de cancer mais
comum e a principal causa de morte entre as mulheres. Para 2018, foram estimados 60.000
novos casos, e em 2017, foram registrados 17.000 6bitos no Brasil (SANTOS, 2018) como
mostrado na Figura 1. Nas Ultimas trés décadas a mortalidade devido ao CM aumentou bastante
nas cinco macrorregioes brasileiras. Esse crescimento pode ser relacionado a diminuigéo da taxa
de natalidade, ao sedentarismo e obesidade, e a0 aumento da expectatica de vida, que eleva o
indice de envelhecimento populacional (MIGOWSKI et al., 2018).

Localizacao Primaria Casos %
Mulheres | Mama Feminina 59.700 29,5% |

Colon e Reto 18.980 9,4%
Colo do Utero 16.370 8,1%
Traqueia, Bronquio e Pulmao 12.530 6.2%
Glandula Tireoide 8.040 4,0%
Estdmago 7.750 3.8%
Corpo do Utero 6.600 3,3%
Ovario 6.150 3,0%
Sistema Nervoso Central 5.510 2,7%
Leucemias 4.860 2,4%

Figura 1. Tipos de cancer mais incidentes estimados em 2018 no sexo
feminino. Em destaque o cancer de mama que aparece em primiro
lugar.Adaptado (INCA, 2018)

2.2. ESTRUTURA DA MAMA

As mamas sdo 6rgdos pares, que ficam localizadas na parede anterior do térax, sobre 0s
musculos Grande Peitoral. Externamente, cada mama, apresenta: Aureo6la: (estrutura central da
mama onde se projeta a papila); Papila: cada papila possui em torno de 15 a 20 lobos mamarios
separados por tecido fiborso; Lobos mamarios: cada lobulo tem uma via de drenagem, que
drenam em direcdo da papila, formando assim o sistema ductal. O Tecido parenquimatoso € o
tecido funcional da mama composto pelo tecido glandular. O Tecido adiposo compde todo o

restante da mama. Observa-se que com o passar dos anos esse tecido glandular vai dando lugar
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ao tecido adiposo.Tem como funcdo principal a producdo do leite para a amamentacao
(GEDDES, 2007).

2.3. CANCER DE MAMA

As celulas que formam o tecido mamario se multiplicam continuamente, e a maioria delas
crescem e morrem de maneira ordenada e sdo repostas a0 mesmo tempo em que crescimentos
inapropriados séo inibidos, o que mantem a boa funcionalidade do tecido (GEDDES, 2007).

Os principais mecanismos reguladores desse processo de crescimento tém a ver com
proteinas. Essas proteinas tém a capacidade e funcdo de estimular a multiplicacdo celular de
forma ordenada, ou até mesmo reparar a célula antes da replicacéo evitando qualquer anomalia
e ou mal formacdo (GODONE et al., 2018). Porem, se a celula desenvolver mecanismos
autdbnomos de sobrevivéncia, isso pode gerar consequéncias fatais para o organismo. Acredita-
se que todas as células de um tumor descendem de uma célula ancestral comum e normal que
em algum momento, iniciou um processo de multiplicacdo desordenada e reproducéo
inapropriada, sofrendo sucessivas transformacdes antes de tornar-se completamente maligna
(GOLDHIRSCH et al., 2011). Essas transformacgdes malignas s6 serdo possiveis se o tumor
transpor os limites tracados pelo organismo (os fatores mecénicos e imunolégicos) os quais
inibem o crescimento e desenvolvimento neoplasico (VONDELING et al., 2018). Causando as
mutacOes e amplificacdes génicas (muitas e excessivas copias de um gene), principalmente nos
genes realcionados a proto-oncogenese (séo genes que ajudam e beneficia o crescimento sadio
das celulas), nos genes supressores do tumor e nos genes realcionados ao reparo do DNA das
células, como, por exemplo, a amplificacdo de genes HER-2 localizado no braco longo do
cromossomo 17g11-12 (Brago longo do cromossomo 17 banda 12 regido 1 e sub-regido 2),
causam essas transformac6es nas células mamarias (INOUE; FRY, 2016). Entdo, caso o tumor
de mama ndo seja detectado e tratado, ele desenvolve metastases, mais comumente nos 0ssos,
pulmdes e figado (MIGOWSKI et al., 2018).

