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RESUMO

O cancer de mama (CM) ¢ a neoplasia mais comum entre as mulheres ¢ uma das principais causas
de mortalidade feminina em todo o mundo. Entre as estratégias de deteccdo e rastreamento,
destaca-se a mamografia, sendo que o diagndstico precisa ser confirmado por biopsia com agulha.
Diante desse cendrio, métodos menos invasivos, sensiveis e capazes de identificar alteracdes
moleculares vém sendo explorados, com especial atencdo dedicada a biopsia liquida, na qual
fluidos corporais, especialmente o sangue, sdo coletados e analisados para a caracterizagdo do
tumor. Nesse contexto, o presente estudo objetivou identificar, no soro de pacientes com CM, uma
subpopulacdo de vesiculas extracelulares CD63-positivas utilizando peptideo previamente
selecionado por Phage Display, e correlacionar a absorbancia com dados clinicos dos pacientes.
Para isso, foram conduzidos ensaios de Magneto-ELISA com particulas tosiladas e considerados
como pardmetros o diagndstico (CM x doenga benigna da mama), niveis de Ki-67, expressdo de
receptores hormonais e de crescimento, subtipo molecular, estadiamento patologico e grau
histologico. Os valores de absorbancia foram comparados por teste t Mann Whitney, com diferenca
estatisticamente significativa verificada na discriminagdo de tumores de grau de Nottingham 1
versus grau 3 (p = 0,0056). Foi, entdo, construida a curva ROC com 4rea sob a curva de 0,97 (p =
0,0087), o que demonstra elevado potencial do Magneto-ELISA em discriminar os pacientes entre
grau 1 e 3. Assim, evidenciam a importancia do estudo e da utilizacdo da biopsia liquida na
caracterizagdo de pacientes oncologicos.

Palavras-chave: Cancer de mama. ELISA. Prognoéstico. Vesiculas extracelulares



ABSTRACT

Breast cancer (BC) is the most common neoplasm among women and one of the leading causes of
female mortality worldwide. Among detection and screening strategies, mammography stands out;
however, diagnosis must be confirmed by needle biopsy. In this context, less invasive and sensitive
methods capable of identifying molecular alterations have been increasingly explored, with special
attention given to liquid biopsy, in which body fluids, especially blood, are collected and analyzed
for tumor characterization. Within this framework, the present study aimed to identify, in the serum
of BC patients, a CD63-positive exosome subpopulation using a peptide previously selected by
Phage Display, and to correlate absorbance values with patients’ clinical data. To this end,
Magneto-ELISA assays using tosylated particles were performed, considering as parameters the
diagnosis (BC versus benign breast disease), Ki-67 levels, expression of hormonal and growth
receptors, molecular subtype, pathological staging, and histological grade. The absorbance values
were compared using the Mann—Whitney t test, with a statistically significant difference observed
in the discrimination of Nottingham grade 1 versus grade 3 tumors (p = 0.0056). A ROC curve was
then constructed, with an area under the curve of 0.97 (p = 0.0087), demonstrating the high
potential of Magneto-ELISA to discriminate patients between grades 1 and 3. Thus, these findings
highlight the importance of studying and utilizing liquid biopsy in the characterization of oncology
patients.

Keywords: Breast cancer. ELISA. Extracellular vesicles. Prognosis.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ACS: American Cancer Society

AJCC: American Joint Committee on Cancer

AUC: Area sob a curva

BL: Biopsia liquida

BRCA1: Cancer de Mama 1

BRCAZ2: Cancer de Mama 2

BSA: Albumina Sérica Bovina

CDIS: Carcinoma Ductal in situ

cfDNA: DNA Livre de Célula

CM: Cancer de Mama

CNS: Conselho Nacional de Satde

CTCs: Células Tumorais Circulantes

ctDNA: DNA Tumoral circulante

ctRNA: RNA Tumoral Circulante

DAB: 3,3'-diaminobenzidina

DBM: Doenga Benigna da Mama

DNA: Acido Desoxirribonucleico

ER: Receptor de Estrogeno

EVs: Vesiculas Extracelulares

FGF1/2: Fator de Crescimento de Fibroblastos 1 e 2
gDNA: DNA Gendmico

GH: Hormonio do Crescimento

GPCI1: Proteina de Superficie Glypican-1

HER2: Receptor 2 do Fator de Crescimento Epidérmico Humano
HER2E: Receptor 2 do Fator de Crescimento Epidérmico Humano Enriquecido
HRP: Peroxidase de Raiz-Forte

IARC: Agéncia Internacional de Pesquisa em Céncer
IDC: Carcinoma Ductal Invasivo

IDC-NST: Carcinoma Ductal Invasivo de Subtipo Nao Especifico
ILC: Carcinoma Lobular Invasivo

ILVs: Vesiculas Intraluminais

INCA: Instituto Nacional do Cancer

Ki-67: Marcador nuclear de proliferacao celular
LA: Luminal A

LB: Luminal B

LCIS: Carcinoma Lobular in situ

IncRNAs: RNA longo nao codificante

miRNAs: MicroRNA

MS: Ministério da Saude

MVBs: Corpos Multivesiculares

OMS: Organizacao Mundial da Saude

OPAS: Organizagao Pan-Americana da Satde

PBS: Solugao Salina Tamponada com Fosfato

PDB: Doenca de Paget da Mama



PET: Tomografia por Emissao de Positrons

PM: Particula Magnética

PR: Receptor de Progesterona

PRL: Hormonio Prolactina

pS3: Proteina supressora tumoral

ROC: Curva Caracteristica de Operagao do Receptor
SASP: Fendtipo Secretor Associado a Senescéncia Celular
TAAs: Antigenos Associados a Tumores

TMB: 3,3'.5,5'-tetrametilbenzidina

TN: Triplo Negativo

TNM: Sistema de estadiamento da American Joint Committee on Cancer
TSG101: Proteina do Gene 101 de Suscetibilidade Tumoral
VEGEF: Fator de Crescimento Endotelial Vascular



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Marcas do cancer, incluindo caracteristicas promotoras e facilitadoras..................... 14
Figura 2. Representacdo anatomica e histologica da mama. (A) Estrutura anatomica da mama
representando esquematicamente os ductos, lobulos, aréola, mamilo, e linfonodos,
bem como sua disposi¢do na parede toracica. (B) Organizacao celular do epitélio
mamario, com a disposi¢ao das células luminais, mioepiteliais e progenitoras em
relagdo @ membrana basal...........c.c.cccuviiiiiiiiiieeciee e 16
Figura 3. Fluidos e biomarcadores analisados por Biopsia liquida............cccceevveeeiieeeieeecneeenee. 24
Figura 4. Biogénese dos exossomos. 1. Invaginacdo da membrana plasmética que forma o
endossoma inicial. 2. Invaginacdo da membrana do endossoma, formando as
vesiculas intraluminais. 3. Corpo multivesicular tardio se funde a membrana
plasmatica, liberando 0S €XO0SSOIMOS.......ccueeeiuiieeiiiieeiieeeiie e eieeeeree e e e s 26
Figura 5. Moléculas presentes em exossomos. Tetraspaninas e proteinas de transporte
encontram-se expressas na membrana e, internamente, sdo detectadas proteinas,
material genético € MEtabOlItOS. .....ccvevvieriieiieiie it 27
Figura 6. Esquema representativo do ensaio de Magneto-ELISA para deteccdo de vesiculas
extracelulares. Particulas magnéticas funcionalizadas com anticorpo capturam uma
subpopulagdo de exossomos, que sao posteriormente reconhecidos pelo peptideo
C3-biotina, e entdo revelados com a estreptavidina conjugada a enzima
115 010) 115 SRR 32
Figura 7. Otimizagdo da dilui¢ao da estrepatividina marcada com HRP reativa ao peptideo C3-
bioina. (A) Dilui¢dao 500 ng/mL. (B) Dilui¢ao 50 ng/mL. (C) Dilui¢ao 10 ng/mL...33
Figura 8. Otimizagdo da diluicao de soro e concentragdao de bloqueio para o ensaio de magneto-
ELISA. (A) Absorbancia em 450 nm para diferentes dilui¢cdes de soro de pacientes
com cancer de mama (CM). (B) Absorbancia em 450nm para diferentes
concentracoes de BSA. CN: controle negativo. CM 1/2: amostra de soro de paciente
com cancer de mama. DBM 1/2: amostra de soro de paciente com doenga benigna
A TNAMA. ..ttt st 35
Figura 9. Absorbancia (OD450 nm) registrada em magneto-ELISA conduzido em soro de
pacientes. (A) Comparacao dos valores de OD450 nm entre soro de pacientes com
cancer de mama (CM) e doenga benigna da mama (DBM). (B) comparagdo dos
valores de OD450 nm categorizados pela mediana da idade dos pacientes com

Figura 10. Absorbancia (OD450 nm) registrada em magneto-ELISA conduzido em soro de
pacientes com cancer de mama. (A) Comparacao dos valores de OD450 nm entre
soro de pacientes com cancer de mama conforme a expressao de receptor de
estrogeno (ER). (B) Comparagdo dos valores de OD450 nm entre soro de pacientes
com cancer de mama conforme a expressao de receptor de progesterona (PR). (C)
Comparacdo dos valores de OD450 nm entre soro de pacientes com cancer de mama
conforme a expressdao do receptor de fator de crescimento epidérmico humano 2
(HER2). (D) Comparagdo dos valores de OD450 nm entre soro de pacientes com
cancer de mama conforme a expressao de PS53.....cccvieeriieeiiieeiiee e 38

Figura 11. Absorbancia (OD450 nm) registrada em magneto-ELISA conduzido em soro de
pacientes com cancer de mama estratificados por subtipo molecular. LA: Luminal



