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Resumo

O trabalho descrito compreende o desenvolvimento de um anticorpo plastico (MIP, do
inglés Molecularly Imprinted Polymer) para o antigénio carcinoembrionario (CEA, do inglés
Carcinoembriogenic Antigen) e a sua aplicacdo na construgdo de dispositivos portéateis, de
tamanho reduzido e de baixo custo, tendo em vista a monitorizacdo deste biomarcador do

cancro do colo-retal em contexto Point-of-Care (POC).

O anticorpo plastico foi obtido por tecnologia de impressdo molecular orientada, baseada
em eletropolimerizagdo sobre uma superficie condutora de vidro recoberto por FTO. De uma
forma geral, o processo foi iniciado pela electropolimerizacdo de anilina sobre o vidro,
seguindo-se a ligacdo por adsorcdo do biomarcador (CEA) ao filme de polianilina, com ou sem
monomeros carregados positivamente (Cloreto de vinilbenziltrimetilamdnio, VB). A Gltima fase
consistiu na electropolimerizacdo de o-fenilenodiamina (oPD) sobre a superficie, seguindo-se a
remogdo da proteina por clivagem de ligagGes peptidicas, com o auxilio de tripsina. A eficiéncia
da impressao do biomarcador CEA no material polimérico foi controlada pela preparagdo de um
material analogo, NIP (do inglés, Non-Imprinted Polymer), no qual nem a proteina nem o
mondmero VB estavam presentes. Os materiais obtidos foram caracterizados quimicamente por
técnicas de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR, do inglés, Fourier Transform

Infrared Spectroscopy) e microscopia confocal de Raman.

Os materiais sensores preparados foram entretanto incluidos em membranas poliméricas
de Poli(cloreto de vinilo) (PVC) plastificado, para construcdo de sensores (biomiméticos)
seletivos a CEA, tendo-se avaliado a resposta analitica em diferentes meios. Obteve-se uma boa
resposta potenciométrica em solucdo tampdo de Acido 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-
etanosulfénico (HEPES), a pH 4,4, com uma membrana seletiva baseada em MIP preparada
com 0 mondmero carregado VB. O limite de detecdo foi menor do que 42 pg/mL, observando-
se um comportamento linear (versus o logaritmo da concentragdo) até 625 pg/mL, com um
declive aniénico igual a -61,9 mV/década e r*>0,9974. O comportamento analitico dos sensores
biomiméticos foi ainda avaliado em urina, tendo em vista a sua aplica¢do na analise de CEA em
urina. Neste caso, o limite de detecdo foi menor do que 38 pg/mL, para uma resposta linear até
625 pg/mL, com um declive de -38,4 mV/década e r*> 0,991.

De uma forma geral, a aplicacdo experimental dos sensores biomiméticos evidenciou
respostas exatas, sugerindo que os biossensores desenvolvidos prossigam estudos adicionais

tendo em vista a sua aplicacdo em amostras de individuos doentes.

Palavras-chave: Impressdo molecular; Carcinoembryonic antigen; Biomarcador do cancro;

Elétrodos seletivos de id0; Anticorpos plasticos; e Potenciometria.
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Abstract

The proposed work concerns the development of a new plastic antibody (also known as
Molecularly Imprinted Polymer, MIP) for carcinoembryonic antigen (CEA) and its application
in the construction of portable, low-cost and small size potentiometric devices, to monitor this

biomarker of colorectal cancer in point-of-care context.

The plastic antibody was obtained by molecularly-oriented imprinting technology,
making use of electropolymerization over a conductive glass surface (FTO glass). In brief, this
was done by electropolymerizing aniline over the conductive glass and adsorbing CEA to this
surface, surrounded or not by positively charged monomers (vinylbenzyltrimethylammonium
chloride, VB). This was followed by subsequent electropolymerization of o-phenylenediamine
(oPD) monomer, after which CEA was removed by proteolytic action of trypsin. The
effectiveness of the imprinting process of CEA over the polymeric material was controlled by
preparing a similar material, named non-imprinted polymer (NIP), where protein and VB were
omitted. The obtained materials were chemically characterized by Fourier transform infrared

spectroscopy (FTIR) and confocal Raman spectroscopy.

The obtained materials were used to prepare biomimetic sensors for CEA, by including
these within plasticized poly(vinyl chloride) (PVC) selective membranes. The sensors were
evaluated in different conditions (pH and composition). Good analytical performance was
obtained under 4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid (HEPES) buffer of pH 4.4,
having selective membranes composed of MIP material with VB. The detection limit was <42
pg/mL, with a linear behaviour versus logarithm concentration up to 625 pg/mL, an average
anionic slope of -61.9 mV/decade and a squared correlation coefficient >0.9974. The analytical
behavior of the biomimetic sensors was evaluated in urine medium, because these devices were
going to be applied in the determination of CEA in urine. Under this condition, the limit of
detection was <38 pg/mL, for a linear behavior up to 625 ug/mL, an average slope of -38,4

mV/decade and a squared correlation coefficient >0.991.

In general, the experimental application of the biomimetic sensors has produced
accurate results, suggesting that the current biosensors could follow additional study to enable

their practical application in real samples of diseased individuals.

Keywords: Molecular imprinting; Carcinoembryonic antigen; Cancer biomarkers; lon-

selective electrodes; Plastic Antibodies; and Potentiometry.
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1. Introducao

Ao longo do capitulo sdo abordadas as diversas nogGes teodricas que fundamentam o
trabalho realizado ao longo desta tese. Referem-se, neste contexto, aspetos relativos ao
biomarcador que é alvo deste estudo, o CEA, destacando-se no geral a sua composicgao,
relevancia e relagdo com o cancro colo-retal. S&o ainda referidos os métodos inerentes a

construcao de um biossensor para dete¢do do CEA.
1.1.Cancro do colo-retal

Mundialmente, o cancro do colo-retal é a terceira causa de morte por cancro. Segundo o
relatério GLOBOCAN 2008 da Agéncia Internacional de Investigacdo do Cancro (IARC), a
nivel mundial, este tipo de cancro é a terceira forma mais comum de cancro no sexo masculino
(663.000 casos) e a segunda forma mais comum no sexo feminino (570.000 casos) (Figura 1.1).
Anualmente esta estimada a ocorréncia de cerca de 608.000 mortes no mundo e 212.000 mortes
na Europa por cancro colo-retal, ocorrendo cerca de 413000 novos casos por ano na Europa e
em Portugal (Figura 1.2) [1].

Homens

Incidéncia
Mulheres
Ambos os sexos M Mortalidade
1 T T T |
0 15 30 45 &0

Figura 1.1. Taxa padronizada pela idade por 100000 habitantes, de incidéncia e de
mortalidade, por cancro colo-retal, de homens e mulheres, em Portugal, segundo
dados do relatério GLOBOCAN 2008 da Agéncia Internacional de Investigagdo do
Cancro (IARC) [1].
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Figura 1.2. Taxa padronizada pela idade por 100000 habitantes, de incidéncia e de

mortalidade, por tipo de cancro, em Portugal, segundo dados do relatério
GLOBOCAN 2008 da Agéncia Internacional de Investigagédo do Cancro (IARC).

Em geral, o CRC (do inglés, colo-rectal cancer) tem como inicio lesdes benignas no

intestino grosso (Figura 1.3), designadas de adenomas ou de p6lipos adenomatosos. Quando

estas lesdes assumem uma maior dimensdo, a indugdo de transformacgdes celulares esta

facilitada, podendo originar alteraces na funcdo, na estrutura e na forma das células, e, em

Gltima instancia, a formagdo de um tumor maligno (ou cancro). A propagacdo das células

tumorais para fora do colon ou do reto conduz a disseminacao desde cancro localizado para as

regides periféricas, sendo os ganglios linfaticos vizinhos os primeiros alvos [1].



‘l| |Parede do célon|

Figura 1.3. Imagem do intestino grosso cujas paredes apresentam lesdes cancerigenas[2].

Atualmente, a detecdo de lesdes celulares associadas ao intestino € realizada por
colonoscopia. Esta técnica tem contribuido muito positivamente para a detecdo precoce do
CRC, mas é um exame dispendioso e inconveniente. Cada individuo tem que, habitualmente,
ser sujeito a uma anestesia geral para que o exame possa ser realizado com o cuidado e o tempo
necessarios. Um método alternativo a colonoscopia seria a monitorizacdo de biomarcadores

circulantes, com capacidade de diagndstico e detecdo do CRC numa fase inicial [3, 4].

Os biomarcadores sao biomoléculas que atuam como indicadores do estado biol6gico dos
tecidos e cuja monitorizacdo proporciona a medicdo e a avaliacdo de processos bioldgicos,
patogénicos ou de resposta terapéutica. De uma forma geral, uma alteracdo especifica a nivel
molecular (material genético, proteina ou metabolito) e mensuravel de uma célula cancerigena
pode ser referida como um biomarcador de cancro. Quando esse biomarcador esta presente em

fluido circulante, tem a vantagem de permitir a avaliacdo da doenga de modo ndo-invasivo.

