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MODELAGEM DE NANOBIOSSENSOR NAO INTRUSIVO PARA
DETECCAO PRECOCE DO CANCER DE MAMA'

MODELLING A NON-INTRUSIVE NANOBIOSENSOR FOR
BREAST CANCER EARLY DIAGNOSIS

Julia Vaz Schultz? e Mirkos Ortiz Martins?
RESUMO

O cancer de mama ¢ a 2* doenga de ocorréncia mais frequente no mundo, e seu diagnostico € comumente es-
tabelecido quando a doenca ja esta em estagio avancado, reduzindo a elaboragdo de estratégias de tratamento
e as possibilidades de cura. Adicionalmente, os métodos de diagndstico utilizados baseiam-se em exames de
imagem e bidpsia, intrusivos ¢ desconfortaveis ao paciente. Neste cenario, a nanotecnologia mostra seu poten-
cial na area de diagnosticos, principalmente com a criag@o de nanobiossensores, dispositivos que permitem o
diagndstico precoce de doengas por meio de analises a nivel molecular. Este trabalho demonstra a modelagem
de um sistema de deteccdo da proteina HER2, a qual pode ser encontrada tanto em amostras teciduais, no
sangue, e saliva. Os sistemas propostos para reconhecimento da proteina HER2 foram baseados no Oxido de
Grafeno (GO) associado a dois tipos de moléculas: biotina (BTN) e etileno glicol (EDO), ligados por dock
ao anticorpo monoclonal humanizado Anti-HER2. Foram utilizados softwares de modelagem molecular para
construgdo ¢ analise das estruturas, gerando como resultados a visualizagdo da conformagio tridimensional
formada pelos sistemas e medicao das energias de interagdo intermoleculares resultantes, possibilitando a es-
colha do melhor sistema para deteccdo do HER2, o sistema GO+BTN com Anti-HER?2.
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ABSTRACT

Breast cancer ist the second more frequently occur disease, and furthermore it is commonly later diagnosed
mostly in advanced stages, reducing the treatment strategies and cure possibility. The actual diagnosis methods
are image based systems and biopsy, which are intrusive and uncomfortable for the patient. In this sense, the
nanotechnology shows they potencial for the creation of nanobiosensor, dispositives allowing early diagnosis
through molecular analysis. This work shows the modelling of a system that detects the HER2 protein, which
can be found in tissues, blood and even in saliva. These Graphene Oxide (GO) based proposed recognizing
systems is associated with two different molecules: biotin (BTN) and ethylene glycol (EDO), linked by dock
on the monoclonal humanized antibody Anti-HER2 Molecular modelling sofiwares where applied to generate
and analyze the structures, getting results of the tridimensional conformation formed in the systems and the
values of intermolecular energy, which allows to choose the best GO+BTN and Anti-HER?2 system to detect
the HER? protein.
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INTRODUCAO

O cancer de mama ¢ a 2* doenga mais frequente desenvolvida pelas mulheres, e representa
29,5% dos novos casos de cancer em mulheres no Brasil, de acordo com o Ministério da Satude (2019,
sec. Estatisticas de Cancer). Essa doenca tem inicio a partir da modifica¢ao célular e posterior proli-
feragdo acelerada destas células anormalas, formando massas tumorais que podem ser classificadas
como malignas. A agressividade da doenca e complexidade dos tratamentos aumentam de acordo
com o estagio no qual a doenca se apresenta no organismo (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Classifica-se o avan¢o da doenca em quatro estagios, desde o aparecimento de modificagdes
nas células até a formacao de massa tumoral, seguido pela proliferagdo da doenga para além de seu
local primario de incidéncia. No caso do cancer de mama, a maioria dos casos ¢ descoberto pelas pro-
prias mulheres quando o tumor j& apresenta tamanho significativo para ser palpavel, ou seja, quando
em estagio avancado o suficiente para formar massa tumoral. Nestas circunstancias as possibilidades
de tratamento reduzem, bem como podem apresentar menor eficacia (MINISTERIO DA SAUDE,
2019, se¢. Cancer de mama: Vamos falar sobre isso?). Desta forma, os testes palpatdrios, realizados
pelas proprias mulheres, constituem uma ferramenta importante, entretanto de eficacia discutivel
para o diagndstico precoce.