A; LB: Luminal B; HERE: fator de crescimento epidérmico humano 2 enriquecido
o DA 5 o) (0 315 2 3 A« SRR 39
Figura 12- Absorbancia (OD450 nm) registrada em magneto-ELISA conduzido em soro de
pacientes com cancer de mama. (A) Comparacao dos valores de OD450 nm entre
tumores com diferentes extensdes. (B) Comparagao dos valores de OD450 nm entre
tumores com graus de Nottingham diferentes. (C) Grafico de curva ROC para
analise de especificidade e sensibilidade de discriminagdo conforme grau
histologico. *p =0,0056. AUC: area sob @ CUIVa.........cccuveeeveveeeciieeeiieeeieeeevee e 40



SUMARIO

TINTRODUGAOD ...t 12
1.1 Aspectos gerais € epidemiOlOZICOS ......eevuvieruieriieriieiieeiieeeeerieeeteereeere e e sereeseeseaeenseenens 12
1.2 CANCET A€ MAIMA.......ccutiiieiiieeeiiieeeiiee et e et e e et e e etteeebeeesateeessseeesseeasseeensaeesssseesssseessseeenssees 15
1.2.1 Classificagao de tUMOTreS MAMATIOS ........cccuveeeireeerreeeereeeereeesreeessreeessreeeeseeessseeseseeesseeas 17
1.2.1.1 Classificag@o HIStOIOZICA. ......cccuieiiiiiieiieeie ettt ettt st eee 17
1.2.1.2 Classificag@o MOIECUIAT.............oiiiiiiiieeeciee ettt 19
1.2.1.3 Estadiamento € PrOgNOSTICO........ceiuiiriiiiiieeiieiieeie ettt ettt seve e e e eee 20
1.2.2 DHAGNOSTICO . .veeeiieiiieeiieeiieeiieeieeeeteestteeiteeteeeteeebeessseesseessseesseessseensaessseenseesssesnseessseenseensns 21
1.2.3 BiOPsia LIQUIAA........eiiiiiieiieciee ettt e e e e ta e e e e e e s bae e eaaaeesenaeenaneeas 23
1.3 EXOSSOIMNOS ..uuvvieiiiieeeiiieesiiieeitteeiteeeitee sttt e stteesataeesnsteesnseeeanseeensseeanssaeansseesnssessnssessnseesnnseens 25
2 OBIETIVOS .ttt ettt et sttt ettt et s et et et e e st e beeateeaeenbeenees 29
2.1 OBJEEIVO ZETAL ....eniiiiiieiiiiieieete ettt sttt ettt ettt et be ettt nne e 29
2.2 ODJEtiVOS ESPECITICOS ..eeuvvieuiieiiieiiesieeitieeteeieeete et esteesteeeseesseessseesseessseessseesseesssessaessseans 29
3. MATERIAL E METODOS.......ciuumiiuiiaeiineiseeisesssssessse s s ssessssssssas s s s s 29
3.1 GIUPO d@ ESTUAO ...ttt sttt ettt st 29
R0 B o 2 o) [0 OSSO 31
3.3 Imobilizagao de CDO3 ..........ooiiiieie et e et e e e earaea s 31
3.4 Magneto-ELISA ...ttt s 31
3.5 ANALISES EStATISTICAS . ...veeeuiieeiiieeitiee ettt e ettt eette e et e esteeesteeeeaeeestaeeesaeesnsseeasseeennseeeanseeennseens 33
4 RESULTADOS E DISCUSSAQ ...ttt 33
4.1 OUIMIZAGAO ..veeuvveeeiiieeetieeeteeeeteeeetteeeetteeeetaeeeesseesseeesssasesssseasssaaaassesassseasseeansseessseessseeennses 33
4.2 Magneto-ELISA em SOT0 de PACIENTES .......eevvvieiiieeeiieeeieeenieeerieeeeveeeeeeeeeneesaeeesenee e 36
5 CONCLUSAQ ..ottt 41

REFERENCTIAS ..ot e e et e s e e e e s et e s e e e s s e s e s e e s s et e s e e s s et eseseessesesenn 43



12

1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais e epidemioldgicos

O termo cancer abrange mais de 100 doengas caracterizadas pelo crescimento desordenado
de células transformadas, independente dos mecanismos moleculares de controle, as quais
apresentam a capacidade de atingir diferentes tecidos e orgdos (INCA, 2022). Os primeiros
registros da doenga datam de 3.000 a.C., identificados em mumias egipcias. Entretanto, a
designacdo “cancer” surgiu somente em meados de 400 a.C. do grego karkinos, que significa
caranguejo, fazendo jus a sua morfologia invasiva (INCA, 2011).

O surgimento do cancer ¢ resultante de alteracdes genéticas adquiridas por exposi¢ao
ambiental ou herdadas, as quais causam instabilidade gendmica. Destacam-se agressores quimicos,
fisicos ou bioldgicos, bem como mudangas epigenéticas como metilagdo e acetilagio de DNA e
/ou histonas. Os genes intimamente relacionados ao surgimento de tumores sdo conhecidos como
oncogenes ¢ supressores tumorais. Os oncogenes surgem dos proto-oncogenes, que naturalmente
conduzem o processo de divisdo celular. Contudo, alteracdes genéticas sdo responsaveis por um
ganho de fungdo, estimulando sucessivas mitoses desordenadas. Os supressores, por sua vez,
identificam células danificadas e promovem seu reparo, mas quando inativados por mutagdes,
perdem essa capacidade, contribuindo para o surgimento da doenca (Boaretto et al., 2023).

A carcinogénese ¢ um processo complexo, que ocorre, em geral, de forma lenta e ¢
composta por trés estdgios principais: iniciagdo, promog¢ao e progressao. A iniciagdo € caracterizada
por alteragdes genéticas irreversiveis, que tornam a c€lula predisposta a transformagao maligna e
transmissivel as células-filhas durante a mitose. Em seguida, essas células estimuladas entram em
contato com agentes oncopromotores, como agentes quimicos, fisicos e bioldgicos, capazes de
promover proliferacdo celular e imortalidade, definindo o estagio de promog¢do. Por fim, na
progressao, a divisdo celular passa a ocorrer de forma independente, garantindo o fendtipo maligno,
que ¢ reconhecido pela instabilidade, invasdo a outros tecidos, alteragdes metabolicas e
angiogénese (Kurkowiak et al., 2021; INCA, 2022).

Marcas ou caracteristicas dos tumores também foram descritas por Hannahan e Weinberg

(2000) visando auxiliar na compreensdao e no desenvolvimento de estratégias de detecgdo e
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tratamento (Figura 1). Em 2000, foram propostos seis hallmarks, quais sejam: manutencao da
sinalizacdo proliferativa, inibicao de supressores de crescimento, evasao a morte celular, replicacao
imortal, angiogénese e invasao e metastase (Hanahan; Weinberg, 2000).

Outrossim, células malignas produzem e secretam seus proprios fatores de crescimento,
mantendo uma sinalizagdo autdcrina que induz continuamente a divisdo celular. Esse
comportamento s6 ¢ possivel devido a inibicdo de supressores, induzindo a célula a um estado
proliferativo permanente. Paralelamente, as células malignas inibem o processo apoptotico, o que
garante a sobrevivéncia mesmo na presenca de danos no DNA. O principal mecanismo inclui a
inativagdo da proteina supressora tumoral p53 por meio de mutagdes em seu gene codificante. O
potencial replicativo ilimitado também estd presente, com a manutencdo dos telomeros via
expressdo continua da telomerase. Ademais, células tumorais ativam a angiogénese, um pré-
requisito para a expansao clonal, com o aumento da expressao de fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e fator de crescimento de fibroblastos 1 e¢ 2 (FGF1/2), permitindo a
vascularizagdo com consequente nutri¢ao e oxigenagao. Por fim, os tumores podem invadir tecidos
e atingir orgaos distantes ao alterar proteinas de adesdo, o que caracteriza um estagio avancado e
fatal da doenga (Hanahan; Weinberg, 2000).

Em 2011, quatro caracteristicas promotoras da carcinogénese foram adicionadas. A primeira
consiste na instabilidade gendmica. O acimulo de mutagdes compromete a homeostase,
desregulando o sistema que monitora a integridade celular, a apoptose e senescéncia. A inflamacao
foi incluida como um evento promotor de tumores, favorecendo o crescimento por meio de
moléculas que sustentam a sinalizag¢do proliferativa, incluindo espécies reativas de oxigénio,
citocinas e quimiocinas. Os autores também destacaram a importancia da alteracao do metabolismo
energético e o Efeito Warburg, identificado como uma forma nao usual de aquisi¢do de energia
pelo aumento da glicolise, o que permite o desvio de vias biossintéticas. Finalmente, o escape
imunolégico foi citado, de modo que um microambiente imunossupressor contribui para o avango
de células malignas (Hanahan; Weinberg, 2011).

Ja em 2022, novas marcas facilitadoras foram publicadas incluindo o desbloqueio da
diferenciagdo terminal, permitindo que a célula desempenhe fungdes diferentes do seu papel
bioldgico e a aquisi¢do de um fendtipo de células tronco com potencial invasivo. A senescéncia
celular também favorece o cancer, pois a ativagdo de um fenotipo secretor associado a senescéncia

(SASP) libera proteinas bioativas, que deveriam promover a morte programada, mas estimulam a
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progressdo por meio de sinalizag¢do proliferativa e induzem a angiogénese, metastase e invasdo. A
reprogramagao epigenética ndo mutacional, por sua vez, modifica o funcionamento génico através
de metilagdes e acetilagdes. Por fim, os microbiomas, formados por bactérias e fungos presentes
nos tecidos e 6rgaos, tém se mostrado preponderantes no contexto de tumores, visto que podem ter

efeitos positivos ou negativos na progressao e resposta terapéutica (Hanahan, 2022).

Figura 1 - Marcas do cancer, incluindo caracteristicas promotoras e facilitadoras.
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Fonte: Adaptado de Hallmarks of Cancer: New Dimensions (Hanahan, 2022).