E no entanto dificil identificar biomarcadores do cancro que apresentam a sensibilidade e
a especificidade necessarias para dar origem um baixo nimero de resultados falsos, negativo e
positivos [4]. H& atualmente um conjunto limitado de biomarcadores Uteis do ponto de vista

clinico no CRC, encontrando-se varios em fase de estudo/validacao (tabela 1.1).



1.2. Biomarcador do cancro colo-retal (CEA)

O CEA é um dos biomarcadores mais utilizados ao nivel mundial para o diagnéstico do
CRC e para o acompanhamento da evolucdo da doenca face a terapéutica, sendo dos testes com
melhor relacdo custo-eficicia na detecdo precoce, bem como em metéstases hepéaticas em
pacientes ja diagnosticados com CRC [4 - 6].

O CEA é uma proteina globular glicosilada com alto peso molecular (180 kDa),
pertencente a superfamilia das imunoglobulinas. O terminal carboxilico de CEA contém uma
regido hidrofébica modificada para fornecer uma ligacdo de glicosil fosfatidilinositol a
membrana celular. Tem um baixo ponto isoelétrico (~4.7), o que indica que esta proteina possui
uma carga global negativa. Os niveis de CEA séricos normais em adultos séo inferiores a 2,5

ng/mL, para ndo fumadores, ou a 5,0 ng/mL para fumadores [7].

Tabela 1.1. Biomarcadores moleculares para a dete¢do do CRC [4].

Uso clinico Tipos Potenciais biomarcadores

Proteina Hemaoglobina fecal
Em uso CEA
Prot. Glicosilada CA19.9
K-ras
APC
L-DNA
P53
Proteina TIMP-1
Spondin-2, DcR3, Trail-R2, Reg 1V, MIC1
PSMES3
NNMT
CRMP-2
HNP 1-3
Proteina MIF
Em estudo pré- M-CSF
clinico M2-PK
Prolactin
CCSA-2, -3, -4
MMP-9, -7
Laminin
Septin 9
5-gene panel (CDA, BANK1, BCNP1, MS4A1, MGC20553)

Em Validacio DNA
clinica

DNA



1.3. Métodos de quantificagdo do biomarcador CEA

A grande importancia do CEA no contexto clinico confere uma enorme relevancia ao

desenvolvimento de métodos alternativos para a monitorizacdo deste biomarcador, sobretudo

métodos sensiveis e rapidos.

E possivel encontrar na literatura um conjunto vasto de trabalhos com este prop6sito, com

detecdo Otica ou elétrica, nomeadamente fluorescéncia (FL), colorimetria (COL),

quimiluminescéncia (QL), DLS (Dynamic light scattering), SERS (Surface-enhanced Raman

scattering) e SPR (Surface plasmon resonance), eletroquimica (EQ), amperometria (AMP) ou

potentiometria (POT) [8, 9]. Estes trabalhos foram listados e descritos na tabela 1.2, destacando-

se aqui o procedimento envolvido no reconhecimento de CEA e as gamas de concentragdo com

interesse analitico.

Tabela 1.2. Métodos/Imunoensaios para dete¢do do CEA.

Método Procedimento envolvido no reconhecimento do CEA IRL LD
ng/mL ng/mL

Imunossensor em chip de silicio, revestido a ouro e modificado

POT : ~ 25-250 —
com grupos alcanotiol, para co-adsoragdo da CEA.

EQ Imunossensor,tlpo sanduiche com}nanocomposnos de’ou.ro e 005350 0,01
grafeno em elétrodo de carbono vitreo com azul de prussia.
Imunossensor com nanoparticulas de azul de prussia, revestidas 0510

AMP de poli(cloreto de dialilmetilaménio) e de uma dupla camada 1’0 120 0.2

de nanocristais de Au para ligacdo do anticorpo.

Imunossensor com nanoparticulas de Au-TiO, como
EQ plataforma sensora e multiplos anticorpos marcados com 0,02-120 0,012
peroxidase, funcionalizados com nanoesferas T.

EQ Imunossensor com nanoparticulas de grafeno azul de 0,01-1.0 0.003
prussia/ouro. 1,0-60 '

EQ Elétrodo de ouro com monocamada de tionina ligada 0,6 -17 02
covalentemente via cisteamina com cloreto de p-ftaloilo. 17 -200 '
Imunossensor com anti-CEA imobilizado em elétrodos de

EQ pasta de carbono, modificada com nanoparticulas de ouroede 1,0 -55 0,13
Fe;0,.

EQ Deposicéo de nanoparticulas de ouro com anti-CEA em 0,580 0,27

quitosano e elétrodo de carbono vitreo.

Ref.
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[14]

[15]

[16]



EQ

EQ

EQ

EQ

EQ

EQ

Imunossensor com particulas magnéticas revestidas com
multicamadas de nanoparticulas de ouro.

Imunossensor com anti-CEA sobre um elétrodo de ouro
modificado com poli(2-aminotiofenol) e nanoparticulas de
ouro.

Imunoensaio tipo sanduiche com nanoestrutuas de ouro
bimetalicas ligadas a enzima peroxidase.

Elétrodo de ouro e nanoparticulas de ouro modificadas com
aptameros diferentes, na presenca de 6-ferrocenil hexanotiol.

Imobilizacdo do anti-CEA em nanoparticulas magnéticas de
Fe;0,/SiO, e avaliagdo eletroquimica em fluxo.

Imobilizacéo de anti-CEA em nanoparticulas de ZnO/Au
depositadas em superficie de ouro.

0,005 -50

1x107- 10

0,01 -200

1-200

1,5-60

0,1-70
70-200

0,001

1,5x10®

1,1x10™

0,5

0,5

0,01

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

AMP: Amperometria: EQ: Eletroquimica; IRL: Intervalo de resposta linear; LD: Limite de detecdo; POT:
Potenciometria.

Método

FL

FL

SPR

SERS

SERS

SERS

ICg

DLS

Tabela 1.2. Métodos/Imunoensaios para dete¢do do CEA (continuagao).

Procedimento envolvido no reconhecimento do CEA

Imunossensor em formato sanduiche numa estrutura simétrica de
tubos capilares encapsulados de quartzo.

Esferas magnéticas revestidas com anticorpo monoclonal e
ligadas a outro anticorpo monoclonal marcado com quelato de
eurépio, para separa¢cdo magnética do imunocomplexo.

Imunoensaio tipo sanduiche com anti-CEA ligado a acido 11-
mercatodecandico, em elétrodo de ouro.

Nanoesferas ocas de ouro e esferas magnéticas associadas aos
anticorpos para dete¢do por Raman.

Imunoensaio de nanoestruturas deAu/SiO, envolvendo a
imobilizacdo dos anticorpos capturados pelas sondas do SERS.

Imunoensaio com anti-CEA ligado a nanoparticulas bimetalicas
de Au/Ag via acido 4-mercatobenzoico.

Uso de varios anticorpos e nanoparticulas de ouro num
dispositivo imunocromatografico tipo teste de gravidez.

Medida baseada em tamanho de particula com envolvimento de
nanoparticulas de Ag@Au.

IRL
ng/mL

0,7-80

1-1000

3-400

0,001 a
0,01

LD
ng/mL

0,0011

0,5

3

0,001

Ref.

[23]

[24]

[25]

[26]

1x10°-10 8,6x107 [27]

5x103a
5x10°

10 - 200

0,06 — 50

0,005

5

0,0356

[28]

[29]

[30]



Imunoensaio com anti-CEA marcados com biotina, para ligacdo a

ol da peroxidase/estretavidina. Ui —B - Giwy ]
Imunossensor preparado por imobilizacdo de anticorpo CEAem  0,5-3,0

EQ peroxidase. 3,0-120 0.4 [32]
Imunoensaio ndo competitivo, com coluna de imunoafinidade

it para CEA em fluxo. M= O [33]

oL Imun.oeanalo com anti-CEA em nanoparticulas de ouro, em 0.1-1.000 002 [34]
condices de fluxo.

oL Imunqssens_or tipo sanduiche com antl-CEA r_narcado com Até 50 0,005  [35]
peroxidase imobilizada em particulas magnéticas.

oL Nanoparticulas de ouro conjugadas com anti-CEA marcadas com 005-20 0034 [36]

peroxidase.
DLS: Dynamic light scattering; ELISA: Ensaios imunoenzimaticos; FL: Fluorescéncia; 1Cg: Imunocromatografia;

IRL: Intervalo de resposta linear; LD: Limite de detecdo; QL: Quimiluminescéncia; SERS: Surface Enhanced Raman
Spectroscopy; SPR: Surface Plasmon Ressonance.