2.3.1.Subtipos principais do cancer de mama classificagcdo molecular

O CM é uma doenca de carater clinico heterogéneo, devido a sua morfologia, prognostico,
potencial de metastase e as diferentes respostas ao tratamento. Quanto a classificacdo molecular
existem cinco subtipos de CM intrinsecos conforme seu padrdo de expressdo génica: Luminal

A, Luminal B, HER2 positivo, Triplo negativo (néo basaloide) e Basaloide (1). Abaixo, tabela
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1, descrita com 0s subtipos de cancer de mama de acordo classificagdo molecular por IH
(PEROU,2000):

Sub-tipo Expresséo

Luminal A RE+ e/ou RP+, HER2-
Luminal B RE+ e/ou RP+, HER2-
HER?2 Positivo RE-, RP- e HER2+
Basaloide RE-, RP-, HER2-
Triplo Negativo ndo Basaloide RE-, RP-, HER2-

Tabela 1- Representa a expressao dos receptores Hormonais para s cinco principais subtipos de Cancer de
Mama.RE- Receptor Estrogeno; RP- Receptor Progesterona; Fonte: adaptada (PEROU,2000)

Os tumores Luminal A tém o melhor prognostico e representam cerca de 30 a 40 % dos
casos com relacdo aos outros quatro subtipos de cancer. Os tumores Luminal B tém um pior
prognostico quando compardos ao Luminal A, por seu maior indice de proliferacéo celular.
Representa cerca de 10% dos tumores e € chamado de Luminal Hibrido quando expressa o
HER2. O subtipo triplo negativo frequentemente também tém mutacdes nos genes BRCA1
(COELHO et al., 2018). O HER2 positivo apresenta mutacdes no brago longo dos cromossomo
17. 1sso o torna o subtipo com o pior prognostico, apresentando uma progressao rapida da
doenca e menor tempo de sobrevida dos pacientes com relacdo aos demais, (SERRA et al.,
2014).

E recomendado para todos os casos de cancer mamario, que sejam avaliados o perfil dos
receptores de estrogeno (RE), progesterona (RP), e receptor de fator de crescimento epidérmico
HER-2 (GOLDHIRSCH et al., 2011).

HER2/neu é um proto-oncogene presente nas células normais que as ajudam em seu
crescimento. Torna-se um oncogene quando uma célula tem muitas copias deste gene, assim as
células produzem proteina HER2 em excesso e o cancer é denominado HER2 positivo
(NIXON; HANNOUF; VERMA, 2018), Conforme demonstrado na figura 2 abaixo:
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Normal Gene amplification
Protein overexpression

Cytoplasm

—— Nucleus

Cell membrane
1: Increase of gene copies number

2: Increase of HER2 mRNA
3: Increased expression of protein in the membrane
4: Shedding of extracellular domain residues

Figura 2 Representacdo da amplificacdo do Gene HER2. (1)Aumento do ndmero de cdpias do Gene HERZ2; (2)
aumento do mMRNA HER2; (3) Aumento da Proteina transmembrana HER2; (4) Liberacdo do Domino Extra
célular da proteina HER2 para o exterior da célula. Adaptado (LIN, 2012)

Essa proteina é produzida por um gene localizado no braco longo do cromossomo 17g11-
12. A amplificacdo de genes HER2 é comum em tumores mamarios humanos, esses receptores
estdo envolvidos na regulacdo, crescimento, sobrevivéncia, reparacdo do DNA antes da
multiplicacdo, e tambem pela morte celular programada (NIXON; HANNOUF; VERMA,
2018). A proteina codificada pelo gene HER2 em amplificacdo proporciona um
desenvolvimento e proliferacdo mais rapido para as células tumorais. Com isso 0s tumores
tornam-se mais agressivos (LOO et al., 2011). O aumento da proteina HER2 no soro esta
relacionada com a carga tumoral, encontrando-se niveis mais altos nos tumores de mama no
terceiro e quarto estagios, em que ja ha metastases (AMORIM et al., 2014), de acordo com a

figua 3 abaixo demostrada.
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Stage V Breast Cancer
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Figura 3 Mama com cancer e metastase para diverso orgdos. Mama com cancer e metastase para diverso orgaos.
Bone- Osso; Liver-Figado; Lung-Pulméo; Brain- Cerebro . Adaptado Bruce Blaus, 2016

2.3.2.