A gravidade do cancer e os desafios diante da multiplicidade de eventos a ele associados
sdo refletidos em dados epidemiologicos. Segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OSM),
estima-se que ocorreram 20 milhdes de novos casos de cancer em 2022, de modo que 1 a cada 5
pessoas desenvolveu a doenca ao longo da vida, com 9,6 milhdes de mortes. A previsdo € que, para
2050, sejam registrados 35 milhdes de novos casos, o que equivale a um aumento de 77%, reflexo
do envelhecimento e das mudancas no estilo de vida populacional (OPAS, 2024). No Brasil, a
realidade ndo ¢ diferente, dados da Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) revelam

que em 2022 o Brasil registrou 279 mil ébitos e, para 2050, sdo esperados 554 mil mortes, um
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aumento de 98,6%. Ainda, segundo o INCA (2026), para cada ano do triénio de 2026 a 2028,
estima-se 781 mil novos casos de cancer.

O cancer de pulmio ¢ o mais prevalente no mundo, representando 12,4% de todos os
diagnosticos, seguido pelo cancer de mama (CM), com 11,6% (OPAS, 2024). No Brasil, apds o
cancer de pele ndo melanoma, o CM ¢ o mais frequentemente diagnosticado, contabilizando 78 mil
pacientes, com 20.165 6bitos em 2023, o que equivale a um risco de 18,59 mortes por 100 mil

mulheres (INCA, 2026).

1.2 Cancer de mama

O CM ¢ caracterizado pelo crescimento desordenado e maligno de células do tecido
mamario (Filgo et al., 2016). Nos mamiferos em geral, a mama comeca seu desenvolvimento ainda
na embriogénese, continuando, nas fémeas, durante a puberdade. Atinge sua maturidade na
gestacdo e lactacdo, sendo induzida por hormonios, principalmente horménio do crescimento
(GH), prolactina (PRL), progesterona e estrogénio (Macias; Hinck, 2012).

Anatomicamente, as mamas sdo 6rgaos pares, simétricos, localizadas na parede anterior do
torax (Figura 2). Sua forma e tamanho sao relacionados com a quantidade de tecido adiposo, etnia,
peso e idade. Sao revestidas por um tecido liso e eléstico, cujo centro € preenchido pelo mamilo.
Este ¢ mais espesso, enrugado e pigmentado, com forma circular e contém a aréola e a papila
(Rolim; Martins, 2002). Internamente, cada mama possui entre 15 e 20 lobos independentes e
separados por tecido fibroso, que se subdividem em lobulos. Cada um se conecta a um ducto que
transporta o leite até o mamilo (Figura 2A). A mama € suprida por muitos nervos, vasos sanguineos
e linfaticos, além do tecido glandular (Santana; Borges, 2015).

Histologicamente, o o6rgdo ¢ composto, essencialmente, por células luminais e
mioepiteliais. As células luminais revestem os ductos e se encarregam de produzir o leite mediante
estimulos recebidos pelos receptores hormonais. Células mioepiteliais estdo em contato com a
membrana basal, com funcdo contratil. As células-tronco, também presentes, renovam as

populagdes celulares (Figura 2B) (Birnbaum et al., 2004; Macias; Hinck, 2012).
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Figura 2 - Representag@o anatomica e histologica da mama. (A) Estrutura anatdmica da mama representando
esquematicamente os ductos, ldbulos, aréola, mamilo, e linfonodos, bem como sua disposi¢do na parede toracica.
(B) Organizagéo celular do epitélio mamario, com a disposi¢@o das células luminais, mioepiteliais e progenitoras em
relagdo a membrana basal.
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Fonte: A: adaptado de ACS, 2021; B: adaptado de Birnbaum et al., 2004

O CM pode atingir diferentes células, como as do epitélio lobular e ductal, sendo uma
doenga mais prevalente em mulheres, mas, ocasionalmente, acomete homens (ACS, 2016). A
maioria dos diagndsticos, especialmente em paises com baixo indice de desenvolvimento, ocorre
quando a doenga ja se encontra em estadgios avancados, o que dificulta um tratamento eficiente e
aumenta o indice de mortalidade diante da ocorréncia de metastases (CNS, 2023). Os sintomas nao
sdo especificos e incluem o aparecimento de nodulos, manchas, inchaco, irritacdo, linfonodos
aumentados e retracdo do mamilo (MS).

Em 2022, a incidéncia de CM foi de 2,3 milhdes de casos e, no Brasil, para cada ano do
triénio 2026-2028, estima-se 71,57 novos diagndsticos a cada 100 mil mulheres. Assim,
desconsiderando os tumores de pele ndo melanoma, o CM ¢ o mais incidente no pais em todas as
regides (INCA, 2026; OPAS, 2024). Fatores intrinsecos e extrinsecos influenciam o surgimento
dessa doenca. A idade se destaca, pois ao longo da vida as exposi¢des a carcindgenos vao
acumulando, juntamente com alteracdes moleculares causadas pelo envelhecimento. Além disso, a
heranga genética e o historico familiar também sdo importantes. Os genes, do inglés, breast cancer
gene l e 2, BRCAI (17q21) e BRCA2 (13q12.3), sdo supressores tumorais responsaveis por reparar
danos no DNA, regular a expressdo génica e controlar o ciclo celular. Quando mutados, perdem
sua fungdo, predispondo em 80% o desenvolvimento de CM e em 60% de cancer de ovario. O
histérico familiar também ¢ importante e contabiliza 5% a 10% dos casos. Nesse contexto,

mulheres com parente de primeiro grau com CM apresentam, em geral, um risco duplicado de
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ocorréncia da doenga (Coelho et al., 2018; Brewer et al., 2017; INCA, 2023). Outros fatores
intrinsecos descritos na literatura sdo menarca precoce, menopausa tardia, nuliparidade e primeira
gestagdo tardia (Amendola er al., 2005; Manouchehri et al., 2022). Quanto aos fatores
modificaveis, a escolha de uma vida saudavel, sem tabagismo e alcoolismo, unidos a alimentagao
balanceada e pratica de atividade fisica protegem o organismo contra os tumores em geral. Ja a
obesidade, o uso de hormonios exdgenos e exposicao a radiacao ionizante, aumentam a incidéncia

de CM (INCA, 2023).

1.2.1 Classificagdo de tumores mamarios

Classificar os tumores mamarios ¢ essencial para determinar suas caracteristicas, incluindo
tipos celulares afetados, extensao, avango e aspectos moleculares. Dessa forma, torna-se possivel
estabelecer um prognoéstico, tragar um tratamento mais adequado e direcionar o manejo dos
pacientes. A primeira classificagdo do CM ¢ baseada no tipo de tecido atingido, diferenciados em
sarcomas e carcinomas. Define-se sarcomas canceres de tecidos moles, que afetam musculos,
gordura e tecido conjuntivo. Carcinomas, por sua vez, se originam no tecido epitelial, sendo este o
mais comumente diagnosticado nas mamas. O CM também ¢ subclassificado quanto ao tipo

histolégico e molecular, além de ser definido seu estadiamento patologico (ACS, 2016).

1.2.1.1 Classificacao histologica

A classificagdo histoldgica considera a aparéncia das células sob o microscopio. Sendo
assim, os carcinomas podem ter origem nos lobulos ou ductos, nomeados como carcinoma lobular
ou carcinoma ductal, respectivamente. Complementando a nomenclatura, o adjetivo in situ ¢é
definido quando ndo atinge outros tecidos adjacentes na mama e, invasivos, quando ja ultrapassou
amembrana basal, sendo considerado um estagio pré-metastatico. Importante salientar que tumores
invasivos migram para diferentes regides pela circulagdo sanguinea e linfatica, podendo alcancar
orgaos distantes. Nessa perspectiva, a classifica¢do histologica pode ser realizada de acordo com a
localizagdo e as caracteristicas celulares. Assim, os carcinomas de mama invasivos dividem-se em

carcinoma ductal invasivo (IDC), que corresponde a 70% a 80% dos casos, e carcinoma lobular
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invasivo (ILC), mais comum em idades avangadas, responsavel por cerca de 15% dos eventos
(ACS, 2021; INCA, 2019; Weigelt; Geyer; Reis-Filho, 2010; Akram et al., 2017).

Os tumores invasivos podem ainda ser subdivididos em carcinoma ductal invasivo de
subtipo nao especifico (IDC-NST), ou em subtipos especiais, como os carcinomas medular,
metaplasico, apdcrino, mucinoso, cribriforme, tubular e neuroenddcrino. O IDC-NST ¢ o IDC mais
frequente com grande variacdo morfologica e clinica, representando 40% a 75% de todos os
acometimentos (Probert ef al., 2025). J& o carcinoma medular est4 associado a melhor prognostico
e menor acometimento linfonodal; o metaplasico apresenta elevada agressividade e o apdcrino esta
associado a um alto grau histolégico. O mucinoso, por sua vez, apresenta prognostico favoravel e
acomete, em geral, mulheres acima de 60 anos; o carcinoma cribriforme possui bom progndstico e
baixa taxa de metastase e o tubular estd frequentemente presente em lesdes proliferativas pré-
malignas. Por fim, o carcinoma neuroendocrino ¢ comumente diagnosticado em pacientes com
idades avangadas (Nascimento; Otoni, 2020).

Os tumores in situ sao divididos em dois grupos de acordo com o tecido de origem, l6bulos
ou ductos, sendo que destes, 20 a 25% sdo carcinoma ductal in situ (CDIS) e 0,5 a 4% representa
carcinoma lobular in situ (LCIS) (Rubio; El-Ashry, 2023). Ainda hé classificacdes que ndo se
enquadram em invasivos ou in situ, como o CM inflamatdrio, um tipo histoldgico raro, agressivo
e metastatico, no qual os seios adquirem aparéncia vermelha, inchada e quentes devido as cé€lulas
cancerigenas bloquearem os vasos linfaticos (Bertucci et al., 2024). Ja a doenca de Paget (PDB)
apresenta alteracdes visiveis no mamilo, com erupcdes cutineas e coceira, sendo que de todos os
casos de CM, entre 1 e 4% sdao PDB (Vieira et al., 2014). Os tumores filoides sdo extremamente
raros, sendo responsavel por menos de 1% dos relatos de CM, e de forma geral, atingem os tecidos
conjuntivos da mama (Shin; Seung Koo, 2023).

