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1. INTRODUCAO

O carcinoma urotelial € nono tipo de cancer que mais ocorre no mundo, e é
diagnosticado como uma doenca superficial, porém o cancer de bexiga tem alta
taxa de reincidéncia e de progressao da doenca (CONTE, 2021). O diagndstico da
doenca é realizado através de exame por cistoscopia, considerado definitivo para
isso, mas que € usado também para o monitoramento da doenca e sua evolucao,
porém, este método é altamente invasivo.

Assim, a tecnologia de testes ndo invasivos com alta especificidade e
sensibilidade é urgentemente necessaria. Tanto a combinacgéo de técnicas opticas
guanto de novos sistemas de imagem aumentam a precisdo do diagnostico e
reduzem o risco. Além disso, o0s testes de rastreio ndo invasivos baseados na urina
tornaram-se o foco da investigag&o atual nos ultimos anos (WU et al., 2022). Tendo
em vista a necessidade de um diagndstico rapido, ndo invasivo e eficiente os
biossensores modificados com lectinas sdo uma excelente estratégia para o
diagndstico do cancer de bexiga.

Um biossensor pode ser definido como um equipamento bioanalitico que esta
relacionado ao reconhecimento molecular de biomarcadores e incorporado com um
transdutor fisico-quimico que € o responsavel por traduzir o sinal biolégico em um
sinal elétrico (NAZARETH et al., 2021).

Os biossensores eletroquimicos baseados em lectinas séo atrativos como
ferramentas analiticas de glicanos e sua aplicacdo na busca de patdégenos e no
diagnostico de doencas relatadas através da deteccdo de biomarcadores. As
lectinas sao proteinas que se ligam a carboidratos de maneira reversivel.
Carboidratos aberrantes, exclusivos de células tumorais em mamiferos sdo
facilmente detectados por lectinas ligadoras de manose (Alta manose) ou antigenos
Tn (Galactose), sendo uma estratégia eficaz para a deteccédo dos biomarcadores
de cancer de bexiga (LI et al., 2011; RAHMAN et al., 2021)

2. METODOLOGIA

Para a producado dos biossensores uma lectina ligadora de manose foi obtida
por expressao heteréloga em bactéria (Escherichia coli) pelo grupo do Laboratério
de Bioinformatica e Proteémica do CDTec. A producao dos eletrodos de LIG (laser
induced graphene) é preparo com maquina laser de diodo que faz a queima dos
eletrodos. A proteina recombinante foi entdo biofuncionalizada no eletrodo de
trabalho para obter um Bioeletrodo. Para isto, inicialmente, 3,0 uL de uma solucao
contendo 20 mmol de N-Hidroxissuccinimida (NHS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA)
e 5 mmol de letil-3-[3-dimetilaminopropil] carbodiimida (EDC) (Sigma-Aldrich, St.
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Louis, EUA) dissolvidos em uma solucéo salina tamponada com fosfato (PBS, 0,1
mol-L™* a pH 7,4) foram depositados na superficie do eletrodo e deixados em
repouso por 1 h a uma temperatura de 4 °C. Posteriormente, 3,0 yL de uma solucéo
contendo a lectina (concentragdo variando de 20 a 100 uyg-mL™1) dissolvido em
solucéo de PBS foi depositado no eletrodo, seguido de 1 h de secagem a uma
temperatura de 4 °C. Finalmente, o eletrodo foi lavado com a solu¢ao tampéao para
remover residuos (ABRANTES-COUTINHO et al. 2021; YANG et al. 2020). Uma
ilustracéo da fabricacdo do biossensor é apresentada na Figura 1. Para verificar a
eficiéncia do sistema, os eletrodos foram testados contra solucdes seriadas de
manose e galactose (0-20mM). Os testes foram realizados no potenciostato Autolab
realizando voltametrias ciclicas e de pulso diferencial utilizando como teste padréao
do sistema.
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Figura 1- Esquema resumido da preparacéo e funcionalizacéo do Biossensor
para a deteccao de cancer de Bexiga.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste primeiro momento testamos um biossensor funcionalizado com duas
lectinas diferentes. O primeiro, funcionalizado com uma lectina galactose especifica
e 0 segundo com uma lectina capaz de reconhecer residuos de alta manose (9
residuos — Nao mostrado). Estes glicanos sdo os mais persistentes em células
tumorais e ndo sao apresentados na superficie de células normais. A primeira etapa
referente a padronizacdo dos eletrodos foi realizada com sucesso ja que 0s
biossensores foram capazes de reconhecer de forma diferencial os carboidrados
em solugdo. A verificagdo por voltometria ciclica, por exemplo, apresentou
alteracdo quando a lectina funcionalizada ao eletrodo reconheceu o glicano
galactose (Figura 2B). Nesta analise podemos observar o padrdo eletroquimico
onde é formado um padrdo gréafico devido a utilizagdo da solugéo de ferri/ferro
cianeto de potassio. Podemos observar os picos de oxidacdo e reducdo sem
nenhuma alteracao.
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Figura 2- Voltametria ciclica em eletrodo controle e eletrodo modificado com
lectina. Foram feitas duas analises de voltametria ciclica.

Na Figura 2B podemos observar a diferenca do perfil voltamétrico no eletrodo
modificado com a lectina, entre o resultado em preto que consiste apenas em
ferri/ferro cianeto de potassio (Controle) e no resultado em vermelho que é com o
ferri/ferro cianeto de potassio com galactose, o que demonstra 0 reconhecimento
do acucar através da lectina.

Na analise por voltamentria de pulso diferencial, podemos observar picos
diferentes e com maior amplitude, o teste foi feito com pbs (resultado em preto) e
com pbs com galactose (resultado Vermelho) e podemos ver que com a galactose
aumentou os picos mostrando uma maior resisténcia de corrente devido a presenca
da lectina.
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A espectativa com estes ensaios é que possamos no futuro detectar células ou
partes da célula tumoral (membrana) em fluidos corporais como a urina. E possivel
gue o biossensor seja capaz de detectar outros tipos de cancer, incluindo o de
prostata.

4. CONCLUSOES

Nossos ensaios iniciais usando solucdes padrdes indicam que o eletrodo
funcionalizado com lectinas tem potencial para ser usado na deteccéo de glicanos
aberrantes encontrados na maioria das células tumorais e n&o nas células normais.
Apesar disso, ainda € preciso testar os biossensores na detec¢éo de células livres
em fluidos corporais como a urina.
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