Principais fatores de risco para o cancer de mama

O CM, como mostrado na Fig 3, ocorre pelo crescimento desordenado das células da mama

a partir de alteracGes hereditarias ou adquiridas. Os principais fatores de risco para o seu

desenvolvimento sdo:

Idade a partir de 50 anos. Com o envelhecimento, o tecido glandular da mama vai dando
lugar ao tecido adiposo (WENDER et al., 2017);

Casos de CM na familia, principalmente quando ocorreram com menos de 30 anos de
idade (WENDER et al., 2017);

Obesidade. Na juventude os ovarios produzem a maior parte do estrogénio e o tecido
adiposo produz apenas uma pequena quantidade. Porém, na menopausa, quando 0s
ovarios deixam de produzir estrogénio, o tecido adiposo passa a produzi-lo. Sendo
assim, quanto maior o indice de tecido adiposo, maior é a producdo de estrogénio,
principalmente nesta fase da vida da mulher (CIRUELOS GIL, 2014);

Etilismo. Acredita-se que o consumo de alcool leve a um aumento nos niveis de
estrogénio plasmatico (CHEN etal., 2011);

Menarca precoce ou menopausa tardia; nuliparidade; e gestante idosa. Nessas condigdes
a mulher fica mais tempo sob a exposi¢do do estrogénio, portanto aumenta-se 0 a
probabilidade de desenvolvimento do CM (WENDER et al., 2017).
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2.3.3.Diagndstico e tratamento do cancer de mama

O rastreamento do cancer de mama no Brasil é recomendado para mulheres acima de 50
anos, com exames de mamografia a cada dois anos. Através da mamografia se detecta um tumor
que ainda ndo pode ser sentido através da palpacdo em até dois anos antes de seu aparecimento.
A ultrassonografia € utilizada como complemento da mamografia, do exame fisico e da
anamnese, principalmente para diferenciar as lesdes solidas cisticas. Por mostrar as margens
irregulares numa massa solida, os cistos e carcinomas sdo achados altamente sugestivos de
malignidade (MIGOWSKI et al., 2018). Caso seja encontrada lesdo sugestiva de CM é indicado
uma bidpsia, e o tecido removido é encaminhado para exame anatomopatoldgico. Esse, é de
fundamental importancia para determinar a natureza da leséo, e é considerado o exame padréo
ouro para o diagnostico e certeza do cancer (GODONE et al., 2018). E importante analisar o
perfil do HER2 no fragmento do tecido mamario retirado durante a biopsia, este é um tipo de
marcador molecular para fins de diagnostico. A imuno-histoquimica (IH) é recomendada para
a determinacdo da expressdo de HER2 em tecidos seguida por fluorescéncia de hibridizacéo in
situ (FISH) para avaliar a amplificacdo do gene HER2 (SAADATI et al., 2019).

Porém, existe algumas limitagdes que incluem os resultados falso-positivos. Dificuldades
de avaliacdo da coloracdo no IH, gerando ansiedade, realizacdo desnecessaria de exames
complementares e resultados inconclusivos, promovem uma falsa tranquilidade para a paciente,
bem como um falso diagnostico e falta de tratamento adequado (TAYLOR).

A monitorizacdo do HER2 através do método Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA), ja é reconhecida pelo Food and Drug Administration® (FDA), porém, ainda € uma
técncia complexa que precisa de laboratérios e profissionais bastante especializados. Além
disso, com os altos investimentos financeiros, essa técncia demostra que no soro humano de
uma pessoa saudavel a concentracdo de HER2 varia de 0 ng/mL a 15 ng/mL, e acima deste
ponto é considerado superexpressdo. Podendo, entdo, ser CM, ha uma andlise dos resultados
juntamente com a historia e a clinica da paciente. Cada marcador tumoral tem um valor de
referéncia determinada, entdo taxas acima do valor dessa referéncia, apresentadas por pacientes,
devem ser investigadas.(VONDELING et al., 2018).

Atualmente ja existe medicamento especifico para 0 CM HER2: o Transtuzumab.
Considerado pela Organizagdo Mundial da Satude (OMS) como um dos medicamentos

essenciais ao combate do CM tipo HER2 Positivo. E disponibilizado pelo Sistema Gnico de
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Saude (SUS) no Brasil, com a incorporacdo dessa terapia atraves da Portaria Conjunta
SAS/SCTIE n° 4, publicada em 01 de fevereiro de 2018, que atualiza as Diretrizes Diagndsticas
e Terapéuticas da doenca.

E necessario mais estudos na area diagndstica, bem como desenvolvimentos de novos
dispositivos analiticos, tais como os biossensores, a fim de realizar um diagndstico incial e
tratamento precoce da doenca, haja vista que ja existe medicamento especifico para tal. Na
tabela 2 estdo dsipostas algumas publica¢des sobre uso dos aptassesnores na detec¢do do HER2,
e no Capitulo 3 desta tese 0s Biossesnores serdo expostos com mais detalhes.