O Grau Histolégico de Nottingham também ¢ analisado, sendo um importante fator
progndstico para tomada de decisdes clinicas considerando, como critério, a formacao dos tibulos,
o grau nuclear e contagens mitdticas. Nesse contexto, sao considerado trés graus histologicos,
sendo o primeiro caracterizado pelo tumor bem diferenciado com proliferagdo lenta, o que contribui
para uma sobrevida em 5 anos alta (95%). O grau 2 refere-se a um tumor com diferenciacdo e
proliferagdo moderados, resultando em uma sobrevida de 75% em 5 anos. Por fim, no terceiro grau,
ha pouca diferenciagao e alta proliferacao, com sobrevida média em 5 anos baixa (50%) (Wang et

al.,2022; Li, J. et al., 2020).
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1.2.1.2 Classificagao Molecular

Tumores mamarios também sao classificados molecularmente considerando a expressao de
receptores de estrogénio (ER), de progesterona (PR) e do receptor do fator de crescimento
epidérmico tipo 2 (HER2). Aproximadamente 75% das lesdes expressam ao menos um desses
receptores (Harbeck et al., 2019; Orrantia-Borunda et al.,, 2022). A proteina Ki-67 também ¢
analisada, uma vez que ¢ expressa durante as fases ativas do ciclo celular. Dessa maneira, sua
presenca indica uma atividade proliferativa que pode ser intimamente correlacionada a
agressividade do tumor (Thakur, 2009; Li, L. et al., 2014). Nessa perspectiva, a International Ki-
67 in Breast Cancer Working Group, em 2021, recomendou um sistema de pontos de corte para
Ki-67, de modo que percentuais < 5% indicam baixa proliferagdo e > 30% alta proliferacao
(Shim et al., 2023).

Atualmente, do ponto de vista clinico, sdo considerados quatro subtipos moleculares de
CM: Luminal A (LA), Luminal B (LB), HER2- enriquecido (HER2E) e Triplo Negativo (TN) (Al-
Thoubaity, 2020). A relagdo entre os receptores e a classificacdo ¢ descrita na Tabela 1. Os LA
(ER/PR+ e HERZ2-), apresentam o melhor progndstico, principalmente devido ao crescimento
lento, com menor taxa de recidiva. Os LB, por sua vez, se diferenciam pela maior agressividade
comparados aos LA, uma vez que apresentam altos niveis de Ki-67 (Gao; Swain, 2018).
Considerando a expressdao de HER2, os tumores mamarios podem ser classificados como HER2-
luminal, quando também sdo positivos para os receptores hormonais, ou HER2E (ER- e PR-).
Finalmente, os TN contabilizam 15-20% dos casos e acometem principalmente mulheres com
menos de 40 anos e afro-americanas. Sua elevada taxa proliferativa € relacionada com instabilidade

genOmica e mutagdo nos genes BRCAI e TP53. (Orrantia-Borunda et al., 2022).

Tabela 1 - Subtipos moleculares de cancer de mama.

Marcadores
Classificacao RE PR HER?2 Ki-67
Luminal A + + - <20%
Luminal B + + - >20%
HER2-luminal + + + 15-30%
HER2-enriquecido - - + >30%
Triplo-negativo - - - >30%

ER: receptor de estrégeno; PR: receptor de progesterona; HER2: receptor do fator de crescimento epidérmico tipo 2.
Fonte- Adaptado de Orrantia-Borunda ef al., 2022 e Nishat et al., 2024



20

1.2.1.3 Estadiamento e Progndstico
O estadiamento do CM considera a disseminagdo das células malignas, avaliando tamanho
e volume da lesdo, invasdo, diagnostico histopatoldgico e sintomas (INCA, 2022). O sistema

adotado ¢ o TNM, onde “T” representa o tamanho do tumor, “N” a dissemina¢ao para ganglios

linfaticos e “M” a presenca de metastase distantes conforme descrito na Tabela 2 (Lu et al., 2021).

Tabela 2 - Sistema TNM detalhado para tumores mamadrios conforme a Sociedade Brasileira de Oncologia Clinica

Classificaciao Subclassificacao Detalhamento
Tx Tumor primario ndo avaliado
TO Sem evidéncia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ
~ Tl Tumor com didmetro menor ou igual a 2cm
Extensao/ Tamanho (T) T2 Tumor com didmetro de 2 a 5 cm
T3 Tumor maior que Scm
T4 Tumor de qualquer tamanho com extensao
para parede tordcica e/ou pele
Ganglio linfatico proximo ndo pode ser
Nx :
avaliado
NO Cancer ndo se espalhou para ganglio

linfatico proximo
Disseminagao para N1 Metéstase para 1 a 3 linfonodos axilares
linfonodos (N) e/ou mamarios internos
Metéstase para 4 a 9 linfonodos axilares

N2 e
e/ou mamarios internos
N3 Metastase para 10 ou mais linfonodos
axilares e/ou regido da clavicula
Metastase em locais MO Nenhuma metastase ¢ encontrada
distantes (M) M1 Presenca de metéstase

Fonte: Adaptado de Sociedade Brasileira de Oncologia Clinica

Com base nas informacdes definidas por meio do sistema TNM, grau e presenca de
receptores hormonais, o CM pode ser categorizado em estagios, cujo objetivo € prever o
comportamento da doenga e definir um plano de tratamento (Sawaki; Shien; Iwata, 2018). Os
estagios sdo divididos em 0, I, II, IIT e IV, e podem ainda ser subdivididos, como IIA e IIB. Nesse
cendrio, o estagio 0 ¢ adotado para canceres in situ e IV para os metastaticos, enquanto o intervalo
entre eles (I, II e III) representa tumores crescentes em tamanhos e envolvimento de linfonodos

(Edge; Hortobagyi; Giuliano, 2019).
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Desde o inicio do estadiamento, em 1959, determinado pela American Joint Committee on
Cancer (AJCC), o processo vem sendo atualizado, adicionando-se novos pardmetros que refletem
os avangos cientificos e médicos. A ultima atualizagdo ocorreu em 2018, implantado pela 8* edicao
do Manual de Estadiamento do AJCC (Zhu; Dogan, 2021). Agora, além do sistema de estadiamento
anatomico (TNM), inclui-se o estadiamento patoldgico, que considera grau do tumor, a presenca
de receptores hormonais (PR, ER e HER2), e ainda, painel multigénico. Assim, o processo de
estadiamento torna-se mais refinado, contribuindo para uma melhor escolha de terapia

(Teichgraeber et al., 2021).

1.2.2 Diagnostico

Tumores mamarios diagnosticados precocemente sdo passiveis de cura. Para isso, podem
ser adotadas diferentes estratégias, incluindo a identificagdo da lesdo em pessoas com sintomas
iniciais e o rastreamento, que busca realizar testes relativamente simples em individuos saudéveis
e sem manifestagdes clinicas (INCA, 2024). Nessa perspectiva, a mamografia e o autoexame sao
amplamente divulgados, sobretudo em politicas publicas. O autoexame consiste em promover a
identificacdo de alteragdes e irregularidades nas mamas por meio de inspegdes manuais € visuais.
Essa conduta ndo torna o método conclusivo, mas ainda assim ¢ recomendado pela Organizagao
Mundial da Satde e pela American Cancer Society (Hijrah et al., 2024). A mamografia, por sua
vez, ¢ o exame de imagem mais empregado no diagndstico precoce e triagem para CM sendo
indicado pelo Ministério da Saude a partir dos 40 anos (MS, 2025). O exame utiliza um aparelho
que emite baixa radiagdo, criando uma imagem que permite visualizar nodulos e calcificagdes nas
mamas (Teofilo et al., 2024), detectando até 75% dos tumores antes mesmo de serem palpaveis
(Tadesse; Tegaw; Abdisa, 2023).

Além da mamografia, outros exames de imagem sdo aplicados, auxiliando no diagndstico.
A ultrassonografia utiliza pressao acustica para criar imagens (Kratkiewicz et al., 2022). O método
¢ preferivel para mulheres sintomaticas e gravidas, além de apresentar melhor sensibilidade em
mulheres com mamas densas (Tadesse; Tegaw; Abdisa, 2023). A ressonincia magnética oferece
uma imagem volumétrica tridimensional com auxilio de agente contrastante (Kratkiewicz et al.,

2022). A técnica possui custo elevado, mas ¢ efetiva para detalhamento de tamanho e caracteristicas
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morfoldgicas do tumor, mostrando com mais precisao sua localizagdo anatomica (Nascimento;
Pitta; Régo, 2015).

Pacientes com suspeita de metastase podem ser submetidos a tomografia por emissao de
protons (PET) e cintilografia 6ssea (Fowler; Strigel, 2022). O PET ¢ um exame de imagem que se
baseia no maior consumo de glicose pelas células tumorais, fendomeno conhecido como efeito
Warburg. Para sua realizacdo, radiotracadores marcados com is6topos emissores de positrons sao
administrados no paciente. Durante o metabolismo da glicose, esses tragadores emitem radiacao,
que ¢ captada pelo equipamento PET e convertida em imagens, possibilitando identificar areas de
maior atividade metabdlica, evidenciando a localizacdo de células tumorais ativas (Kapoor;
Heston; Kasi, 2025). A cintilografia 6ssea utiliza radiofarmacos para detec¢ao de metastases, sendo
bem empregado devido a sua alta sensibilidade e capacidade de diferenciacdo de lesdes malignas
e benignas (Guimardes; Costa; Silva, 2023). Nesse método, o radiotragador emite sinal
proporcional a atividade osteoblastica e ao fluxo sanguineo regional, permitindo identificar locais
de remodelamento 6sseo anormal, inclusive em fases iniciais de processos metastaticos (Ouvrard et
al., 2024).