Do ponto de vista fisico, alguns dos métodos descritos decorrem em fase liquida, como
aqueles baseados em fluorescéncia, colorimetria e DLS. Nestes trabalhos, o CEA é determinado
diretamente em solucéo, por monitorizagdo de uma propriedade Gtica apds a sua interagdo com
um anticorpo especifico [8, 9]. A grande parte dos trabalhos descritos decorre, porém, em fase
solida, por ligacdo do CEA a uma superficie devidamente modificada. Esta estratégia parece ser
mais adequada a utilizacdo em POC do que a anterior, sobretudo porque evita a manipulacao de
reagentes liquidos em contexto clinico. De uma forma geral, a concretizagdo desta abordagem

passa pelo desenvolvimento de biossensores associados a uma transducao adequada.

Do ponto de vista da reacdo envolvida na detegdo de CEA, os trabalhos descritos sdo
sobretudo imunoensaios, baseados na interacdo anticorpo/antigénio. O uso de anticorpos para a
interacdo com CEA permite obter determinacdes com elevada seletividade, mas também com
reduzida estabilidade, com elevado custo e com longos tempos de resposta. Estes biomateriais
ndo sdo, por isso, 0s elementos ideais para utilizagdo em programas de rastreio ou medigdes de
rotina hospitalar. De uma forma geral, é possivel evitar estas limitacdes através da substituicdo
dos anticorpos naturais por recetores artificiais (biomiméticos) que sdo criados por técnicas de
impressao molecular [37]. Estas técnicas sdo hoje comuns e sélidas, tendo inicio com os estudos
de Pauling [38], em 1940, dedicados ao processo de formacao dos anticorpos, e sendo suportada
por interacbes mais ou menos dirigidas entre um material polimérico e o composto que foi

impresso nessa estrutura mais ou menos rigida [39].



Neste contexto, descrevem-se de seguida 0s conceitos gerais associados a obtengdo de
polimeros de impressdo molecular, tendo em vista a preparagdo de anticorpos plésticos para

CEA e 0s conceitos gerais associados ao desenvolvimento de biossensores.

1.4. Polimeros de impressdo molecular

A impressdo molecular consiste, de uma forma simples, na impressao de locais com
reconhecimento molecular especifico numa rede polimérica (geralmente sintéticos) [40]. O
processo geral que se encontra associado a esta impressdo encontra-se representado na Figura
1.4, podendo dividir-se em duas fases principais. A primeira consiste na polimerizacdo na
presenca do modelo molecular a ser impresso. O modelo da molécula é retido no interior de um
complexo de pré-polimerizagdo, composto por mondmeros funcionais que interagem
quimicamente com o modelo. Com o auxilio de um agente de ligacdo cruzada inicia-se a
polimerizagdo, a qual fixa espacialmente (em 3D) as interagdes modelo-mondémero. A segunda
fase consiste na remocdo do modelo molecular do polimero para libertagdo das cavidades de
reconhecimento molecular. O modelo impresso é removido sem perturbacdo da geometria da
matriz, ficando o polimero molecularmente impresso com varios locais para reconhecimento do

modelo impresso.

Os polimeros assim obtidos sdo polimeros molecularmente impressos (MIPs, do inglés,
Molecularly Imprinted Polymers), quimica e mecanicamente estaveis, com locais de
reconhecimento complementares e reconhecimento seletivo do modelo durante os
procedimentos de re-ligagdo subsequentes. A impressdao molecular € adquirida através da
distribuicdo tridimensional de grupos funcionais e governada por interagdes eletrostéticas entre
0s monémeros e o modelo. Estas interacBes podem envolver ligacBes fortes, de natureza
covalente, ou interagdes mais fracas, de natureza ndo-covalente, como as ligacdes de
hidrogénio, as forcas de Van-der-Waals, as interagdes ionicas e as interages hidrofobicas [41-
45].



Complexo de pré-polimerizacao
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Figura 1.4. Representacdo esquematica do processo de impressdo molecular.

De uma forma geral, a impressdo molecular € uma técnica promissora de atribuicdo de
reconhecimento molecular pré-determinado para materiais adequados que podem reconhecer, e
em alguns casos responder, a agentes quimicos e bioldgicos, provando ser de grande utilidade
para o desenvolvimento de sensores [45, 46]. Os MIPs apresentam vantagens como
especificidade, possibilidade de reutilizacdo (sem perda de performance), facil preparacéo,
relacdo custo-eficacia, estabilidade e seletividade molecular [44, 45, 47, 48]. Exibem ainda
elevada resisténcia a condigdes extremas, como temperaturas elevadas e pressdes, ambientes

acidos, basicos, ides metélicos e solventes organicos [40, 47, 51, 52].

Atualmente, o0s materiais MIP j& dettm uma grande eficiéncia para o
reconhecimento/captura de biomoléculas de baixo peso molecular, como aminoécidos,
antibioticos, pesticidas, pequenos contaminantes ambientais e alimentares, etc. [39]. A
impressdo de biomacromoléculas como proteinas ndo é porém tdo comum, face as limitacoes
técnicas associadas a sua grande dimensdo molecular, que limita a difusdo da biomolécula na
rede polimérica, & sua reduzida estabilidade quimica nas condi¢Bes de formagdo do polimero,
que altera a forma do molde a ser impresso, e a sua grande complexidade estrutural, que

dificulta a criagdo de locais de reconhecimento especificos [43].

Com o decorrer das ultimas décadas, houve um desenvolvimento de varios formatos de

polimeros e métodos de polimerizacdo, que permitem alargar a gama de aplicacbes da técnica



de impressdao molecular. Esses métodos devem, porém, ser ajustados as necessidades especificas

da impressao de proteinas.

1.4.1. Especificidades das proteinas

As proteinas sdo biopolimeros de aminoacidos, com uma estrutura molecular altamente
organizada, resultante da orientacdo espacial ordenada da sequéncia de aminoacidos, segundo
interacdes eletrostaticas envolventes. Sdo tridimensionalmente flexiveis e compostas por fendas
e cavidades, com uma enorme diversidade de grupos funcionais. Do ponto de vista bioldgico, as
proteinas interagem com outras biomoléculas, de maior ou menor dimensdo, através de

formacéo de par ionico, ligagOes de hidrogénio ou interagdes hidrofobicas ndo-covalentes.

Mas o processo de impressdo proteica é composto por varias fases que podem impor
transformacdes profundas na estrutura terciaria da proteina, como a ligacdo do modelo, a
remogdo do modelo e a subsequente religacdo. No entanto, ndo é necessario que a proteina bio-
impressa reconhega totalmente a estrutura modelo. A interagdo entre uma parte limitada da
proteina (local de ligacdo) e uma parte limitada do biopolimero é suficiente para iniciar o

reconhecimento molecular.

Efetivamente, uma impressdo de proteinas bem sucedida é uma chave que abrird
inimeras possibilidades na biologia molecular, na medicina e na biotecnologia [39].
Descrevem-se de seguida as técnicas mais comuns na preparacdo de materiais MIP, no sentido

de se identificar a melhor estratégia para a impressdo de CEA.

1.4.2. Sintese

A sintese de MIPs decorre na presenca de mondmeros funcionais, moléculas modelo e
agentes de ligagdo cruzada, por métodos covalentes e ndo-covalentes. A remogéo das moléculas
modelo do material polimerizado da lugar & formacéo dos locais de ligagdo com propriedades de
reconhecimento molecular. Estes materiais apresentam, por isso, cavidades que detém tamanho,
forma e grupos funcionais orientados, complementares a molécula modelo, permitindo a
religacdo orientada do modelo impresso [48-50]. A presenca desta orientagdo da ligacdo €
muitas vezes aferida por comparag@o do material impresso com outro ndo impresso (NIP - non-

imprinted polymer), fabricado de modo andlogo mas na auséncia do modelo [47].



De uma forma geral, os métodos de maior eficiéncia na obtencdo de materiais MIP para
inclusdo em sensores biomiméticos, sdo a polimerizacdo em bulk e a polimerizacdo em

superficie [41], descritas de seguida.

A polimerizacdo em bulk consiste na adicdo consecutiva do modelo, do mondmero, do
solvente, do agente de ligacdo cruzada e do iniciador (Figura 1.5). A polimerizacdo é
tipicamente desencadeada por um iniciador radicalar, pelo que se torna necessaria a remogéo de
oxigénio do meio de polimerizacdo. A inducdo da polimerizacdo é muitas vezes realizada por
aquecimento ou por radiacdo, tendo em vista o elevado rendimento da reagdo. O produto
resultante € um solido, rigido, que € pulverizado, peneirado e sujeito a remo¢do do modelo. A
impressdo em bulk tem a vantagem de ser um processo tecnicamente muito simples, que permite
a producdo em grande escala de uma matriz polimérica, muito estavel e de baixo custo [41],
permitindo a inclusdo de uma grande variedade de grupos funcionais. As cavidades
responsaveis pela re-ligagdo do modelo sdo, porém, muitas vezes irregulares em forma e
tamanho, promovendo a existéncia de multiplos locais de ligacdo com afinidades diferentes para
um mesmo modelo. Além disso, muitas das cavidades de ligacdo sdo destruidas durante a
pulverizagdo [41, 53].