Tabela 2 com Biossensores para detecgdo do HER2

BT'pO de Amostra Analisada *Tempo Limite de deteccdo Referéncia

iossensor

1-Aptass,en_sor Proteina HER2 4 3ng/mL (Bezerra, 2019)
Eletroguimico em soro Humano

2-Aptassensor Proteina HER2 s

Eletroquimico Diluida/agua ultrapura 60 Sng/mL (CHUN etal., 2013)
3-Aptassensor 102 M (SALIMIAN; KEKEDY-NAGY;

1% soro bovino fetal 30

Eletroquimico (0.14 ng/mL) FERAPONTOVA, 2017)

*Tempo: Inclui apenas a medicdo do Sinal

O Aptassensor 1- Detecta 0 HER2 no soro humano em 4 minutos e com 3ng/mL de limite de detec¢do, 2 detecta
0 HER2 em &gua em 60 minutos com limite de deteccdo de 5ng/mL, j& o 3 detecta 0 HER2 diluido em soro
bovino em trinta minutos num limite de 0,14 ng/mL. O nimero 1 por ser detectado em soro humano apresenta
uma importancia clinica viavel para o diagnostico do HER2, com relacdo aos 2 e 3 que utilizaram como amostra

a agua e o soro bovino
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3.  BIOSSENSORES

Biossensor é um dispositivo que funciona como um aparelho de deteccdo analitica.
Constituido por um EB responsavel por identificar o A, a substancia contida na amostra que
sera analisada, a reacdo entre 0 EB e A, acontece na superficie de uma plataforma chamada de
T. Esse componente identifica e transforma um sinal, gerado das reacdes entre EB e A, em um
sinal mensuravel, enviando para o componente D, e informando a presenca ou auséncia do A
em dados numéricos (SHASHAANI et al., 2016). A Figura 4 apresenta um esquema dos

elementos que compdem um biossensor.

T SINAL 00:00

Figura 4 Esquema dos elementos do Biossensor. (A) Analito, (EB) Elemento de
Biorreconhecimento (T) Transdutor,(D) Detector Fonte:(Autora, 2019)

Existem varios tipos de biossensores, e geralmente a nomenclatura atribuida a cada um
deles depende do tipo de elemento de biorreconhecimento (enzima, aptamer, anticorpo,
microbio, acido nucleiocos) e do tipo de transdutor (eletroquimico, piezoeletricos, acusticos,
oOpticos, térmico) utilizados (OLIVEIRA et al., 2015).

Por serem dispositivos pequenos e permitirem uma andlise rapida, como por exemplo 0s
biossensores eletroquimicos, podem ser portateis e de pronto uso, tendo a possibilidade de
serem usados em diversos ambientes (MITTAL et al., 2017). Deste modo, esses dispositivos
tém sido bastante utilizados em diferentes &reas, como industrias de alimentos e farmacéuticas,
na agricultura, saude e forense. Quando esses setores necessitam de métodos analiticos rapidos,
seguros e confiaveis, com resultados em tempo real, e precisando utilizar apenas pequenas
quantidades de amostras, em que uma gota muitas vezes ja é suficiente, em que encontram-se

os analitos de interesse com alta seletividade e especificidade (ZHU et al., 2017).
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3.1. BIOSSENSORES QUANTO AO ELEMENTO DE BIORRECONHECIMENTO

O Elemento de Biorreconhecimento é capaz de detectar a presenca e a concentracdo de um
analito especifico numa amostra a ser analisada (JUSTINO et al., 2015).

e ANTICORPO: também chamado de Imunossensor. Aqui o0 elemento de
biorreconhecimento € um anticorpo e possui uma superficie complementar a estrutura
tridimensional do antigeno especifico, formando complexos antigeno/anticorpo e
gerando um sinal detectavel. Seu uso como elemento de biorreconhecimento é baseado
na reacdo imunoldgica, na extrema sensibilidade e especificidade das interacGes entre o
complexo antigeno/anticorpo, como, por exemplo, 0 Imunossesnor para cancer
(SAADATI et al., 2019);

e ENZIMA: Biossensor Enzimatico. Nesse caso o elemento de biorreconhecimento é uma
enzima extremamente especifica para detectar seu alvo através da emisséo de sinais
durante a reacdo com consumo ou formacdo de novos produtos quando da interacdo
enzima-substrato. Um exemplo de sensor enzimatico € o que utiliza a enzima urease,
muito util no monitoramento da industria alimenticea para detecgédo de niveis de ureia
no leite de vaca (RAMESH et al., 2015);