Apesar de importantes na detecg@o, os exames de imagem nao fornecem informagdes sobre
o perfil mutacional e as caracteristicas moleculares da neoplasia. Assim, a bidpsia € essencial para
a confirma¢do do diagnostico, consistindo na remo¢ao de uma amostra da lesdo para andlise.
(Obeagu; Obeagu, 2024). A bidpsia realizada com agulha grossa utiliza um dispositivo a base de
molas que se propulsionam até chegar ao tumor, retirando entre 3 e 5 fragmentos com didmetro
médio de 2 mm. O procedimento € simples e ocorre no ambiente ambulatorial com anestesia local,
sendo auxiliado pela ultrassonografia ou ressonancia magnética (Souza et al., 2022). A aspiracao
por agulha fina também se apresenta como um método eficiente e com baixo custo, sendo mais
utilizado em casos de tumores ndo palpaveis. Por outro lado, o método ¢ passivel de falhas, pois
pode recolher pouca ou nenhuma amostra. Quando comparado a bidpsia com agulha grossa, a
aspiracdo por agulha fina apresenta menor chance de complicacdes € hematomas (Yu; Wei; Liu,
2012). Por fim, a mamotomia, ou biopsia a vacuo, também ¢ um método de retirada do tecido
tumoral, e, para realiza-la, utiliza-se de um dispositivo gerador de vacuo capaz de cortar e aspirar
varias amostras com uma Unica inser¢do, tornando-se o modelo preferivel para lesdes menores

(Bhatt; Whaley; Lee, 2020).
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Atualmente, a biopsia tradicional, realizada com agulha, é o principal método adotado,
entretanto, a técnica ainda ¢ invasiva e ndo abrange a heterogeneidade do tumor, visto que
representa apenas um pequeno fragmento da lesdo. Nesse sentido, novas ferramentas t€ém sido
desenvolvidas para superar as limitagdes atuais, destacando-se a bidpsia liquida (BL), que permite
o diagnostico molecular de maneira ndo invasiva em fluidos como sangue, urina ou saliva

(Batool et al., 2023).

1.2.3 Biopsia Liquida

A BL emergiu na oncologia como uma ferramenta de monitoramento e caracterizagao de
tumores por meio da andlise de biomarcadores em fluidos biolégicos. Os biomarcadores tumorais
podem ser utilizados no diagndstico, prognodstico, monitoramento e resposta terapéutica,
possibilitando, assim, uma conduta personalizada (Freitas et al., 2022). Portanto, a BL apresenta
vantagens importantes frente aos métodos tradicionais, podendo ser realizada antes e/ou apos a
cirurgia e quando ndo hé massa detectavel por imagem, além de fornecer um perfil de resposta ao
tratamento adotado. De forma geral, a BL tem potencial para informar alteracdes epigenéticas e
perfis transcriptomico, protedmico e metabolico (Lone et al., 2022). Dentre os marcadores
destacam-se cé€lulas tumorais circulantes (CTCs), DNA tumoral circulante (ctDNA), ctRNA, DNA
livre de célula (cfDNA), metilagdo do DNA, metabolitos, proteinas, incluindo autoanticorpos
contra antigenos associados a tumores (TAAs), e vesiculas extracelulares (EVs), exemplificados

na Figura 3 (Casagrande et al., 2023).
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Figura 3 - Amostras e biomarcadores analisados por Biopsia liquida.
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Fonte: Adaptado de Casagrande et al., 2023.

As CTCs sao células que se desprendem do tecido tumoral e percorrem a corrente
sanguinea, podendo originar metastases (Lone et al., 2022). O ctDNA corresponde a fragmentos
de DNA liberados por células tumorais na corrente sanguinea contendo mutagdes associadas ao
processo de malignidade. O ctRNA ¢ liberado das células por meio de apoptose, necrose ou
secrecdo celular. Dentro dessa categoria, destacam-se os microRNAs (miRNAs) os RNAs longos
ndo codificante (IncRNAs), ambos com papeis regulatdrios. Tanto ctDNA quanto ctRNA, liberados
exclusivamente por células tumorais, sdo estdveis nos fluidos corporais e refletem padrdes
especificos de expressdo tecidual, o que possibilita associa-los a diferentes estidgios e tipos
tumorais. O cfDNA ¢ um fragmento genético natural advindo de processos fisiologicos, sendo
encontrado tanto em individuos sauddveis quanto nos doentes, utilizados para avaliar mutagdes
genéticas (Casagrande et al., 2023). J4 a metilagdo € caracterizada por adicdo de um grupo metil
(CHs3) a uma base nitrogenada presente no DNA. Uma vez que isso ocorre, genes sao silenciados,
como os supressores tumorais, ou ativados, como os oncogenes (Li, P. ef al., 2022). Os metabolitos
também sdo alterados em pacientes com cancer, participando da regulacdo a progressdo tumorais

(Ren et al., 2024). As proteinas e os antigenos associados a tumores (TAAs) possuem uma ligagao



25

direta com a origem e comportamento do cancer. As proteinas executam diversas funcdes celulares
que fornecem informagdes sobre a origem do tumor e os TAAs, produzidos pela presenga de
proteinas aberrantes, podem ativar o sistema imune, gerando anticorpos especificos (Ding et al.,
2022). Por fim, as EVs sdo estruturas membranosas, como exossomos ¢ ectossomos, liberadas
como forma de comunicagdo intercelular, contribuindo para o fendtipo maligno e modulando a

proliferag¢do tumoral (Ho et al., 2024).

1.3 Exossomos

As EVs foram descritas pela primeira vez por Wolf ha quase 60 anos, quando as observou
no plasma sanguineo (Hessvik; Llorente, 2017). Sao classificadas de acordo com seu tamanho e
surgimento, de modo que ectossomos se originam de brotamento direto da membrana plasmatica
com didmetro de 100 a 1000 nm; os corpos apoptoticos surgem com a separacao das bolhas durante
o processo de morte celular, com um tamanho de 50 a 5000 nm, e por fim, 0os exossomos, com
origem endossOmica e tamanho de 50 a 150 nm de didmetro (Sherif; Yusuf, 2025).

O processo de formagao dos exossomos, de forma simplificada, advém da fusao dos corpos
multivisiculares (MVBs) a membrana plasmadtica. Para que isso ocorra € preciso uma primeira
invaginagao na membrana celular, gerando um endossoma inicial, que amadurece e se transforma
em um endossoma tardio. Em seguida, a membrana endossdmica sofre uma segunda invaginacao,
carregando o material do citoplasma e gerando vesiculas intraluminais (ILVs) no limem, tornando
o endossoma um MVBs. Para finalizar o processo, as ILVs sdo liberadas no meio extracelular pela
fusdo do MVB com a membrana plasmatica, gerando os exossomos (Isaac ef al., 2021). Quando
fora da célula, essa vesicula pode encontrar outras células e liberar seu contetido interno por trés
mecanismos: fusdo direta na membrana celular, interagdo com receptores ou endocitose (Figura 4)

(Tan et al., 2021).
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Figura 4 - Biogénese dos exossomos. 1. Invaginacdo da membrana plasmatica que forma o endossoma inicial. 2.
Invaginagdo da membrana do endossoma, formando as vesiculas intraluminais. 3. Corpo multivesicular tardio se

funde a membrana plasmatica, liberando os exossomos.
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Fonte: Adaptado de Tan ef al., 2021.

Morfologicamente, os exossomos possuem uma bicamada lipidica que contém algumas
proteinas distintas e outras candnicas (Sherif; Yusuf, 2025). Assim, sua heterogeneidade interna e
externa reflete sua biogénese, bem como o estado fisiopatologico da sua célula de origem (Wen et
al., 2019). Dentre as proteinas presentes nos exossomos, destacam-se a proteina do gene 101 de
suscetibilidade tumoral (TSG101), a ALIX, que ¢ relacionada a producdo de MVBs, as proteinas
de transporte de membrana, como a RAB GTPases e, finalmente, as tetraspaninas (Liu et a/., 2021).

As tetraspaninas sdo uma familia de proteinas transmembranares conservadas, formadas
por quatro hélices que atravessam a membrana, interligadas por algas extra e intracelulares e
acompanhadas por curtas caudas citoplasmaticas terminais. Estruturalmente, apresentam uma
conformagao tridimensional em forma de cone invertido, que cria uma bolsa hidrofobica capaz de
se associar a lipidios. Além disso, organiza a membrana em microdominios funcionais, € assim
podem interagir com integrinas e outras tetraspaninas. Esses microdominios regulam processos
celulares e patoldgicas, como a fusdo de membranas, o reparo celular, a sinalizagdo imunologica e

a metastase tumoral (Dharan; Sorkin, 2024). Em especial, as tetraspaninas CD9, CD63 e CD81 sao
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abundantes em exossomos, o que possibilita o uso de anticorpos para isolar essas vesiculas
(Panwar et al., 2023). Nessa perspectiva, a CD63 se destaca por atuar no transporte vesicular e na
sinalizagao tumoral (Krylova; Feng, 2023), sendo bem caracterizada em exossomos de carcinomas
mamarios (Raghu et al., 2018). Internamente, os exossomos sao compostos por lipideos, DNA
gendmico (gDNA) e, com maior destaque, RNAs, incluindo ndo codificantes (Mitsis et al., 2020)

(Figura 5)

Figura 5 - Moléculas presentes em exossomos. Tetraspaninas e proteinas de transporte encontram-se expressas na

membrana e, internamente, sdo detectadas proteinas, material genético e metabdlitos.
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Fonte: Adaptado de Liu et al, 2021

Funcionalmente, os exossomos transportam seu contetudo e ativam diferentes vias celulares,
0 que estabelece uma comunicag¢do celular. Participam diretamente da resposta imunoldgica,
mediando o transporte de antigenos entre células dendriticas e contribuem ativamente para a
dissemina¢do de doencas (Mitsis et al., 2020). De fato, a transferéncia horizontal ¢ um processo
relevante tanto em células sauddveis quanto em tumorais podendo, inclusive, promover a
transformagdao de um fendtipo saudavel para transformado (Mamalo et al., 2023). Quando
derivados de células malignas, o exossomos podem promover apoptose das células de defesa,
enfraquecendo o sistema imunologico e permitindo que o tumor escape da vigilancia imune

(Chen et al., 2024). Ademais, evidéncias indicam que essas vesiculas estdo envolvidas na aquisicao
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de resisténcia terapéutica por dois mecanismos principais: o primeiro torna células sensiveis em
resistentes aos farmacos, enquanto o segundo ocorre pela remog¢ao das drogas nas células tumorais,
reduzindo a eficicia da quimioterapia (Zhu et al., 2020). Portanto, os exossomos podem ser
utilizados para diagndstico, prognéstico € monitoramento de doencas (Li, S. ef al., 2020).