Desarejamento  Reacgdo induzida por calor

Figura 1.5. Polimerizagdo em bulk.

A aplicagdo concreta da impressdo em bulk na preparacdo de materiais MIP para
proteinas tem varias limitagdes técnicas associadas: a manutencdo da estrutura 3D da proteina a
imprimir ndo é compativel com o aquecimento do meio onde a reagdo ocorre; o grande tamanho
da proteina dificulta a remocéo de algumas espécies impressas, que ficam por isso aprisionadas
no polimero; e o processo em geral requer grandes quantidades do modelo, o que normalmente é
incompativel com o elevado custo das proteinas. Um alternativa a este processo é a

polimerizacdo em superficie.

A impressao em superficie diz respeito a construgdo de locais de ligacdo de um modelo

impresso, realizada numa superficie recetora. O primeiro passo neste processo consiste na



ligacdo do modelo a uma superficie, por ligacdo covalente ou ndo covalente. O passo seguinte é
a polimerizacdo do espaco envolvente com um filme polimérico apropriado. A remocao do
modelo conclui o processo, libertando os locais para os quais 0 modelo deve apresentar elevada

afinidade.

A impressdo em superficie é especialmente adequada a impressdao de grandes
biomoléculas, tais como proteinas, uma vez que a sua grande dimensdo permite a construcao de
polimero de grande controlo estrutural. A remogdo das proteinas é também facilitada,
comparativamente aos processos bulk, uma vez que o modelo se encontra acessivel, na

superficie externa.

1.4.3. Recetores sintéticos versus naturais

Tendo em conta as varias décadas de estudo ja dedicadas a obtencdo de materiais MIP, é
possivel hoje estabelecer uma andlise comparativa fiel entre os anticorpos naturais, obtidos
muitas vezes por processos que envolvem o recurso a animais, e 0s seus analogos biomiméticos.
As vantagens e desvantagens destes materiais encontram-se listadas na tabela 1.3 [39].

A comparacao desses materiais deixa antever que nenhum destes serd um sistema perfeito
para o reconhecimento molecular. Considerando, porém, que o objetivo deste trabalho é o
desenvolvimento de sistemas analiticos com aplicagdo em contexto POC, aspetos como custo e
estabilidade assumem uma especial importancia, fazendo com que a utilizagdo de materiais MIP

neste contexto possa ser efetivamente favoravel.

Tabela 1.3. Comparagdo entre anticorpos naturais e sintéticos (MIPs) [37, 39].

Anticorpos naturais MIPs

Baixa estabilidade qufmica Elevada estabilidade (a baixos/elevados pHs e

temperatura)
Elevado custo Baixo custo e facil preparagao
Fraco desempenho no meio ndo-agquoso Podem atuar em solventes orgénicos

Com diferentes requisitos operacionais (pH,

. Com requisitos operacionais minimos
forca iénica, temperatura, substrato) g P

Podem ser preparados praticamente para qualquer
composto

Afinidade variavel (especialmente para modelos
macromoleculares)

Existem para um nimero limitado de analitos

Alta afinidade/especificidade

Armazenamento de baixa duragéo a Armazenamento com longa durag&o, sem perda de
temperatura ambiente desempenho



Por fim, é ainda importante considerar que a obtencdo de materiais MIP para proteinas
deverad basear-se em processos de polimerizacdo em superficie e que este é especialmente
atrativo para a aplicacdo de biossensores com materiais biomiméticos, sendo compativel com a

monitorizacao de propriedades elétricas, 6ticas, térmicas e de massa [39, 42].

1.5. Biossensores

Os biossensores sdo dispositivos analiticos que compdem um elemento sensor (anticorpo,
enzima, célula, material biomimético, etc.) bioldgico ou biologicamente derivado, que esta
integrado ou intimamente associado a um transdutor fisico-quimico (eletroquimico, 6tico,
piezoelétrico, etc) [39], oferecendo vérias vantagens como baixo custo, versatilidade, boa
sensibilidade e seletividade [56]. O esquema geral de funcionamento do biossensor pode ser

visualizado na Figura 1.6.

De uma forma simples, os biossensores compreendem dois componentes: (i) o elemento
de reconhecimento, que ¢ um material sensor que liga seletivamente o analito alvo ao
biossensor; e (ii) o sistema de transdugdo, que pode converter esta interacdo (alteracGes
quimicas) num sinal elétrico relacionado com a concentragdo ou grupo de analitos na amostra.
[51, 55].

analito

000’/0 o o
’.OQO. .QOQ

sinal

associagdo sinal quantificavel
—p

recetor =——p

transdutor ——p- 'A: dissociacdo

Figura 1.6. Representacdo esquematica de um biossensor.



1.5.1. Elemento de reconhecimento

S&o varios os tipos de elementos de reconhecimento utilizados em biossensores. De uma
forma geral, estes elementos tém como objetivo principal estabelecer uma ligacdo seletiva e
sensivel ao composto alvo, de forma direta ou indireta, podendo ser de natureza bioldgica ou
sintética. Os elementos mais utilizados para biomoléculas de interesse clinico sdo os anticorpos
naturais. No contexto do presente trabalho sdo ainda de enorme relevancia os materiais

biomiméticos ou anticorpos plasticos (quando o composto alvo é uma proteina).

Os anticorpos naturais desempenham no biossensor um papel andlogo aos imunoensaios
convencionais, como é o caso dos ensaios tipo ELISA. E por este motivo que os biossensores
com anticorpos naturais sdo também vulgarmente reconhecidos como imunossensores. Nos
imunossensores 0 reconhecimento molecular baseia-se na formacdo de complexos estaveis

antigénio-anticorpo [7, 56, 59].

Os anticorpos sintéticos correspondem aos materiais molecularmente impressos,
desenhados das formas mais diversas. O processo mais utilizado no contexto da detegdo de
proteinas baseia-se na impressdo em superficie, na qual a proteina modelo é ligada diretamente
a superficie transdutora. A polimerizagdo é desencadeada por um estimulo quimico ou elétrico

(ou radiacéo) e a remocao do modelo é concretizada por agdo quimica ou bioquimica.

1.5.2. Transducéo

Independentemente do tipo de elemento de reconhecimento, o sistema de transducdo pode
ser Otico, de massa ou eletroquimico. Os mais extensivamente utilizados sdo os biossensores
eletroquimicos, devido as inimeras vantagens que se lhe associam, nomeadamente baixo custo,
simplicidade, fécil utilizacdo, elevada seletividade, boa estabilidade, alta sensibilidade, elevada

rapidez e possivel portabilidade.

Nos biossensores eletroquimicos, o transdutor ¢ um elétrodo baseado num material
condutor, de metal, de carbono, de filme polimérico ou de 6xidos inorganicos. Incluem-se aqui
grafeno, carbono vitreo, nanotubos de carbono, diamante, ouro, platina, ITO, etc. No essencial,
este material deve permitir uma ancoragem adequada do elemento de reconhecimento e originar

leituras estaveis e sensiveis.

No contexto particular dos biossensores com materiais biomiméticos, a transdugdo
elétrica permite que a fase de polimerizacdo seja iniciada por um estimulo elétrico, dando lugar

assim a um processo de electropolimerizacdo. Este tipo de polimerizacdo oferece a vantagem de
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permitir um controlo mais rigoroso do curso da polimerizacdo, mediante selecdo dos parametros

eletroquimicos adequados [71].

De acordo com a propriedade medida, os biossensores eletroquimicos podem ser
subdivididos em potenciométricos, amperométricos, voltamétricos ou impedimétricos [39, 57],
conforme a entidade medida é potencial, corrente, corrente versus potencial ou impedancia. Os
mais utilizados serdo os voltamétricos, embora as medidas com impedéncia tenham vindo a
assumir um papel crescente, por permitirem estabelecer medidas label-free. Os sensores
potenciométricos sdo talvez os menos utilizados na detecdo de proteinas em POC, mas
constituem ferramentas analiticas de grande potencial, uma vez que 0s materiais/equipamentos
envolvidos séo de baixo custo, prontamente disponiveis, e que a interacdo com a amostra € feita
através de uma membrana seletiva, carateristica que promove a seletividade da determinagdo
[64, 65].