e ACIDOS NUCLEICOS: Sio os Genossensores. Dispositivos resultantes da interagéo
entre uma sonda de um oligonucleotideo sintético curto que funciona como o elemento
de biorreconhecimento sendo capaz de detectar sua sequéncia de DNA complementa
através do processo de hibridizacdo. Um exemplo de um genosensor ja desenvolvido é
para detectar HPV (CAMPOS-FERREIRA et al., 2016);

e MICROBIOLOGICO: Biossensores microbioldgicos, baseados na deteccdo dos sinais
emitidos durante o funcionamneto metabolico dos organismos vivos, tais como
bactérias, fungos e virus. Como por exemplo o biossensor para o Ebola (TEMBO et al.,
2019);

e APTAMEROS: Chamado de Aptassensor. Os aptameros ou anticorpos sintéticos, sao
pequenos fragmentos de oligonucleotidios de DNA ou RNA de cadeia simples,
produzidos por meio de um processo de sele¢do, conhecido como "SELEX”. Assim,
diversas sequéncias de aptamero sdo identificados e em seguida sintetizadas
quimicamente no laboratério de forma mais rapida e menos dispendiosa, sem 0s
problemas tradicionais associados com a producgdo de anticorpos recombinantes. Os

aptameros podem ser aplicados em diversas areas, incluindo diagnésticos, terapéutica,
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forense e biodefesa (MANUSCRIPT; CHEMISTRY, 2009). Eles apresentam algumas

vantagens com relagéo aos demais elementos de biorreconecimento, como:

a) Os aptameros séo capazes de excelente discriminacdo do alvo. Por esse motivo
podem ser usados como elemento de biorreconhecimento para Biossensores
(CORTEZ et al., 2012);

b) S&o resistentes a mudangas bruscas de temperatura. Eles podem ser desnaturados e
renaturados varias vezes sem alterar sua estrutura funcional. Essa caracteristica
favorece seu uso como elemento de biorreconhecimento, devido ao fato de que ao
longo dos experimentos necessitamos congelar e descongelar o aptamero por
diversas vezes (CAl et al., 2018);

c) Kits de aptameros baseados em diagnostico foram desenvolvidos para a detec¢édo de

micotoxinas e aflatoxinas, toxinas que contaminam alimentos (CAl et al., 2018).

O padréo ouro para a detecgédo de pequenas moléculas € a espectrometria de massa, porém essa
técnica necessita de laboratdrios com equipamentos altamente especificos e caros, além de
profisisonais com um alto grau de treinamento para opera-los corretamente (FANG et al., 2016).
Os aptassensores aparecem como excelentes alternativas de analise, por possuir sensibilidade e
seletividade similares a espectrometria de massa, e com vantagens sobre esse metodo porque
podem ser usadas de forma simples e no local onde aamostra foi coletada, conferindo a esse
dipositivo a portabilidade (WANG et al., 2016).

3.2. TECNICAS DE IMOBILIZACAO DO ELEMENTO DE BIORECONHECIMENTO

A escolha da técnica da imobilizacéo do elemento de biorreconhecimento no transdutor é
uma etapa muito importante e conduz a um biossensor eficiente, simples, reprodutivel e estavel.
E necessario que o EB tenha sitio ativo para que possa reagir ou interagir com o analito a ser
detectado. As principais estratégias de imobilizacdo podem ser descritas por métodos fisicos
(adsorcao, oclusdo ou encapsulamento) e quimicos (ligacdo covalente e ligacdo cruzada)
(MEDEIROS et al., 2012).

Um biossensor ideal precisa ser de facil manipulagdo e armazenamento, tendo uma
estocagem que mantenha sua validade por muito tempo, sendo assim o tipo de imobilizacdo
pode afetar a acdo e estabilizadade do elemento de biorreconhecimento interferindo na preciséo

da deteccdo, repetibilidade e reprodutiviade das medicdes e resultados (AHUJA et al., 2007).
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Encontrar a técnica de imobilizacdo mais adequada depende da natureza do EB, do T e
do método de deteccdo empregado. Uma estratégia muito eficaz que estd sendo utilizada
atualmente é o emprego de polimeros condutores que modificam a superficie do transdutor
utilizado como plataforma de interface de reagdes entre 0 EB e A, favorecendo e mantendo uma
imobilizacdo mais adequada e eficaz, o principal papel dessa modificacdo é prever e controlar
a natureza das reagdes que ocorrem na interface (EDWARDS; PORTER, 2007).