Além disso, o principal exame para diagndstico médico ¢ a mamografia, onde ¢ possivel a
detec¢do de microcalcificacdes nas mamas. O diagnostico médico ¢ realizado de acordo com o flu-
xograma 1. Ap6s a mamografia, quando a formagdo de massa anormal ¢ detectada, a paciente deve
ser submetida a biopsia, onde ¢ retirada uma parte dessa massa para analise em laboratério, com a
utilizagdo de uma agulha de pulsdo. Essa amostra ¢ analisada para definir se o tumor é benigno ou
maligno. Quando a malignidade do tumor ¢ confirmada, ainda ¢ feito um teste chamado de Hibridagao
Fluorescente In Situ (FISH), para defini¢do molecular, onde o tumor pode ser classificado em Luminal A,
Luminal B, HER2+ (HER2 positivo), triplo negativo, entre outros. Estes exames classificam o tumor
e permitem aferigdes preditivas da doenga, assim, sdo essenciais para decisao do método de tratamento
adequado (DELMONICO; ALVES; DO AMARAL, 2015).

No entanto, a mamografia apresenta falso resultado em 15% dos casos (SALAHANDISH et al.,
2018). Esse exame ainda pode trazer riscos, como: introducao a tratamentos desnecessarios quando o
resultado € falso positivo, o atraso do tratamento quando o resultado ¢ falso negativo, e o elevado risco
de incidéncia da doenca devido a frequente exposigao a raios-X (GOTZSCHE; JORGENSEN, 2013).

Neste cendrio, a nanotecnologia apresenta-se como um campo de novas possibilidades, a fim
de possibilitar novos métodos de diagnoéstico, principalmente com o desenvolvimento de nanobios-
sensores. Um nanobiossensor ¢ um dispositivo capaz de detectar biomarcadores em pequenas quanti-
dades amostrais e assim permite diagndstico rapido, ndo intrusivo e confidvel. O funcionamento des-

ses dispositivos baseia-se na interagdo das moléculas biomarcadoras com um biorreceptor, elemento
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do nanobiossensor, que deve apresentar tendéncia a se ligar ao biomarcador, pois a partir da interagao

destas estruturas o dispositivo ¢ capaz de oferecer uma resposta ao sistema (PARREIRA, 2010).

Figura 1 - Representagao do método tradicional de diagnostico do cancer de mama.

METODO TRADICIONAL

1°PASSO: MAMOGRAFIA
Indica a presenca de calcificagbes nas mamas
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Fonte: Construcao do autor.

O cancer de mama apresenta alguns biomarcadores, sendo a proteina HER2 (Human Epidermal
Factor Receptor type 2) o escolhido para este trabalho. Altas taxas desta proteina sao encontradas no
sangue de pessoas com cancer de mama HER2+, subtipo mais agressivo, até 6 meses antes do apare-
cimento das primeiras células tumorais modificadas (SILVA, 2015). Além disso, estudos comprovam
a presenca do HER2 tanto em amostras de tecido, como no sangue e saliva (CANTIGA, 2015). A de-
teccdo dos niveis de HER2 ¢ essencial para escolha e acompanhamento do tratamento para a doenga,
tendo em vista que a diminuigao da taxa de HER2 mostra que o tratamento esta funcionando, sendo
assim ¢ considerado um biomarcador do cancer de mama.

O desenvolvimento de nanobiossensores exige, portanto, a definicdo de um biorreceptor, e um
método de andlise adequados para detectar o biomarcador da doenca de interesse, o que pode ser feito
com auxilio da nanotecnologia computacional, por meio da modelagem dos sistemas nanoestruturados
e de suas interagdes entre si e com diversos meios. Dessa maneira, ¢ possivel a predi¢ao do funcio-
namento dos dispositivos antes mesmo de sua construcao (NETO, 2014). A técnica de modelagem

e simulacdo conhecida por docking, em especial, permite a predi¢do de interagao entre moléculas a
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partir de estruturas tridimensionais isoladas, prevendo a estrutura geométrica resultante da confor-
magao do ligante, bem como a afinidade das interagdes fisico-quimicas (PAULA; HORTA, [s.d.]).