1.6. Potenciometria

A potenciometria € um método eletroquimico que envolve a determinacéo da diferenca de
potencial (equagdo 1.1) entre um elétrodo indicador e um de referéncia, ou entre dois elétrodos
de referéncia separados por uma membrana de permeabilidade seletiva, quando ndo houver

corrente significativa (préxima do zero — método estéatico) a fluir entre eles (Figura 1.7).
Ecel = Eref - Eind (11)

O elétrodo indicador pode ser um elétrodo seletivo de ido (ESI, em inglés ion-selective
electrode), que é um sensor eletroquimico com base em finos filmes ou membranas seletivas e
que contém iondforos como elemento de reconhecimento. A aplicagdo mais comum deste
método estd na base dos elétrodos de pH, mas existem outros elétrodos seletivos a outras
espécies ionicas (F, I, Na*, K*, Ca®*, NH,") ou gases (CO,, NHj).
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Figura 1.7. Célula eletroquimica com analise da potenciometria com recurso a um ESI.

De uma forma geral, ha varios aspetos particulares da técnica potenciométrica, desde os
elétrodos envolvidos ao desempenho analitico dos mesmos, que devem ser focados no contexto

da aplicacéo de biossensores com materiais biomiméticos na transdugdo potenciométrica.

1.6.1. Elétrodos

O elétrodo de referéncia deve manter um valor de potencial constante e estavel, uma vez

que serve de comparagdo ao elétrodo indicador. Além disso, o elétrodo de referéncia ideal, deve
(i) ser reversivel; (ii) retomar o valor de potencial original apds submetido a pequenas correntes;
(iii) exibir baixa histerese, i.e., baixa variacdo de potencial com as varia¢bes de temperatura,
regressando ao valor inicial ap6s o restabelecimento da temperatura inicial; (iv) e ndo deve

polarizar, de modo a fornecer um valor de potencial que é independente da corrente que passe.

3

O elétrodo de referéncia mais utilizado é o de AgCIl/Ag, face a sua simplicidade,
potencial constante e baixo custo de producdo. E constituido por um fio de prata com
revestimento eletrolitico de uma fina camada de cloreto de prata, imerso numa solucdo de
cloreto de potassio (KCI) saturado com cloreto de prata (AgCl) [62, 63]. A concentracdo de
cloreto na solucdo é a condicao responsavel pelo potencial de elétrodo, uma vez que esta espécie
vai condicionar a concentracdo de Ag* presente, que por sua vez sera a responsavel pelo valor
de potencial do elétrodo. Dada a importancia da concentracdo de cloreto na solugdo de

KCI/AgCI, alguns elétrodos de referéncia sdo construidos com uma dupla juncdo. Esta dupla



ponte salina estd associada a presenca de um segundo compartimento externo, que evita que
diferencas de pressdo osmotica e de concentragdo ionica entre a solucdo de medida e a solugdo
de KCI/AgCI se possam fazer sentir.

O elétrodo indicador é aquele cujo potencial depende da atividade da espécie eletroativa.
O elétrodo indicador ideal é aquele que, para uma pequena variagao de concentragdo do analito,
promove uma grande variacdo na diferenca de potencial, dentro dos valores teoricamente
esperados. Além disso, o elétrodo indicador ideal deve apresentar (i) um alto grau de
reprodutibilidade; (ii) uma grande seletividade; (ii) uma resposta rdpida a variacdo da

concentragdo da espécie.

Os elétrodos indicadores mais comuns sdo os elétrodos seletivos de ido (ESIs) [62, 63].
Estes elétrodos apresentam uma membrana seletiva que permite descriminar seletivamente uma
determinada espécie ionica. O potencial interno da membrana pode ser estabelecido através de
um contato sélido ou liquido. O contato liquido implica a colocagdo da membrana entre dois
compartimentos liquidos: a solugdo da amostra e a solucdo de referéncia interna, tipicamente
uma solucéo do ido a medir, na qual se mergulha um fio de prata que serve de contato elétrico.
O contato sélido implica a deposicdo da membrana sobre um suporte sélido condutor,
tipicamente ouro ou carbono (na Figura 1.8 apresenta-se a imagem dos elétrodos utilizados
neste trabalho, onde o contato s6lido é estabelecido por meio de grafite e cola). Uma vez seca,
esta membrana contacta com a solu¢do da amostra por um lado e com o contacto elétrodo solido

por outro.

Figura 1.8. Elétrodo seletivo de ido.

Embora os elétrodos seletivos de ido de contacto liquido permitam uma manipulacdo
mais eficaz das carateristicas de funcionamento dos elétrodos, como o limite de detecdo, 0s
elétrodos de contacto solido sdo mais eficazes para medidas no local, uma vez que a

manipulagdo dos elétrodos néo requer cuidados especiais.



1.6.2. Base tedrica

De acordo com as recomendacBGes da International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC), a diferencga de potencial da célula eletroquimica de um ESI é linearmente
dependente do logaritmo da atividade do ido alvo na solugdo, de acordo com a equacgdo de
Nernst-Nicolski (equacdo 1.2) [65], na qual AE corresponde a forca eletromotriz (f.e.m.) de uma
célula eletroquimica, definida como sendo a diferenca de potencial do ESI e do elétrodo de
referéncia; R é a constante universal dos gases (8.314 J/(Kxmol)); T é a temperatura em Kelvin;
F é a constante de Faraday (9.6485x10" C/mol); zx é a carga do ido principal, A; aa é a atividade
do ido A expressa em mol/L ou mol/kg; e “constante” corresponde ao valor de f.e.m. que inclui

o potencial normal do ESI, do elétrodo de referéncia e da juncéo liquida, expressa em mV.

2.303 RT

AE = "constante" +
ZAF

log ay, (1.2)

A equacdo 1.2 tem por base a atividade, “a”, em vez da concentragdo, “c”, da espécie
i6nica a medir presente na solugdo. O célculo de atividade implica porém a identificagcdo de
alguns parametros, tais como o “tamanho iénico” do ido especifico da solug@o de ensaio, cujo
valor é desconhecido para a maioria das espécies ionicas de carater organico em solucdo aquosa.
Considerando que a substituigdo de “@” por “c” € possivel em condigdes de forca idnica
ajustada, as medidas potenciométricas sdo realizadas num valor de forcga idnica, | (equagdo 1.3)

fixado a um valor elevado e constante.
1 2
I=2%i ¢z (1.3)

De uma forma simples, a forca idnica corresponde a intensidade do campo elétrico na presenca
do ides em solucdo, considerando c;: concentracdo do ido, expressa em mol/L; e z;: carga desse
ido [68].

1.6.3. Curva de calibracéo

A curva de calibracdo corresponde ao tracado gréfico do logaritmo ¢ da concentracdo de
um ido alvo em fungdo da f.e.m. da célula eletroquimica. A partir da analise da curva de
calibragdo (Figura 1.9), é possivel obter informagdes tais como o limite de detegdo (LD), limite

inferior de resposta linear (LIRL) e declive.
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Figura 1.9. Curva de calibragdo de um ESI. (—— — — —): sem varia¢do nitida de
potencial durante a variagdo da atividade a ou concentragdo c¢ do ido alvo; (- — —): pequena

variagdo de potencial com a variacdo de a ou ¢, sem corresponder ao esperado pela equagéo

modificada de Nernst-Nicolski; ( ): resposta linear do potencial com a variagdo de a ou c,

previsto na equacdo modificada de Nernst-Nicolski.

O LD é definido como a concentragdo de um ido alvo no ponto de interse¢do entre dois
segmentos de reta extrapolados. O comportamento linear a partir de uma dada concentracéo de
um ido alvo é designado como LIRL. O declive resultante da curva de calibragdo demonstra a
sensibilidade da célula, bem como a sua qualidade em termos de resposta. O valor teérico de
declive experimental sob condi¢gBes normais de pressdo e temperatura devera ser igual a
59.16/z, mV/década [68, 69].

E importante referir que a calibragdo de elétrodos seletivos novos deve ser realizada
repetidamente e em dias diferentes, a fim de comparar o desempenho dos elétrodos com maior
exatiddo. Através destes resultados, é possivel determinar as carateristicas analiticas do ESI, tais
como o tempo e a seletividade da resposta potenciométrica provenientes da capacidade da

membrana. A sua descricdo aprofundada encontra-se nas recomendagdes da IUPAC, 1993 [60].

1.6.4. Tempo de resposta

O tempo de resposta corresponde ao periodo de tempo durante o qual o elétrodo de
referéncia e o ESI estdo em contacto com uma amostra de solu¢do com o ido alvo, ou em que a
ou ¢ do ido em solucéo ¢é alterada, e o primeiro instante no qual o declive AE /At iguala o valor

limite selecionado (At), de acordo com a Figura 1.10.
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Figura 1.10. Representacdo grafica do tempo de resposta t, ( AE /At).

A escolha do valor limite advém de questfes de ordem experimental ou da exatiddo
desejada para a leitura potenciométrica. O tempo de resposta dos ESls depende, geralmente, da
concentracdo absoluta presente na solucdo, bem como da variacdo de ¢ do id0 (Ciniciar-Crinal)

incorporada no sistema [68, 69].