O termo “exossomos derivados de tumores” foi cunhado em 1981, e desde entdo, sua
relacdo com a doenga vem sendo amplamente estudada de modo que muitas tecnologias estdo
sendo desenvolvidas (Zhu et al., 2020). Melo e colaboradores (2015), por exemplo, investigaram
o uso da proteina de superficie Glypican-1 (GPC1) como biomarcador para cancer de pancreas,
devido a sua alta expressdo em exossomos derivados dessas células. Em sua pesquisa, os autores
ligaram os exossomos em beads e utilizaram citometria de fluxo para identificar e quantificar
aqueles GPCl+ em soro de animais e de pacientes humanos. A estratégia apresentou alta
sensibilidade e especificidade, sendo capaz de detectar o cancer de pancreas antes da formacao de
massa tumoral detectavel. Além disso, os resultados mostraram que, apos a cirurgia, os niveis de
GPC1+ diminuem, reforcando seu potencial como biomarcador para monitoramento da resposta
terapéutica.

Um dos principais desafios para sua aplicacdo na pratica clinica ¢ a eliminacao de “ruidos”
provenientes de vesiculas liberadas por células saudaveis. Para contornar essa limitacdo, €
necessario isolar os exossomos, o que vem sendo conduzido com a detec¢do de tetraspaninas (Yu et
al., 2021). Alves e equipe (2024) utilizaram um peptideo selecionado por Phage Display
biotinilado (C3-biotina) associados a anti-CD63 para a captura exitosa, por sensores, de €Xx0ssomos
associados a células de CM. O C3-biotina reconhece 38 proteinas de membrana, sendo destas 11
de origem mitocondrial. Foi previamente avaliado em sensores eletroquimicos, sendo capaz de
capturar exossomos liberados por linhagens de CM. Portanto, o estudo e associagdo de
biomarcadores se apresentam promissores, fazendo dos exossomos uma nova fronteira na medicina

de precisao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Detectar uma subpopulagdo de vesiculas extracelulares em soro de pacientes com cancer de

mama e determinar sua corre¢ao com parametros clinicos.

2.2 Objetivos especificos

. Otimizar os parametros (diluicdo da estreptavidina, dilui¢do de soro e concentragdo
de bloqueio) dos ensaios de magneto-ELISA para a detecgdo de exossomos;

. Capturar uma subpopulacdo de vesiculas extracelulares utilizando particulas
magnéticas tosiladas sensibilizadas com anticorpo anti-CD63 e peptideo Biotina-C3;

. Correlacionar os dados de absorbancia com parametros clinicos de pacientes com
CM;

. Determinar o potencial diagndstico e/ou prognostico da subpopulacao de vesiculas

extracelulares para o CM.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Grupo de estudo

Esse trabalho foi desenvolvido em parceria com a equipe do Centro Obstétrico do Hospital
de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia, mediante aprova¢do do comité de ética em
Pesquisa, sob o nimero de parecer 064/08. O procedimento de coleta foi realizado dentro da rotina
do setor cirurgico, sem causar desconforto adicional as pacientes. Apos a cirurgia e resultado

histopatologico, os tumores e lesdes encontrados foram classificados quanto ao tipo histologico,
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estadiamento e status de receptores de estrogénio (ER) / progesterona (PR). Mulheres
diagnosticadas com fibroadenoma, hiperplasia ductal atipica, papiloma ou outras doengas benignas
da mama constituiram o grupo de “doenga benigna da mama” (DBM). Os dados clinicos

encontram-se descritos na Tabela 3.

Tabela 3 — Caracteristica das amostras soroldgicas dos pacientes incluidos no estudo (n=101).

Variavel Paciente
N %
Idade (anos)

Mediana (intervalo) 56 (26-82)
DBM 47 46,53
CM 54 53,46
Estagio tumoral

pT1 10 18,52

pT2 10 18,52

pT3 1 1,85

pTis 10 18,52

ND 23 42,59
Status de ER

Positivo 30 55,56

Negativo 12 22,22

ND 12 22,22
Status de PR

Positivo 22 40,74

Negativo 19 35,19

ND 13 24,07
Status de HER-2

Positivo 16 29,63

Negativo 24 44,44

ND 14 25,93
Status de p53

Positivo 14 25,93

Negativo 26 48,14

ND 14 25,93
Subtipos de CM

Luminal A 21 38,89

Luminal B 7 12,96

HER-2-enriquecido 10 18,52

Triplo-negativo 3 5,56

ND 13 24,07
Grau Histologico

Grau 1 4 7,41

Grau 2 26 48,15

Grau 3 9 16,66

ND 15 27,78
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Abreviaturas: ND = ndo disponivel; DBM, doenga benigna da mama; CM, cancer de mama; ER, receptor de
estrogénio; HER2, receptor de fator de crescimento epidérmico humano 2; PR, receptor de progesterona. Fonte:
Proprio autor.

3.2 Dot-blot

O peptideo C3-biotina foi sintetizado com pureza >95% (Gen Script Biotech) com
sequéncia Acetyl-SAMPPFYTAPGWGGGSAETVESCL-Lys-biotin. O ensaio de Dot Blot foi
realizado com o objetivo de avaliar a reatividade do peptideo biotinilado a estreptavidina. Para isso
3,5ug de C3-biotina foram aplicados sobre uma membrana de nitrocelulose 0,22 pm (Hybond ECL,
Amersham Biosciences) e deixados secar a temperatura ambiente para adsor¢cdo. Em seguida, a
membrana foi bloqueada com uma solugdo de albumina sérica bovina (BSA - 3%) em tampao
fosfato salino (PBS 1X) e incubada a temperatura ambiente durante 1 hora. Apds esse periodo, a
membrana foi lavada duas vezes com PBS 1X e imersa em uma solu¢do contendo estreptavidina
conjugada com peroxidase (codigo N200, ThemoFisher) testada em diferentes dilui¢des partindo
da concentragdo de 1 mg/mL: 500 ng/mL, 50 ng/mL e 10 ng/mL. Apds incubagdo por mais 1 hora,
a membrana foi lavada, novamente, duas vezes com PBS 1X ¢ o ensaio foi revelado com o substrato

3.,3'-diaminobenzidina (DAB — Sigma Aldrich) conforme as recomendacdes do fabricante.

3.3 Imobilizacao de anti-CD63

Em um microtubo foram adicionados 0,68 pg/mL do anticorpo anti-CD63 (codigo 10628D,
Invitrogen - calculado/pogo para o ensaio de ELISA) e 1 x 10° particulas de Dynabeads® M-450
tosiladas (codigo 14013, Invitrogen - calculado/pogo para o ensaio de ELISA), diluidos em tampao
borato (borato de sédio 0,1 M, pH 8,5). A mistura foi incubada por 16 horas (overnight), sob
agitacdo, a 37 °C.

Ap0s esse periodo, o sobrenadante foi removido com o auxilio de um separador magnético
(Thermo Fisher) e as particulas Magnéticas (PM) foram lavadas com 200 pL de PBS 1X 10 mM.
O sobrenadante foi descartado e as PMs modificadas foram ressuspensas em PBS 10 mM (1 x 10¢

particulas/pogo para o ensaio de ELISA).

3.4 Magneto-ELISA
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Primeiramente, foram conduzidos ensaios para otimizagdo da dilui¢do de soro, com um
pool de pacientes com CM, e da concentragdo de BSA a serem utilizados no magneto-ELISA. Para
isso, foram avaliadas as diluigdes 1:1, 1:10, 1:50 de soro e trés concentragoes de BSA: 0,5%, 1%
e 2%.

Para o magneto-ELISA foram utilizadas placas de 96 pogos de microtitulagdo (Kasvi). O
soro do paciente foi diluido em PBS 10mM na proporcao de 1:50 e, a cada pogo da placa, foram
adicionados 100uL dessa solugao. Foram, entdo, acrescentadas PMs previamente funcionalizadas
(1 x 10° particulas/pogo) e a placa colocada sob agitacdo em temperatura ambiente por 30 minutos.
Em seguida, a placa foi lavada trés vezes com 200 puL por poco de PBS-BSA 0,5%, quando, entdo,
foi adicionado o peptideo C3-biotina, na concentracio de 2,0 ug/ pogo, diluido em PBS-BSA 0,5%
(100 pL/pogo) e incubado por 1 hora a 37 °C.