O nanobiossensor proposto serd constituido por GO ligado a BTN ou EDO, e funcionalizado
pelo Anti-HER2 (Figura 2). Assim, a base de GO contard com uma das moléculas ligantes, e estas
serdo ligadas ao biorreceptor Anti-HER2, o qual deve interagir com o HER2 presente em uma amostra
salivar da paciente com cancer de mama. O dispositivo assim indicaré a presenca da proteina HER2,
sendo possivel sua utilizagdo para facilitar os métodos de diagnostico, de modo mais rapido e menos
intrusivo que os mostrados no fluxograma 1.

O presente trabalho busca modelar e simular computacionalmente, por meio da técnica
docking, o funcionamento de um nanobiossensor, especificamente de seu bioreceptor, em uma base
de GO que seja capaz de detectar a proteina HER2 em amostras salivares, e devera indicar a positivi-
dade de pacientes com cancer de mama HER2+, subtipo que representa 30% dos casos de cancer de
mama. O desenvolvimento desse nanobiosensor deve ser utilizado para diagnostico a partir de amos-
tras salivares, garantindo assim que contribuir para que o diagnostico de cancer seja feito de maneira
mais confidvel, ndo invasiva, e evitando que a paciente sofra qualquer desconforto e/ou consequéncia

negativas que decorrem da submissao aos exames de imagem e biopsia.
Figura 2 - Método de diagnéstico proposto.

METODO ALTERNATIVO SUGERIDO

ANALISE DE AMOSTRA SALIVAR
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Fonte: Construgdo do autor.
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MATERIAIS E METODOS

O sistema biorreceptor proposto para identificagdo da proteina HER2 (biomarcador) usa o
anticorpo monoclonal humanizado anti-HER2 como biorreceptor. Este tipo de anticorpo ¢ encon-
trado em medicamentos terapéuticos como o Trastuzumabe (Herceptin) (CARNEY et al., 2003).
A molécula Anti-HER?2, identificada sob c6digo 6MH2 no Protein Data Bank (PDB) e cujo nome co-
mercial ¢ Herceptin Fab, pode ser visualizado em formato cartoon na figura 3A. Sua estrutura possui
5736 atomos e conta com duas cadeias proteicas na sua formagao, resultando num peso molecular de
96.367,24 g/mols. Conforme a descri¢do técnica que consta no PDB, essa estrutura foi obtida expe-
rimentalmente por Difusdo de vapor em diferentes trabalhos cientificos (BERMAN et al., 2000, sec.
Structure of Herceptin Fab without antigen).

O Anti-HER2 tem propensao a ligacdo com as moléculas de vitamina B7 (conhecidas por
BTN) e etileno glicol (EDO), as quais também se mostram propensas a interacado com GO, de acordo
o Protein Data Bank (BERMAN et al., 2000, sec. Trastuzumab Fab D185A (Light Chain) Mutant
Biotin Conjugation.) A estrutura da BTN pode ser vista na figura 3B, sua formula quimica ¢ C, H-
«N,O,S e seu peso molecular de 244,311 g/mol. O EDO (figura 3C) € uma estrutura mais simples em
relagdo a BTN; sua formula quimica € C,H,O, e seu peso molecular € de 62,068 g/mol. A utilizagao

dessas estruturas no sistema deve permitir melhor ligagdo do Anti-HER2 com o GO, e assim aumenta

a confiabilidade do dispositivo.

Figura 3 - Representagdo tridimensional do Anti-HER2 (3A), Biotina (3B) e etilenoglicol (3C).
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Fonte: Construcdo do autor.