1.6.5. Drift

O drift corresponde a uma mudanca lenta e ndo aleatéria da diferenca de potencial da
célula ESI ao longo do tempo, numa solugdo com temperatura e composicdo constante. A
determinagdo do drift é efetuada através de uma curva linear com encaixe no conjunto de dados
recolhidos durante um determinado periodo de tempo numa solugdo. O declive da linha do
potencial versus tempo é denominado drift. Os desvios aleatdrios de potencial em torno da linha

definem o desvio-padrdo dos dados medidos [68, 69].

1.6.6. Efeito de pH

De uma forma geral, os ESIs tém a capacidade de detetar um ido seletivamente, mas

outros iBes que coexistam na amostra podem ter a capacidade de alterar a resposta



potenciométrica, atuando como interferentes. Os intervenientes habituais nestas soluc@es sdo o
protdo e o anido hidroxilo, que afetam diretamente a resposta da membrana seletiva bem como a

carga da proteina, ja que o seu grau de ionizacéo ¢ fortemente alterado com o pH.

E, por isso, de extrema importancia utilizar solucdes padrdo de ajuste de pH, optando por
ter sempre um mesmo valor de pH com o intuito de minimizar as interferéncias na resposta

potenciométrica, através do controlo da atividade dos ides H* e HO™ e da forca ionica.

A gama de valores de pH a escolher para a calibracdo pode ser determinada por curvas de
calibracdo efetuadas em diferentes valores de pH, ou pelo tragado de diagramas de Reilley, onde

o valor de potencial é monitorizado continuamente face a variacao de pH da solucéo.

Além do estudo do efeito do pH, sdo necessarios estudos mais profundos de seletividade a
fim de verificar a capacidade do ESI descriminar o ido para o qual é seletivo quando na

presenca de outros ides [68, 70].

1.6.7. Seletividade

A seletividade de um complexo potenciométrico traduz a sua capacidade de distin¢&o, em
solucdo, do ido para o qual o ESI é seletivo. A equagdo modificada de Nikolski-Eisenman
(equacdo 1.4) expressa o potencial de um ESI numa solucdo que contém o i&o principal, A, e 0
ido interferente, B, em que E é o valor experimental do potencial do ESI; R a constante dos
gases perfeitos (8.3144 J/(Kxmol)); T a temperatura termodindmica em Kelvin; F a constante de
Faraday (9.6485x10" C/mol); a, a atividade do i4o interferente, expressa em mol/L ou mol/kg;
z, a carga do ido principal, A; zg a carga do ido interferente, B; “constante” o potencial de
juncdo liquida, expressaem mV e K A,Bp"t é o coeficiente de seletividade potenciométrica do ido

interferente.

2.303 RT A
E = "constante” + ———xlog[a, + ¥ Kp "% [agi]75: ] (1.4)
A

Os coeficientes de seletividade podem ser calculados através de diversos métodos, tais como:

e Método de interferéncia fixada: Em solucbes com variagdo da atividade do ido
principal e atividade constante dos iBes interferentes, é calculada a diferenca de
potencial entre o elétrodo de referéncia e o ESI. Através da seguinte expressao, é

possivel determinar o coeficiente de seletividade potenciométrico:

t a
KA,BpO = ZA?ZB (15)
ag



e Meétodo das solugdes separadas: Neste caso, ha preparacdo de uma solucdo que
contém apenas o ido principal, com uma atividade aa, na qual se mede a diferenca de
potencial Ex. Ao mesmo tempo é preparada uma outra solugdo que contém somente o
ido interferente (ag), em que as=ag e da qual se regista também a diferenca de potencial
Eg. O coeficiente de seletividade é determinado a partir da seguinte equacao:

(Eg—Ea)z
i+ [1-2log a,] (1.6)

B

log KagP°" =

e Matched potential: Em solu¢bes com condi¢fes semelhantes, é determinada a razédo
entre as atividades do ido interferente e do ido principal, que produzem igual variacdo
de potencial. Através da equagdo 1.7 é calculado o valor do coeficiente de seletividade
potenciométrico:

Ko = 240 (L.7)

De uma forma geral, o célculo do coeficiente de seletividade potenciométrico é baseado
na equacdo de Nernst-Nicolski no caso do método de interferéncia fixada e das solugdes
separadas. Este conceito encontra-se porém associado a algumas limitacGes, tais como (i)
capacidade do ido interferente igualar o potencial do ido principal; (ii) gerar valores anémalos
de coeficiente de seletividade potenciométrico apenas porque a carga do ido principal é muito
diferente; (ii) dificuldade em obter uma resposta Nernstiana dos elétrodos para o ido

interferente.

De acordo com a IUPAC, 1995, o método recomendado para a determinacdo do
coeficiente de seletividade potenciométrico é o matched potential, pela sua simplicidade nos
calculos e facilidade de realizagdo. Os resultados obtidos servirdo apenas como indicagdo para o
grau de seletividade dos ESlIs [68, 70].

Neste sentido, o trabalho a seguir descrito tem como objetivo o fabrico de um sensor
potenciométrico para CEA, com recurso a membranas seletivas compostas por material sensor
do tipo MIP. Este material foi criado a partir de métodos de impressdo em superficie por

eletropolimerizacdo de mondémeros adequados sobre vidro FTO (Fluorine-Tin-Oxide).



2. Descricao Experimental
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O trabalho proposto consiste no desenvolvimento de uma metodologia rapida e de baixo
custo para o doseamento do CEA, atraves da sintetizacdo de material sensor e a sua utilizagdo
na construgdo de um biossensor. Ao longo do capitulo sdo abordadas as metodologias
envolvidas na sintese do material sensor e construcdo do biossensor, avaliagdo do desempenho

analitico dos dispositivos obtidos e aplicacdo analitica em urina real dopada.
2.1. Reagentes e solugdes

Todos os reagentes utilizados foram de qualidade p.a., sem qualquer purificagdo
adicional. Listam-se de seguida os reagentes utilizados neste trabalho e a sua origem comercial:
Anilina (99,5%), Poli(cloreto de vinilo) (do inglés poly(vinyl chloride), PVC) de elevado peso
molecular, tampdo fosfato salino (do inglés Phosphate Buffered Saline, PBS, com pH=7,4),
Tetrahidrofurano (THF, 99%), Acido sulfurico (H,SO., ~96%), o-Nitrofenilotil éter (do inglés,
o-Nitrophenyl octyl ether, oNPOE, 99%), Acido 4-(2-Hidroxietil)piperazino-1-etanosulfénico
(HEPES, 99,5%), todos comercializados pela  Sigma-Aldrich;  Cloreto  de
vinilbenziltrimetilaménio (VB, 97%), e Brometo de p-tetraoctilaménio (TOB, 98%)
comercializados pela Acros Organics; o-Fenilenodiamina (OPD, 98%) comercializado pela
Tokyo Chemical Industry; Antigénio carcinoembrionario (do inglés, carcinoembryonic antigen,
CEA, de fluidos humanos), comercializado pela Sigma-Aldrich; e Tripsina (TP), comercializada

pela Reagente 5.

As solucbes aquosas de maior concentragdo foram preparadas por medicdo rigorosa
(pesagem ou volume) dos reagentes correspondentes. As solugdes mais diluidas foram
preparadas por diluicdo rigorosa das solugfes anteriores. Em concreto, as solucdes padrdo de
2,50x10% pg/mL de CEA foram preparadas em solucdo tampdo por diluicdo rigorosa do
material obtido comercialmente. Os padrdes de CEA menos concentrados foram preparados por

diluicdo rigorosa da solucéo anterior, também em solugdo tampéo. Esta solucdo tampédo era de



HEPES, com uma concentracdo igual a 1,0x10% mol/L. O pH desta solucio foi alterado pela
adicdo de quantidades adequadas de &cido cloridrico concentrado ou de solugdo saturada de
hidroxido de sédio. O efeito interferéncia da composicdo geral da amostra de urina no
comportamento dos elétrodos requereu a utilizagdo de uma solucéo de 2,50x10% pg/mL de CEA
preparada em solucdo tampé&o de pH 4.4, adicionada de urina real de individuo saudavel, diluida
dez vezes em HEPES.

2.2.Material e aparelhos utilizados

Todas as solucBes de concentragdo rigorosa foram preparadas em baldes volumétricos de
classe A, com 5,00, 10,00, 200,00, 250,00 e 500,00 mL de capacidade total, ou em tubos
eppendorf (de 1,0 ou 2,0 mL) através da medicdo rigorosa de volumes da ordem dos pL. Na
medicao destes volumes foram utilizadas pipetas automaticas de volume regulavel, VWR 1 — 5
mL; BioHit, entre 2 — 20 uL, 20 - 200 pL, 100 — 1000 pL; e Eppendorf, entre 0,1 — 2,5 pL. As
pesagens dos reagentes foram efetuadas na balanca RADWAG XA 110/X, com uma precisao de
+0,0001 g.