3.2.1. Método fisico de imobilizacdo do elemento de biorreconhecimento

e Adsorcdo: Baseado em ligacOes fracas (forcas de Van-der-Waals e interagdes
eletrostaticas e hidrofobicas). Muito eficaz por ndo afetar a atividade biologica do EB.
Apesar da simplicidade e eficécia, pode ter baixa estabilidade, por estarem fracamente
ligadas ao T, podendo ocorrer facilmente uma dessor¢do. Nada que impeca O
funcionamento do biossensor (GODA; MIYAHARA, 2012).

e Encapsulamento: Consiste no confinamento do EB em matrizes tridimensionais. E de
facil execucdo. Nao ocorre alteracao da atividade bioldgica durante o procedimento de
imobilizacdo. Pode proteger o componente biologico de mudancas na temperatura, pH,
forca ionica e composicdo quimica (OZDEMIR; ARSLAN; ARSLAN, 2012)

3.2.2. Método quimico de imobilizacdo do elemento de biorreconhecimento

e Ligacdo Covalente: As ligacdes covalentes entre um grupo funcional do EB, na
superficie do suporte solido T pode obter um controle mais precisoda imobilizacéo,
tornando-a mais segura e estavel (YADAV et al., 2012).

e Ligacdo Cruzada: A Ligacao ocorre entre 0 EB e a matriz de reticulacdo onde 0 mesmo
sera imobilizado. Apesar de simples tem uma elevada perca de atividade bioldgica.(LIU
etal., 2013)

3.3. BIOSSENSORES QUANTO AO EVENTO DE BIORRECONHECIMENTO

Segundo o evento de biorreconhecimento interacdo entre o EB e A, os EB podem ser

divididos em dois grupos (MEDEIROS et al., 2012), conforme descritos abaixo:
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3.3.1. Evento de biorreconhecimento por biocatalise

Os biocatalisadores como, por exemplo, as enzimas que interagem com o A catalisando
essa reacdo e transformando um composto em outro. Ou seja, EB transforma o alvo em outro

produto e essa tranformacéo é captada e registrada pelo transdutor (RAMASAMY et al., 2014).

3.3.2. Evento de biorreconhecimento bioanalitico

Nesse caso 0 EB se liga ao A especifico sem haver reacdo. A ligagdo ocorre por uma
alteracdo conformacional da biomolécula e/ou mudanca nas propriedades do meio através de
uma ligagéo especifica e seletiva entre 0 EB e A, formando assim um reagdo que é captada e
detectada pelo T. (RAMASAMY et al., 2014).

3.4. BIOSSENSORES QUANTO AO TRANSDUTOR

Os transdutores sdo dispositivos que transformam um sinal bioldgico, proveniente da
interacdo entre o EB e 0 A, num sinal mensuravel, a depender da natureza desse transdutor e
do evento de biorreconhecimento, como um sinal eletroquimico, emissdo de calor, emissao de
onda ou um campo eletromagnético. Destacamos a seguir 0s principais tipos de transdutores

utilizados como platafroma de transducdo para os biossensores (SOUZA et al., 2011).

3.4.1. Transdutores piezoelétricos

Determinados cristais quando deformados liberam cargas elétricas que se acumulam em
suas faces. Essas cargas significam uma tensdo elétrica que pode ser detectada por um circuito
externo. Os Cristais de quartzo sdo bastante aplicados nesse tipo de transdutor, sendo capazes
de detectar variacbes em frequécia de ressonacnia magnética a medida que ocorre
proporcionalmente variacdo de massa na quantidade do analito presente no sistema (WANG et
al., 2011).

3.4.2. Transdutor 6ptico

S&o baseados na medicdo da luz emitida como um resultado de uma reagdo quimica ou

bioldgica entre 0 EB e A. A detecgdo do analito € realizada atraves da detecgdo da radiacéo
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Gtica, como absorcéo, indice de refragdo, fluorescéncia, fosforescéncia e comprimento de onda
um processo luminescente (BREMER; ROTH, 2015).

3.4.3. Transdutor térmico

Também chamados de sensores Calorimétricos. Detectam um sinal baseados no calor que
é liberado entre as reacdes bioquimicas do EB com o A. Esse tipo de biossensor foca a absor¢ao
ou liberacédo do calor dessas reacdes (LEE; LEE; KOH, 2012).

3.4.4. Transdutor eletroquimico

S&o 0s sensores mais utilizados no monitoramento e diagndsticos clinicos e apresentam
muitas vantagens, tais como: sdo mais econdémicos, sensiveis, rapidos e sdo portateis. Nesse
tipo de T uma ou mais reagdes quimicas produzem ou consomem eletréns ou ions que provocam
alteracdes nas propriedades elétricas das amostras onde estdo 0 A a ser detectado (FREITAS;
NOUWS; DELERUE-MATOS, 2019).