Anterior a constru¢do de um nanobiossensor, os estudos em nanotecnologia computacional
sao utilizados. Assim, ¢ possivel a previsao do funcionamento do sistema, por meio de simulagdes
de interacdo entre as moléculas (docking). Para modelagem do sistema, foi seguido o fluxograma 1.
O docking foi feito com ambas as estruturas, sendo possivel analisar a presenca dos ligantes em

diversos locais da estrutura do Anti-HER2.
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Fluxograma 1 - Métodos para modelagem do sistema do nanobiossensor.

PDB: Aquisicdo das estruturas e identificacdo de ligantes

Estudo das
estruturas 3D

ChemCraft: Andlise tridimensional
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l LiGANN: Predicdo de estruturas para interacdo com o
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Modelagem
tridimensional

> ChemCraft: Modelagem do sistema

DockThor: Docking do biorreceptor com os ligantes ¢ com o
oxido de grafeno
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Andlise da conformacio e energias de interacdo obtidos
resultados

Fonte: Construgdo do autor.

Todos os arquivos tridimensionais das estruturas, necessarios para modelagem e docking, fo-
ram obtidos pelo banco de dados Protein Data Bank, e analisados por meio do software ChemCraft,
onde ¢ possivel visualizar essas estruturas e manipuléd-las para formar o sistema. As ferramentas
LigVoxel e LiGANN do site Play Molecule, site disponivel para simulagdes online, foram utili-
zadas para andlise e caracterizagdo do biorreceptor Anti-HER2. A ferramenta Ligloxel utiliza
redes neurais para prever propriedades fisico-quimicas do ligante 3D, e oferece as coordenadas
dos locais da molécula com maior propensdo a ligagdo com outras estruturas. Ja a ferramenta
LiGANN ¢ capaz de gerar potenciais ligantes a estrutura de entrada, e assim foi analisada a se-
melhanca de estrutura molecular dos ligantes gerados e dos ligantes BTN e EDO, cuja interacao
possui comprovacao experimental na literatura.

O docking foi feito por meio do sistema DockThor, que permite a realizagdo de simulacdes
com a utiliza¢ao de cofatores, de modo que se pode acrescentar diferentes ambientes de interacao a
simulagdo. Tendo em vista que o dispositivo ndo seria utilizado em ambientes complexos, optamos
por ndo acrescentar cofatores as simulagdes. Por meio do DockThor as informagdes fornecidas po-
dem ser processadas pelo supercomputador Santos Dummont do Laboratério Nacional de Ciéncia da
Computagao (LNCC). As simulagdes das interacdes entre os possiveis componentes do nanobiossen-

sor foram feitas de acordo com as configuragdes mostradas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Configuracdes utilizadas para docking.

Configuracao Simulacao 1 Simulacio 2 Simulacao 3 Simulacao 4
Proteina Anti-HER2 Anti-HER2 Anti-HER2 Anti-HER2
Ligante BTN EDO GO + BTN GO + EDO

A técnica de docking permite a identificacdo das posicdes de ligagdo que mantém o sistema
estavel, por meio de andlise das interacdes intermoleculares e suas respectivas energias de interagao.
Dessa forma obteve-se como resultado para cada uma das simulacdes da tabela 1: uma imagem com
a conformagdo tridimensional das ligacdes, que mostra os locais onde foi possivel a interacdo das
estruturas, quando hd maximizacdo das forcas de interacdo e minimizacdo da energia de interacao
no sistema; € uma pontuacao que classifica essas posicoes de interacao de modo que o sistema € mais

estavel quanto mais negativo for a energia de interacdo (RABELLO, 2016).
RESULTADOS E DISCUSSAO
Analise das estruturas tridimensionais

Utilizando o software LigVoxel, foi possivel determinar a regido da molécula Anti-HER2 que
apresenta propensao a ligagdo com outras estruturas. Na figura 4 observa-se a representacao dessa
regido de interagdo. A partir dessa informacgao, ¢ compreendido que essa regido ¢ mais propensa a

receber ligantes, e a possibilidade de ligacdo nessa area mostra ligagdes estaveis.