Quando necessario, recorreu-se ao banho de ultrassons termostatizado, BANDELIN
Sonorex Digitec, tendo em vista minimizar o tempo envolvido na dissolucdo de substancias
solidas. Em algumas condicbes, procedeu-se a incubacdo de solugcdes em temperatura
controlada numa Estufa Selecta, Digitheat. A homogeneiza¢do de solugdes/suspensdes foi
realizada em placa de agitacdo vortex MVVOR-03 da SBS e a separagdo da fragdo sélida numa
centrifuga Labnet, Citomed. A secagem de materiais foi realizada em exsicador com atmosfera

de azoto.

A célula potenciométrica foi constituida pelo elétrodo indicador e pelo elétrodo de
referéncia Ag/AgCl, ambos construidos no laboratorio. A diferenca de potencial entre estes dois
elétrodos foi medida em decimilivoltimetro Crison GLP21 (sensibilidade + 0,1 mV), que
continha um agitador magnético acoplado. O sinal de saida do potenciometro foi ligado a um
ponto de comutacdo com seis saidas, o que permitiu a leitura simultdnea de seis elétrodos

seletivos (Figura 2.1).

— 24 —



Elétrodo de referéncia

Display do potencial (mV) -

A

-

wl ’A ~ )

@ Agitador magnético

Elétrodo seletivo de iao

Figura 2.1. Montagem da célula potenciométrica, com equipamento medidor e acessorios

(agitador magnético e sistema de leitura maltipla e sequencial de vérios ESIs).

A caraterizagdo dos materiais e das membranas dos elétrodos seletivos foi realizada
através de um espetrometro de infravermelho com transformada de Fourier (do inglés Fourier
Transform Infrared Spectroscopy, FTIR), da Thermo Scientific, Nicolet iS10, e por

espetroscopia de Raman com microscopia confocal, da Thermo Scientific, DXR.

2.3.Preparacgéo do material sensor

A preparacdo de materiais impressos, MIP, foi realizada de acordo com o procedimento
representado na Figura 2.2, tendo-se preparado em paralelo materiais de controlo ndo impressos,

NIPs, recorrendo aos mesmos procedimentos mas na auséncia da proteina.
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Figura 2.2. Preparacdo dos MIPs sem e com mondmero carregado positivamente (VB).

Em detalhe, 0 primeiro passo deste procedimento envolveu a preparacdo de 50 mL de
uma solucdo de anilina e de &cido sulfurico, com um valor de 0,5 mol/L em ambas as espécies,
preparada em agua ultra pura. A mistura resultante foi colocada em placa de agitacdo Vortex,
por alguns minutos, tendo em vista a homogeneizacdo da solugdo resultante. Seguidamente,
procedeu-se a eletropolimerizagdo da anilina nesta solugdo por cronoamperometria (1 V por 500
segundos) sobre uma superficie de vidro condutora, utilizada como elétrodo de trabalho. O
filme obtido apresentou uma coloragdo azul-arroxeada e foi adiante designado por PANI. Os

vidros foram entretanto secos em estufa, a 55 °C, durante a noite.

O passo seguinte consistiu na incubacdo de solucBes de CEA, com ou sem VB, um
mondmero carregado positivamente, de concentracdes iguais a 0,025pug/mL (em PBS) e 1x107
mol/L (em &gua ultrapura), respetivamente. Estas solucdes foram preparadas em eppendorf

(Figura 2.3) e incubadas em frigorifico por 2h.
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Figura 2.3. Preparacdo de solucdo com proteina e monémero carregado e outra com

proteina e solugdo tampao.

Findo esse periodo, o conteudo das solugdes nos eppendorf foi depositado sobre o filme
PANI, de acordo com o representado na Figura 2.4, tendo-se realizado ensaios em duplicado.
Em paralelo foram preparados outros vidros (Figura 2.5), onde se incubou o filme de PANI em
PBS, removendo todo CEA e/ou VB do procedimento. Estes vidros conduziram a preparacao de
materiais NIP, que serviram de controlo ao processo de impressdo. Todos estes vidros foram
incubados em frigorifico, sendo posteriormente lavados com PBS e secos a temperatura

ambiente.
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Figura 2.4. Vidros PANI com solugéo de proteina com (topo) ou sem (em baixo)

monomero carregado positivamente (VB).
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Figura 2.5. Vidros PANI incubados em solucéo PBS.

De seguida, mergulharam-se os varios tipos de vidro modificado (PANI com CEA, PANI
com CEA/VB, e PANI sem CEA/VB), na solugdo de oPD de concentracdo igual a 0,0134 mol/L
(em agua ultrapura). Este monémero foi sujeito a eletropolimerizacdo por cronoamperometria,

por aplicacédo, sobre os varios elétrodos de vidro modificado, de 1 V por um periodo de 90 s. No



final da eletropolimerizacdo, os vidros foram lavados e colocados em exsicador com atmosfera
de azoto até ficarem secos.

Por ultimo, todos os vidros foram incubados em solucdo de tripsina (Figura 2.6), com
uma concentragdo igual a 0,0010 mol/L (em PBS), tendo em vista a remogdo da proteina

presente nos vidros. A incubagdo na solugcdo de enzima foi realizada a temperatura ambiente,
durante 7h30.
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Figura 2.6. Os vérios vidros de polianilina modificados e tratados com tripsina.

A remog&o da tripsina presente nos vidros foi realizada por lavagem com PBS, seguindo-
se a secagem dos vidros em exsicador com atmosfera de azoto, por 2h30. Na Figura 2.7
apresenta-se o registo fotografico do aspeto final dos vidros preparados.

Figura 2.7. Vidros com molde da proteina, sem molde e com mondmero carregado (+) e
molde.



Procedeu-se entretanto a raspagem de 3 dos 6 vidros, um de cada tipo, € 0 pd obtido
(PANI/CEA-VB/oPD, PANI/CEA/0PD e PANI/oPD) foi armazenado em 3 tubos eppendorf,
como representado na Figura 2.8. O po recolhido foi colocado em exsicador, com atmosfera de

azoto, tendo permanecido ai por 24h, para garantir secagem completa.

03783 (A CEA + P85 (A

Figura 2.8. Aspeto dos vidros ap6s raspagem do material sensor (PANI-CEA/VB, PANI-

CEA e PANI-PBS) e a sua armazenagem em tubos eppendorf.

2.4.Preparacgdo das membranas seletivas

Os materiais sensores foram utilizados na preparagdo de 7 membranas seletivas, de
constituicdo e composicao indicadas na tabela 2.1. Cada membrana continha material sensor,
MIP ou NIP, solvente mediador plastificante (0NPOE) e PVC. As membranas poderiam ainda
conter um aditivo cationico lipofilico, TOB. Para efeito de controlo, foi ainda preparada uma
membrana sem material sensor e com TOB, chamada controlo (+).

As solucbes das membranas foram obtidas apds pesagem rigorosa das quantidades
indicadas na tabela 2.1., seguida de dissolucdo/suspensdo dos materiais referidos em solvente
THF, acompanhada de agitacdo magnética. O aspeto geral das solucdes obtidas encontra-se
representado na Figura 2.9.



Tabela 2.1. Constituicdo e composi¢do das membranas seletivas a CEA.
. MIP 1 MIP 2 NIP | Controlo
Material MIP 1 MIP 2 NIP
() () () )

MIP, mg 2,49 2,8
PANI/CEA/oPD 2,5% T T 2,8% T T T
MIP, mg 1,45 0,80
PANI/CEA-VB/oPD T 2,5% T T 2,4% T T
NIP, mg 1,98 1,68
PANI/oPD T T 2,5% T T 2,5% T
Aditivo, mg 1,68 0,38 0,82 4,2
TOB T T T 1,7% 1,2% 1,2% 1,5%
Solvente, mg 61,73 36,14 47,24 60,16 18,87 41,63 177,2
oNPOE 61,8% 61,0% 61,4% 60,1% 56,2% 61,4% 61,1%
Polimero, mg 35,59 21,67 27,68 35,39 13,53 23,62 108,5
PVC 35,7% 36,6% 36,0% 35,4% (40,3% 34,9% 37,4%

Figura 2.9. Solugdes das membranas seletivas de PVC.

Essas solucbes de membrana foram depositadas, gota-a-gota, em suportes condutores

baseados em grafite para obtencdo dos elétrodos seletivos (Figura 2.10). Todos os elétrodos

foram preparados em duplicado. O aspeto final das membranas ap6s secagem assume um

formato concavo e pode ser visualizado na Figura 2.11.




Figura 2.11. Membrana seletiva dos ESls.

Durante o percurso experimental deste trabalho, foi necessaria a preparacdo de novas
membranas MIP2 + e controlo +, cuja composicao se indica na tabela 2.2. Estes elétrodos foram
tratados da mesma forma que os seus andlogos ao longo deste trabalho, uma vez que a sua

composicao relativa é semelhante.