Posteriormente, a placa foi lavada, novamente, trés vezes com 200 pL por poco de PBS-
BSA 0,5% e, entdo, adicionada a estreptavidina marcada com peroxidase (50 ng/mL), também
diluida PBS-BSA 0,5% (100 puL/poco), com nova incubagdo por 1 hora a 37 °C. Apo6s outras trés
lavagens com PBS-BSA, (200uL poco™), foi adicionado o substrato TMB (Pierce - 100 uL/poco),
com incubagdo por 6 minutos. A reacdo foi interrompida com a adi¢do de 50 pL de H2SOa4 (2,0 M).
Com o auxilio do separador magnético, o sobrenadante foi separado das PMs, sendo transferido
para pogos limpos e lidos no leitor de microplacas (Thermo Scientific) na absorbancia de 450nm.

O esquema do ensaio estd demonstrado na figura 6.

Figura 6 — Esquema representativo do ensaio de Magneto-ELISA para detecgdo de exossomos. Particulas magnéticas
funcionalizadas com anticorpo capturam uma subpopulagdo de exossomos, que sdo posteriormente reconhecidos
pelo peptideo C3-biotina, e entdo revelados com a estreptavidina conjugada a enzima reporter.
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Fonte: Proprio autor.
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3.5 Analises estatisticas

Os valores das absorbancias foram comparados utilizando o teste t Mann Whitney por meio

do software GraphPAD Prism 8 (https://www.grappad.com/). Foram considerados como

parametros o diagnostico (CM x DBM) e aspectos relacionados ao prognostico como TNM, grau
e subtipo molecular. Para os valores significantes (p < 0,05) foi construida a curva ROC, calculada

a AUC com IC 95%, com o objetivo de analisar a sensibilidade e especificidade do método.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Otimizacao

Diante da complexidade do sistema adotado envolvendo particulas magnéticas tosiladas,
anti-CD63 e peptideo C3-biotina, foi avaliada, em um primeiro momento, por dot blot, a
reatividade do peptideo biotinilado a estreptavidina (Figura 7). Conforme observado, a dilui¢ao de
10 ng/mL apresentou sinal fracamente visualizados, o que conduziu a escolha para o magneto-

ELISA da dilui¢ao de 50 ng/mL, visivelmente semelhante a 500 ng/mL.

Figura 7- Otimizagdo da dilui¢do da estrepatividina marcada com HRP reativa ao peptideo C3-bioina. (A) Diluigdo
500 ng/mL. (B) Diluicdo 50 ng/mL. (C) Diluigdo 10 ng/mL.

B C

Fonte: Proprio autor.

A técnica de dot blot ¢ amplamente aplicada para a detec¢do de proteinas e o estudo de

interagdes moleculares. O ensaio ¢ composto de quatro etapas: a imobilizacdo do analito na


https://www.grappad.com/
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membrana; bloqueio de sitios de ligacdo inespecificos; adi¢do da biomolécula marcadora e
detec¢do do sinal. Assim ¢ acessivel, especifico, facil e rapido, fornecendo um 6timo custo-
beneficio (Surti et al., 2022). Neste estudo, o presente ensaio auxiliou na validagao da qualidade
dos reagentes e na determinacao da dilui¢ao ideal de estreptavidina.

A estreptavidina ¢ uma proteina composta por quatro subunidades idénticas (Levenberg et
al., 2023) que possuem alta afinidade a biotina, conhecida como vitamina B7. Essa interacdo nao
covalente ¢ estavel, resistente a alteracoes de pH e temperatura (Murillo; Holgado; Laguna, 2023).
A peroxidase de raiz-forte (HRP) ¢ uma enzima repoérter sensivel que ¢ comumente conjugada a
estreptavidna. Na presenca de substrato cromogénico, como o TMB, esse conjugado muda de cor,
possibilitando seu uso em quantificagdo por absorbancia (Savini et al., 2023). Nesse sentido, a
estreptavidina ¢ uma proteina consolidada, tornando o seu uso comum em ensaios de imuno
detec¢do que utilizam biotina como marcador. Sua conjugacdo com a HRP amplia as possibilidades
de aplicagdo, tornando-a ideal para analise por absorbancia, que, neste estudo, foi determinada por
ensaio de magneto-ELISA, utilizando particulas tosiladas e amostras de soro de pacientes com CM
e DBM.

Em um primeiro momento, a dilui¢ao do soro foi otimizada, assim como a concentragao da
solucdo de bloqueio (Figura 8), parametros importantes em ensaios imunoenzimaticos. Nas
menores diluigdes (1:1; 1:10) a detecgdo ultrapassou a capacidade de registro do equipamento. Ja
a diluicdo de 1:50 permitiu uma analise comparativa e, portanto, escolhida para as analises
posteriores (Figura 8A). Para a solu¢do de bloqueio, o sinal diminuiu com o aumento da
concentracdo de BSA. A concentracao de 0,5% apresentou a maior absorbancia e foi a escolhida

para os ensaios subsequentes (Figura 8B).
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Figura 8- Otimizagdo da dilui¢do de soro e concentracdo de bloqueio para o ensaio de magneto-ELISA. (A)
Absorbancia em 450 nm para diferentes diluigdes de soro de pacientes com cancer de mama (CM). (B) Absorbancia
em 450nm para diferentes concentragdes de BSA. CN: controle negativo. CM 1/2: amostra de soro de paciente com

cancer de mama. DBM 1/2: amostra de soro de paciente com doenga benigna da mama.
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Fonte: Proprio autor.

O soro ¢ uma fragdo do sangue rica em biomoléculas e informacdes, tornando-se atraente
para uso em diagnodstico e prognostico devido a facilidade de coleta, simplicidade de
processamento e possibilidade de repetigdo (Zhanget al., 2013). Contudo, a detec¢do de
biomarcadores especificos ¢ desafiadora, especialmente exossomos (Bhawal et al., 2020). Por essa
razdo, neste estudo, foram incluidas PMs, ancoradas com tetraspanina. O magneto-ELISA
apresenta vantagens em relacdo as técnicas convencionais que utilizam apenas microplacas como
suporte solido. As PMs oferecem maior area de superficie ativa, favorecendo o aumento da
sensibilidade do ensaio (Reymond ef al., 2013). Além disso, sua superficie pode ser engenheirada
por meio de modificacdes quimicas, permitindo a otimiza¢do das interagdes com particulas
biologicas especificas (Comanescu, 2023). O uso do grupo tosil destaca-se por possibilitar reacoes
de substitui¢do com aminas ou tidis, favorecendo a ancoragem de biomoléculas (Shepherd et al.,
2025). Em nosso estudo foi ancorado o anticorpo anti-CD63, uma tetraspanina amplamente
expressa em exossomos, direcionando a captura dessas EVs (Moura; Marti; Pividori, 2020).

Esse desenho experimental incluindo PMs tosiladas e anti-tetraspaninas vem sendo
exitosamente utilizado na literatura no contexto de tumores. Moura e colaboradores (2020)
avaliaram a eficiéncia da separagdo imunomagnética de exossomos de diferentes linhagens
tumorais utilizando PMs tosiladas funcionalizadas com diferentes anti-tetraspaninas. Os autores
demonstraram que a abordagem ¢ vidvel e apresenta vantagens em relagdo a técnicas

convencionais, como ultracentrifugacdo. Em estudo posterior, o mesmo grupo avaliou trés
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estratégias de imunodeteccdo baseada em anti-tetraspanina associadas a PMs em BL,
demonstrando ser uma alternativa promissora, de baixo custo e de facil implementagdo, com
potencial para aplicagdes em diagnostico e prognostico tumoral (Mouraet al., 2020).
Recentemente, Haizan e equipe (2025) utilizaram anticorpos anti-CD9 e anti-CD24 para realizar
ensaios de magneto-ELISA sanduiche para a captura de exossomos provenientes de linhagens
tumorais de MCF7 como biomarcadores especificos para diagnostico.

O diferencial de nosso estudo inclui a utilizagao de peptideo selecionado por phage display
como um elemento de reconhecimento especifico para vesiculas extracelulares derivados de CM,
previamente selecionado por nosso grupo de pesquisa (Alves et al., 2022). Além disso, nosso grupo
também demonstrou que C3-biotina se liga a exossomos derivados de linhagens de células de CM
(Alves et al., 2024). No presente estudo, validamos sua utilizagdo em amostra de soro de pacientes,

correlacionando com dados clinicos relevantes.

4.2 Magneto-ELISA em soro de pacientes

O ensaio de magneto-ELISA, foi entdo conduzido com as 101 amostras e, em um primeiro
momento, o potencial diagnostico do sistema foi avaliado, comparando-se as absorbancias das
amostras de CM com as de DBM (Figura 9). Condic¢des benignas de mama sao morfologicamente
semelhantes as malignas e a distingdo entre ambas se torna importante para o manejo clinico
adequado (Guirguis ef al., 2021). Atualmente, o método empregado para estratificacdo de lesdes
mamarias com mais precisdo € a bidpsia com agulha, sendo uma metodologia invasiva (Allajbeu et
al.,2025). A utilizagdo de soro para diferenciar CM e DBM tornaria o processo mais agil e simples,
contudo, nosso sistema ndo foi capaz de discriminar os grupos (Figura 9A), uma vez que
exossomos sdo liberados por tecidos saudaveis, gerando ruidos que interferem no resultado. A
estatistica aplicada a mediana das idades entre pacientes com CM também ndo apresentou diferenca
(Figura 9B). Esses dados levantam questdes importantes relacionadas a necessidade de purificacao
dos exossomos para esse tipo de andlise. Mukerjee e equipe (2025) compararam diferentes
metodologias de acordo com a origem do fluido. O método mais tradicional e documentado na
literatura € a ultracentrifuga¢ao, uma técnica que isola exossomos por tamanho, densidade e forma,
entretanto, ndo apresenta pureza e pode danificar o analito. J& a abordagem de captura por

imunoafinidade ¢ apresentada como uma técnica de alta especificidade, resultando em subespécies
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puras de exossomos. Contudo, o processo tende a ser custoso e depende da qualidade do analito
presente na amostra. Em nosso estudo optamos por ndo purificar as vesiculas extracelulares,

visando uma aplicabilidade direta e acessivel.