Figura 4 - Regido de docking do Anti-HER2, destacada a regido com propensdo a interacao.
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Fonte: Construcdo do autor.

Ao utilizar o software LiGANN, foram gerados diversos potenciais ligantes para interacdo com
a molécula Anti-HER2. Dentre elas, destacamos as estruturas apresentadas na Tabela 2, por apresen-

tarem similaridade as estruturas BTN ou EDO.
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Assim, pode-se presumir o sucesso da interacao dos ligantes BTN e EDO com o Anti-HER?2.
Além disso, essas interagdes sao confirmadas pelos dados experimentais do PDB, e assim valida-se o
resultado obtido pelo LiIGANN.

Tabela 2 - Estruturas geradas pelo LIGANN ao BTN ou ao EDO.

Estruturas similares ao EDO Estruturas similares ao BTN
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Fonte: Construcao do autor.

Modelagem tridimensional

Por meio do software ChemCraft foi simulada a interagdo do GO com os ligantes. Na figura

5 ¢ representada a estrutura composta pelo GO e o BTN. Enquanto a estrutura composta pelo GO e

EDO ¢ representada na figura 8.

Figura 5 - Modelagens sistema GO + BTN (5A), GO + EDO (5B).
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DOCKING: Conformacgao Tridimensional

O docking entre o Anti-HER2 e o BTN apresentou a conformacao tridimensional apresentada
na figura 6. Nela, pode-se observar a auséncia de ligacdes de BTN no centro do Anti-HER2, local

definido como propenso a interagdes, o que indica a fraca ligagdo entre essas estruturas.

Figura 6 - Docking do Anti-HER2 e BTN puro.

Fonte: Construgdo do autor.

Ap0s, foi feito docking do sistema completo. Na figura 7 ¢ apresentada a conformagao resultante
do docking entre o Anti-HER?2 e da estrutura GO + BTN. A estrutura esbranquicada no centro da imagem

¢ 0 GO + BTN, pode-se perceber que o GO impede a aproximagao do BTN a estrutura do Anti-HER2.

Figura 7 - Conformagao tridimensional da intera¢do do Anti-HER2 com o BTN.
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Fonte: Construgdo do autor.

O docking entre o Anti-HER?2 apresentou a conformacdo tridimensional mostrada na figura
8, onde pode ser visualizada a interacdo do EDO no centro da estrutura, regido com propensao de
interagdo do Anti-HER2.
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Figura 8 - Conformagao tridimensional da interagdo do Anti-HER2 com o EDO.

Fonte: Construgdo do autor.

Ap6s analisar a interagdo com o ligante, foi feita a interagdo entre o Anti-HER?2 e a estrutura

composta pelo GO + EDO.
DOCKING: Sistema de pontuacio e energias de interacio

O docking faz a simulacao de diversas posi¢des do ligante na proteina HER2, e para facilitar
a analise entre essas posi¢des € criado um sistema de pontuacao, de acordo com as energias encontradas
em cada tentativa. Para favorecer a leitura e interpretagao destes resultados, estes serdo apresentados

em tabelas que mostram as informagdes da interagdo com maior estabilidade.

Figura 9 - Conformagao tridimensional da interagdo do Anti-HER2 com a estrutura GO + EDO.
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A interacdo Anti-HER2 com o BTN, representados na figura 9, demonstrou os resultados
apresentados na Tabela 3. Observa-se que a energia de interagdo ¢ bem baixa, o qual indica estabili-

dade na ligacao.

Tabela 3 - Resultado do docking entre o Anti-HER2 com BTN.

Nome Pontuacio Energia Total Energia de Interacio Forcas VdW Energia eletrostatica RMSD
ligand 3b
-6425 -31974 -23730 2654 -26384 0
523fbfl 1

A interacdo Anti-HER2 com o EDO obteve os resultados apresentados na tabela 4. Nessa
situacdo a energia de interacdo ¢ maior que a abordada anteriormente, no entanto continua sendo um

valor que indica estabilidade do sistema.

Tabela 4 - Resultado do docking entre o Anti-HER2 com o EDO.