Os Transdutores eletroquimicos impressos com trés trilhas de eletrodos, por exemplo, séo
compostos por um eletrodo de referéncia serigrafado por tinta de cloreto de prata (Ag/AgCl),
um eletrodo auxiliar ou contra-referéncia e um eletrodo de trabalho serigrafado por tinta
condutora de carbono. A superficie desses eletrodos serve como um condutor idnico. No
Eletrodo de referéncia aplica-se um potencial conhecido, que é constante e estavel. O contra-
eletrodo promove o equilibrio da corrente, evitando que as correntes geradas numa reacao
eletroquimica tenham um desequilibrio, assim, protegem o eletrodo de referéncia. O eletrodo
de trabalho é o local onde sdo depositadas 0 EB e A. Dessa reacao eletroquimica é gerado um
sinal proveniente da reacdo quimica que ocorre na interface do eletrodo de trabalho
(MEHRVAR; ABDI, 2005).

Abaixo estdo descritos as principais categorias de biossensores que utilizam transdutores

eletroquimicos conforme preconiza (WANG et al., 2008).

e Transdutor Condutimétricos: Mede as alteracbes da condutividade idnica. Produzem
ou consomem espécies idnicas, alterando a quantidade de portadores de carga mével
no eletrolito;

e Transdutor Amperométrico: Mede a corrente resultante da oxireducédo eletroquimica

de uma espécie eletroativa A sob um potencial constante entre o eletrodo de trabalho
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e o eletrodo de referéncia;

Transdutor VVoltamétrico: Mede a corrente resultante da oxireducdo eletroquimica de
uma espécie eletroativa A sob um potencial com variacéo controlada entre o eletrodo
de trabalho e o eletrodo de referéncia. O resultado do pico de corrente é proporcional;
Transdutor Potenciométrico: Mede a diferenca de potencial entre o eletrodo de
referéncia e o eletrodo de trabalho, quando ndo ha corrente significativa fluindo entre
eles;

Transdutor por Impedancia: Mede e analisa as propriedades de resistividade e
capacitividade de materiais em excitacdo provocado por frequéncia aplicada ao
sistema.

Dentre os biossensores que utilizam transdutores eletroquimicos por técnicas

voltamétricas, os mais utilizadas sdo por voltametria ciclica e voltametria de pulso

diferencial. O parametro ajustado na voltametria € o potencial (E) e o medido é a corrente

resultante (i). O registro da corrente em funcéo do potencial se da através da transferéncia

de elétrons durante a oxirreducéo, e ¢ chamado de voltamograma, podendo ser relacionada

com a quantidade de analito presente na amostra. Para tanto o analito ser capaz de sofrer a

reacao redox na faixa do potencial estudado (SCHOLZ, 2010). As técnicas mais utilizadas

estdo definidas abaixo:

Voltametria Ciclica: Nessa técnica o eletrodo é submetido a um varrimento de potencial
linear, com velocidade constante que vai desde o inicio ao fim. O potencial inicial ndo
causa alteracdo na reacdo eletroquimica. A medida que esse potencial vai aumentando
para regides negativas, acontece a reducdo do composto que esta presente na reacéo,
gerando assim um pico de corrente proporcional a concentracdo do composto presente.
Entdo, assim que o potencial atingir um valor que o composto sofreu a reducédo, esse
potencial é varrido no sentido contrario até alcancar o valor inicial (BARD 2001).

Voltametria de Pulso Diferencial: Essa técnica ocorre por meio de aplicacdo de pulsos,
com potencial que vai crescendo numa amplitude fixa, em curtos intervalos de tempo
no eletrodo de trabalho, gerando um pico de corrente. Assim a corrente € lida duas
vezes: uma antes da aplicacdo do pulso (S1) e outra no final do pulso (S2). O resultado
do valor final da corrente é a diferenga entre a corrente faradaica (S2 — corrente
desejavel) essa corrente é o resultado da interacdo entre 0 EB e 0 A e a corrente

capacitiva (S1- ruido do sistema) essa corrente ndo é desejavel, poque nédo reflete a
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interagdo entre EB e A. E importante que o pico de corrente esteja livre de ruido no
final, (SCHOLZ 2010).