Figura 9- Absorbancia (OD450 nm) registrada em magneto-ELISA conduzido em soro de pacientes. (A) Comparacao
dos valores de OD450 nm entre soro de pacientes com cancer de mama (CM) e doenga benigna da mama (DBM).
(B) comparacdo dos valores de OD450 nm categorizados pela mediana da idade dos pacientes com CM.
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Fonte: Proprio autor.

A correlagdo da absorbancia com a presenga de diferentes marcadores clinicamente
importantes para pacientes com CM também foi analisada (Figura 10). O ER ¢ um receptor nuclear
ativado pela ligagdo ao estrogénio, estando presente em aproximadamente 75% dos carcinomas
mamarios. Sua expressao ¢ associada a proliferagdo tumoral, tornando-o um importante marcador
para caracterizagao de neoplasias. Nesse sentido, tumores ER-positivos sdo elegiveis a tratamentos
hormonais, garantindo um progndstico mais favoravel (Miziak ef al., 2023). O PR também consiste
em um receptor nuclear e, quando ligado a progesterona, inicia a transcri¢do de genes alvos. De
forma semelhante ao ER, a presenga de PR esta associada ao crescimento tumoral por via hormonal,
causando impacto no prognoéstico (Li, Z. et al., 2022). Ja o receptor HER2 ¢ uma proteina
transmembranar que ndo possui ligante especifico, como os hormonios, mas ¢ ativado por
dimerizacdo. Presente em aproximadamente 20 a 30% dos casos, ¢ um marcador prognostico e
preditivo associado a formas mais agressivas de neoplasias, visto que sua ativagdo promove
proliferagdo, sobrevivéncia e migracao tumoral (Cheng, 2024). Por fim, a proteina p53 ¢ um fator
de transcricao regulatorio fundamental na supressao tumoral, atuando por meio do controle do ciclo

celular, reparo do DNA e indugdo de apoptose. Mutacdes no gene 7P53 estdo presentes em
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aproximadamente 30% dos casos de CM, causando perda de sua funcdo biologica. Assim, tumores
com perda funcional de expressdo (p53-) s@o associados a comportamentos mais agressivos e
piores prognosticos (Marvalim; Datta; Lee, 2023). Em conjunto, a avaliagdo dos marcadores
tumorais fornece informagdes relevantes para classificagdo do cancer, bem como para definir
prognostico e tratamento responsivo. Contudo, ndo foi observada diferenca estatisticamente
significante, sugerindo que o peptideo C3-biotina ndo captura vesiculas extracelulares relacionados
ao padrao de marcagao desses alvos.

Figura 10- Absorbancia (OD450 nm) registrada em magneto-ELISA conduzido em soro de pacientes com cancer de
mama. (A) Comparagdo dos valores de OD450 nm entre soro de pacientes com cancer de mama conforme a
expressao de receptor de estrogeno (ER). (B) Comparagao dos valores de OD450 nm entre soro de pacientes com
cancer de mama conforme a expressao de receptor de progesterona (PR). (C) Comparacio dos valores de OD450 nm
entre soro de pacientes com cancer de mama conforme a expressdo do receptor de fator de crescimento epidérmico

humano 2 (HER2). (D) Comparagao dos valores de OD450 nm entre soro de pacientes com cancer de mama
conforme a expressao de p353.
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Os pacientes com CM foram, entdo, agrupados conforme os subtipos moleculares (Figura
11) e ndo foi observada diferengas estatisticamente significantes. A classificagdo molecular foi
introduzida nos anos 2000 com base nos padrdes de expressdo génica, permitindo estratificar
carcinomas em subgrupos. Fornece informacdes mais precisas sobre o comportamento tumoral,
prognostico e resposta a terapia, tornando a abordagem terapéutica escolhida pelo corpo clinico
mais eficiente (Carvalho et al., 2025). Apesar do conhecimento sobre o aumento de expressao de
exossomos em c¢lulas tumorais, 0os mecanismos sobre sua biogénese e as razdes para os niveis
serem elevados em células malignas ainda ndo sao totalmente elucidados (Wang et al., 2023).
Dessa forma, é possivel que a presenga ou auséncia de receptores hormonais, bem como a
classificagdo molecular neles baseada ndo liberem a subpopulagdo capturada pelo peptideo C3-

biotina.

Figura 11 - Absorbancia (OD450 nm) registrada em magneto-ELISA conduzido em soro de pacientes com cancer de
mama estratificados por subtipo molecular. LA: Luminal A; LB: Luminal B; HERE: fator de crescimento epidérmico
humano 2 enriquecido e TN: triplo-negativo.
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Fonte: Proprio autor.

Por fim, foram considerados parametros histolégicos como T (tamanho do tumor) e grau de
Nottingham (Figura 12). Para o primeiro, ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significantes (Figura 12A). O sistema de estadiamento utilizado pelo Comité Conjunto Americano
de Cancer (AJCC) baseia-se em aspectos histoldgicos e visualizados em microscopio (Wu et al.,
2020). Liu e colaboradores (2021) propdem que o tamanho tumoral ndo apresenta correlacdo estrita
com a agressividade da doenca. Os autores ressaltam que, em tumores sem comprometimento

linfonodal, a relagdo entre tamanho e agressividade ¢ limitada, enquanto tumores pequenos,
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associados a envolvimento linfonodal podem apresentar comportamento altamente agressivo,
gerando controvérsias. Portanto, usar apenas o tamanho como parametro limita conclusdes em
relagdo ao comportamento da lesdo.

O sistema de classificagdo tumoral baseada em grau de Nottingham leva em consideragdo
a formacao do tabulo, o pleomorfismo nuclear e a contagem mitética, assim, descreve o quao
diferente a célula cancerigena esta da célula saudavel (Van Dooijeweert; Van Diest; Ellis, 2021).
Nosso magneto-ELISA foi capaz de discriminar pacientes G1 de G3 (p= 0,0056) (Figura 12B),

com significativo potencial discriminatorio avaliado pela curva ROC (Figura 12C).

Figura 12- Absorbancia (OD450 nm) registrada em magneto-ELISA conduzido em soro de pacientes com cancer de
mama. (A) Comparacao dos valores de OD450 nm entre tumores com diferentes extensdes. (B) Comparacao dos
valores de OD450 nm entre tumores com graus de Nottingham diferentes. (C) Grafico de curva ROC para analise de
especificidade e sensibilidade de discriminac¢do conforme grau histologico. *p = 0,0056. AUC: area sob a curva.
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Fonte: Proprio autor.

A presenca de significancia para distingao de grau 1 para 3 mostrou-se promissora, tornando
possivel predizer a diferenciagdo celular de forma répida e objetiva. Entretanto, nao foi verificada
diferenga em relacdo ao grau 2. Nessa perspectiva, Kim e equipe (2025) discutem a dificuldade de
distingdo do grau 2 devido a subjetividade da avaliacdo histopatolégica. Segundo os autores, ha
sobreposicdo de caracteristicas de modo que o grau intermediario apresenta menor capacidade
discriminativa. Ademais, esses achados evidenciam a diferenga no padrao de vesiculas liberadas

no inicio e em graus avanc¢ados da doenga.
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Por fim, foi construida a curva ROC, aplicada com o objetivo de encontrar um ponto de
corte que maximize o nimero de verdadeiros positivos € minimize a ocorréncia de falsos positivos.
Nesse sentido, um teste ideal possui maxima ascensdo no eixo das ordenadas, seguido de
deslocamento minimo ao longo do eixo das abscissas, obtendo maior area sob a curva (Area Under
the Curve - AUC) (Chang; Newman, 2024). Assim, o valor AUC indica a capacidade do teste de
distinguir entre condig¢des patologicas. Seus valores variam de 1 a 0,5, sendo que, quanto mais
proximo de 1, melhor sera a capacidade discriminativa do teste, enquanto valores proximos a 0,5
demonstram desempenho semelhante ao acaso (Corbacioglu; Aksel, 2023). Embora os resultados
promissores (AUC=0,97) indiquem excelente capacidade discriminativa, o numero amostral
reduzido (n=13) é um limitante do estudo. Feng e outros (2015) discutem essa problematica,
ressaltando que, em estudos pré-clinicos, numero reduzido de amostras sao frequentes e podem
levar a superestimac¢do da AUC. Assim, embora o peptideo apresente potencial preditivo para a
estratificacdo de carcinomas mamarios em diferentes graus, estudos com maior numero amostral

s30 necessarios para garantir maior robustez estatistica.

5 CONCLUSAO

O presente estudo avaliou a capacidade de associagdo entre vesiculas CD63+ e
caracteristicas clinicas e epidemiologicas de pacientes com CM através do ensaio de Magneto
ELISA para fins de diagnéstico e prognoéstico, por meio do peptideo C3-biotina associado a PMs
tosiladas ancoradas com o anticorpo anti-CD63. Ensaios de Magneto-ELISA demonstraram que o
sistema nao foi capaz de diferenciar amostras de CM daquelas com DBM, assim como nao foi
observada associacdo com o status de receptores, subtipos moleculares e tamanho do tumor.
Contudo, o peptideo demonstrou potencial de diferenciar carcinomas mamarios de Grau de
Nottingham 1 e Grau 3, sugerindo a existéncia de subpopulagdes distintas de exossomos em
tumores avangados. Andlises em um niimero mais expressivo de participantes e em diferentes
tumores sdo necessarias, abrindo perspectivas no manejo clinico otimizado de pacientes
oncologicos. A utilizagdo da BL e a deteccao de EVs esta na vanguarda da medicina translacional,

o que faz com que nosso estudo esteja em consonancia com os Objetivos de Desenvolvimento
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Sustentavel (ODS) da ONU, em especial ODS03, ODS09 e ODS10, promovendo satde ¢ bem-

estar, inovacao e infraestrutura e reducao das desigualdades.
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