Nome Pontuacgio Energia Total Energia de Interacio Forc¢as VdW Energia eletrostatica RMSD
ligand 1
-5759 -9776 -16572 10876 -27448 0
f236cced 1

A interagdo Anti-HER2 com o complexo GO + BTN obteve os resultados apresentados na
tabela 5, onde sdo apresentadas as duas melhores posi¢des para interagdo. Ao compara-las pode-se
observar que sua pontuagao ¢ similar, portanto ambas apresentam ligacao estavel, no entanto apre-

sentam discrepancia entre os valores de energia total.

Tabela 5 - Resultado do docking entre o Anti-HER2 com o sistema GO + BTN.

Nome Pontuacio Energia Total Energia de Interagao For¢as VdW Energia eletrostatica RMSD
ligand
-5.682 -5.329 -0.286 -0.000 -0.286 0.000
7e2cce9500 2
ligand
-5.554 16.899 -0.001 -0.000 -0.001 0.000

7e2cce9500 5

E, por fim, a interacao Anti-HER2 com o complexo GO + EDO obteve os resultados apresen-
tados na tabela 6. Destaca-se que ambas sdo posi¢des de ligagdo que oferecem estabilidade ao sistema,
devido a sua pontuagdo e baixa energia de interagdo. A diferenca entre as energias de interagdo ¢
minima, no entanto, a energia total ¢ significativamente diferente. A energia total indica a quantidade
de energia necessaria para recriar a interacdo, e por isso, a de menor valor seria preferivel para analise
do processo in vitro.

De acordo com a tabela 6, demonstra-se que as energias de interagao resultantes das intera-
¢oes do biorreceptor Anti-HER2 com os ligantes sdo valores mais elevados, quando comparado com

a mesma energia resultante das intera¢des intermoleculares do sistema contento o GO.
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Tabela 6 - Resultado do docking entre o Anti-HER2 com o sistema GO + EDO.

Nome Pontuacao Energia Total Energia de Interagao Forcas VdW Energia eletrostatica RMSD
ligand
-5.545 29.932 -0.002 -0.000 -0.002 0.000
701e528300 4
ligand
-5.441 9.107 -0.001 -0.000 -0.001 0.000

701e528300_2

CONCLUSAO

Este trabalho teve como objetivo utilizar ferramentas de nanotecnologia computacional, para
verificar a possibilidade de construcao de um sistema de nanobiossensor proposto como método alter-
nativo de diagndstico precoce do cancer de mama. A constituicao desse dispositivo baseou-se a partir
do dxide de grafeno, associado as moléculas de biotina e etilenoglicol que por sua vez interagem com
o Anti-HER2, elemento responsavel pela detec¢ao do alvo HER2. Conclui-se que através dos softwares
Chem Craft, LIGANN, LigVoxel e Dockthor, foi perfeitamente possivel a identificagdo, modificacao, e
analise das estruturas tridimensionais utilizadas, bem como a realizagdo do docking entre estas.

Ao analisar todos os resultados compreende-se que o GO limita as possibilidades de interacao
dos ligantes com o biorreceptor proposto para o nanobiossensor, pelo significativo aumento do tamanho
e impedimento estérico estrutural, entretanto ainda observa-se interagao. A energia de interacao dos sis-
temas rege a estabilidade do sistema resultante, enquanto a energia total informa a quantidade de ener-
gia necessaria para realizacao da interacdo entre as estruturas. Os resultados mostraram que o sistema
GO+BTN e Anti-HER?2 ¢ mais estavel, devido a menor energia de interagao intermolecular resultante.

O presente trabalho foi um estudo inicial sobre a construcdo de um dispositivo proposto
para detecgdo de niveis da proteina HER2, a fim de auxiliar em pré-diagnéstico e acompanhamento
dos niveis de HER2 no organismo de pacientes doentes. Adicionalmente, pretende-se que em tra-
balhos futuros seja analisada a interacdo superficial das nanoestruturas com a vizinhanga atdmica

no Anti-HER?2, por meio de simulacdes Ab Initio.
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