32

4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. ARTIGO PUBLICADO

1618-2650 ANALYTICAL AND BIOANALYTICAL CHEMISTRY (ONLINE)
1618-2642 AMNALYTICAL AND BIOANALYTICAL CHEMISTRY (PRINT)

<

ANALYTICALSZ Analytical and Bioanalytical Chemistry

BIOANALYTICAL
CHEMISTRY
U S P Editors: A.J. Baeumner; H. Cui; G. Gauglitz;, G. Hopfgartner; L

Mondello; M.C. Moreno-Bondi: D.C. Muddiman; S. Szunerits; Q
Wang: S A. Wise
Chair Editor: Adam T. Woolley Online

ISSN: 1618-2642 (print version)
ISSN: 1618-2650 (electronic version)

Journal no. 216

Analytical and Bioanalytical Chemistry
https://doi.org/10.1007/500216-019-02040-5

RESEARCH PAPER @

Check for
updates

Electrochemical aptasensor for the detection of HER2 in human
serum to assist in the diagnosis of early stage breast cancer

Giselda Bezerra' - Carolina Cérdula’ - Danielly Campos’ - Gustavo Nascimento® - Natélia Oliveira’
Maria Aparecida Seabra’ - Valeria Visani' - Sampaio Lucas’ - lasmim Lopes’ - Joana Santos " - Francisco Xavier Jr' -
Maria Amélia Borba' - Danyelly Martins' - José Lima-Filho'

Received: 4 May 2019 /Revised: 7 July 2019 / Accepted: 17 July 2019
€ Springer-Verlag GmbH Germany, part of Springer Nature 2019

https://link.springer.com/article/10.1007/s00216-019-02040-5

Abstract

Human epidermal growth factor receptor-2 (HER?2) is an important biomarker in the diagnosis
and prognosis of breast cancer. This work aimed to develop an aptasensor to detect HER2 in
human serum. HER2 aptamer was immobilized by electrostatic adsorption on the surface of a
homemade screen-printed electrode modified with poly-L-lysine. Measurements were made
by differential pulse voltammetry using methylene blue as a redox indicator. A calibration
curve was constructed (R2 = 0.997) using different concentrations of HER2 protein (10-60
ng/mL) in PBS buffer (pH 7.4), with a detection limit of 3.0 ng/mL. The aptasensor showed
good reproducibility with relative standard deviations (RSDs) of 3% and remained stable for
3 days with an RSD around 2%. When the tests were performed with serum from a healthy
woman, a peak of 6.72 pA was found without the addition of the protein. When we tested the
serum of a woman with HER2+ breast cancer, we obtained a signal of 2.65 pA; the same
pattern was found when adding to protein in serum control, i.e., the higher the concentration
of protein, the lower the signal. The aptasensor was characterized by scanning electron
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microscopy and isothermal titration calorimetry (ITC), showing excellent interaction between
aptamer and target protein. The results revealed a promising and sensitive tool capable of
detecting HER2 protein in human serum with albumin depletion, aiding in the molecular
diagnosis of breast cancer.

Figura 5. Graphic abstract
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Figura 5 Esquema de funcinamento do Aptassensor para HER2. Esquema de funcinamento do Aptassensor para
HER?2 . (a) Transdutor com 02 eletrodos de carbono e 01 eletrodo de prata; (b) Superficie do eletrodo de trabalho
ampliada e modificada com um filme de Poli- L-Lisina; (c) Pipetagem do Elemento de Biorreconhecimento e da
Proteina HER2 na superficie de (b); (d) Imobilizacdo Elemento de Biorreconhecimento e Intereagdo entre o Alvo
HER2 ; (e) Resultado da leitura do aptassensor na presenca e auséncia do Alvo. (Fonte . Autora, Recife 2019)
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5. CONCLUSAO

O novo sensor desenvolvido € capaz de detectar a proteina HER2 no soro, com limite de
deteccdo de 3 ng/mL em apenas 4 minutos. De forma seletiva e especifica, provada quando
utilizamos uma mdlecula ndo especifica, a insulina, para desafiar o sistema, o sensor fez a
distin¢do e nao detctou a moléculo, que foi escolhida porque estad aumentada no soro em casos
de cancer de mama. O sensor também possibilita rastrear o tratamento de portadoras de CM
tipo HER?2 através da comparacdo entre o valor de até 15ng/mL encontrado no soro de mulheres
saudaveis. Conseguindo identificar o aumento ou diminui¢do da concentracdo do HERZ2,
norteando a equipe de salde assistente para a tomada de decisdo. Assim, 0 sensor tem um
grande potencial para auxiliar no diagnéstico precoce e monitoramento continuo do CM tipo
HER?2 positivo. Aparece como um importante coadjuvante do método atual de diagndstico, ja
que pode ser usado de forma simples e portatil, sendo também menos, e mais rapida com relagédo

a0 tempo resposta.
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