Os elétrodos preparados segundo o procedimento descrito sdo referidos mais adiante
pelas designagdes ESI 1 (MIP1, PANI/CEA/oPD, sem TOB), ESI 2 (MIP2, PANI/CEA-
VB/oPD, sem TOB), ESI 3 (NIP, PANI/oPD, sem TOB), ESI 4-6 os correspondentes elétrodos
com TOB, e ESI 7 ao elétrodo com TOB e sem ionoforo. Antes de utilizar os elétrodos, as



membranas foram hidratadas e condicionadas em solucdo de CEA de concentragdo igual a
3.47x107 ug/mL de CEA, por um periodo de 24 h.

Tabela 2.2. Constituicdo e composic¢do das membranas seletivas a CEA.

Material MIP 2+ Controlo+
MIP, mg 0,00248
PANI/CEA-VB/oPD (2,4%) T
Aditivo 0,00118 0,003
TOB (1,1%) (1,1%)
Solvente, mg 0,06491 0,15529
oNPOE (62,6%) (58,2%)
0,03508 0,10849
PVC, mg (33.8%) (40,7%)

2.5. Caraterizacdo dos materiais sensores

A andlise pelo FTIR dos materiais sensores foi realizada colocando o material sélido
diretamente sobre o cristal de diamante central do acessorio de refletancia difusa atenuada (do
inglés, Attenuated Diffuse Reflectance, ATR). Todos os espetros foram colhidos em condi¢des
de controlo de temperatura’humidade, e expressaram a média da aquisicdo consecutiva de 32
espetros. O intervalo de nimeros de onda (eixo x) variou entre 500 e 4000 cm™ e o sinal obtido

(eixo Y) foi representado em % de transmitancia. A resolugdo foi igual a 4000.

A microscopia de Raman foi realizada com um espetrémetro equipado com um laser de
532 nm. A medida foi realizada apds exposi¢cdo de 60 segundos em photobleaching, com
correcdo de fluorescéncia, para 3.5 mW de poténcia do laser incidente na amostra e 25 um de

abertura pinhole, sendo as imagens observadas com lente de 50x.

2.6. Procedimentos de avaliacdo do desempenho dos elétrodos

As carateristicas gerais de funcionamento dos elétrodos foram avaliadas através da
realizacdo de varias curvas de calibracdo, em meios com diferentes valores de pH (4,3, 4.4, 4.9,

5.8), seguindo para este efeito as recomendacdes da IUPAC. As leituras potenciométricas foram



realizadas a temperatura ambiente e sob agitacdo constante, até estabilizacdo. Entre cada

procedimento de calibracdo, os ESIs foram condicionados em &gua ultra pura.

As curvas de calibracdo associadas as mesmas condi¢des experimentais foram realizadas
em duplicado, ou em triplicado sempre que o segundo duplicado ndo se mostrou coerente com o
primeiro. Os resultados obtidos foram avaliados com base no programa de computador
Microsoft Excel 2010. Os parametros a ter em conta para posterior avaliacdo foram o LIRL, LD
e o declive. Com estes, determinou-se a reprodutibilidade através do célculo do desvio padrdo
relativo (%) da média dos potenciais da solucdo padréo de 2,50x10 pg/mL. Essa média foi
possibilitada a partir das diversas calibragdes sujeitas as mesmas condi¢fes de ensaio e em
momentos diferentes.

O tempo de resposta foi expresso como o tempo necessario para a nao variacdo de mais
do que +0,2 mV. Considerando que os tempos de resposta variavam com a concentracdo de
CEA presente na curva de calibragdo, optou-se por indicar apenas os maiores valores de tempo

de resposta necessarios para atingir o valor AE/At selecionado.
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3. Resultados e Discussao

Neste capitulo é abordada a ligacdo do CEA aquando a preparacdo do sensor e a
avaliagdo comparativa dos elétrodos compostos por diferentes membranas. A influéncia do pH
na sua performance, a analise da superficie das particulas modificadas, a morfologia das
membranas de PVC, assim como a anélise da interferéncia dos diferentes ides presentes na urina

na concentracdo do ido principal, que também foi avaliada.

3.1. Preparacdo do material sensor

A preparacdo do material sensor tipo MIP decorreu em vérias etapas, em concreto: i)
eletropolimerizagdo com anilina para a formacdo do polimero condutor; ii) ligagdo da proteina
CEA, com ou sem monOmeros carregados; iii) eletropolimerizacdo com OPD; v) e remocdo da
proteina. A impressdo molecular foi realizada numa superficie de vidro, recoberto com um filme
de FTO/ITO. A escolha deste substrato condutor teve em conta as suas boas propriedades
condutoras para a construgdo de um material sensor para a dete¢cdo do CEA. Em paralelo, foram
preparados materiais de controlo ndo impressos, NIPs, realizando os mesmos procedimentos,
mas sem CEA nas solugbes. O esquema geral do procedimento encontra-se representado na
Figura 2.2.

A primeira fase de preparacdo do material sensor consistiu na deposi¢cdo de uma camada
fina de polianilina, PANI, sobre um vidro condutor. Esta camada foi obtida por processo de
eletropolimerizacdo do mondmero anilina em meio acido e teve como objetivo produzir uma
superficie condutora que promovesse a adsor¢do da proteina CEA. Os grupos funcionais
presentes a superficie da mesma sdo essencialmente grupos amina e anéis aromaticos, ambos
ricos em interacOes eletrostaticas com proteinas, e que podem até envolver pontes de hidrogénio
(no caso do grupo amina). Esta superficie permitia ainda uma ligagdo covalente a camada

polimérica impressa, baseada em oPD, a introduzir posteriormente.
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A impressdo molecular propriamente dita foi realizada pela inclusdo da molécula que se
pretende imprimir numa matriz polimérica. Para este efeito, a proteina CEA foi incubada sobre
a superficie de polianilina, para que ficasse ligada a esta aquando do processo de impressdo
polimérica. No essencial, a presenga de CEA nesta superficie constituiu um obstaculo a
polimerizacdo (a realizar posteriormente), originando cavidades neste polimero complementares
a sua conformacéo espacial e para as quais a proteina CEA apresentara uma elevada afinidade.
Considerando que o CEA terd uma carga negativa a pH fisiolégico (sendo no entanto uma
espécie multi-carga), testou-se ainda o efeito da presenga de um mondmero carregado
positivamente, o VB. Este monomero estabeleceu interagdes idnicas com o CEA livre em
solucdo, permanecendo depois ao seu lado aquando do processo de adsor¢do do CEA a
superficie de polianilina. Uma vez desencadeada a polimerizacdo na fase seguinte, este
monodmero ficaria envolvido na rede polimérica por ligacdo covalente, ficando assim retido no

polimero aquando da remogéo da CEA.

O polimero impresso foi obtido por polimerizacdo de oPD, um mondmero analogo a
anilina, mas com dois grupos amina vicinais ligados a um anel benzeno. A presenga destes
grupos permitiu a obtencao de polimeros com um elevado grau de reticulagdo, o que contribuiu
possivelmente para uma melhor definicdo da cavidade impressa. A remocdo da proteina CEA
foi efetuada posteriormente por agdo enzimatica (tripsina), uma vez que esta € muito menos
agressiva para o polimero impresso do que a remog&o quimica. Este procedimento foi realizado
em todos os materiais preparados, mesmo 0s que ndo tinham proteina, tendo como objetivo

sujeitar todos os materiais as mesmas condi¢Ges experimentais.

No essencial, 0s materiais sensores obtidos foram o polimero impresso, MIP, sem adigdo
de cargas externas (PANI-CEA) ou com mondmero carregado (PANI-CEA/VB), ou o polimero
ndo impresso (PANI-PBS ou simplesmente PANI) utilizado como controlo da resposta analitica

resultante da impressdo molecular.

Estes materiais foram entretanto caraterizados por FTIR e Espetroscopia de Raman,
seguindo-se depois a sua inclusdo em membranas de PVC plastificado, tendo em vista a

preparacdo de membranas seletivas a CEA.

3.2. Caraterizacao do material sensor

Apresentam-se na Figura 3.1 o0s espetros de Raman dos trés materiais sensores,
evidenciando-se diferencas gerais entre os varios materiais observados. De uma forma geral,
destacou-se o espetro do material MIP com VB, cujos valores de intensidade de sinal foram

muito mais elevados do que os dos demais materiais. Este espetro teve ainda a particularidade



de apresentar picos de Raman na regido dos 1360 e 1560 de intensidade semelhante. Estes picos
revelaram informacdo estrutural sobre o carbono presente na matriz polimérica, assinalando
assim a presenca do VB. Efetivamente, do ponto de vista conceitual os materiais MIP sem
mondémero e NIP deveriam ser semelhantes do ponto de vista da sua composi¢do quimica,
embora possam evidenciar-se diferencas reais entre estes decorrentes do processo experimental
seguido (como a presenca de proteina aprisionada nos MIP ou a remocao de fracOes diferentes
dos materiais desde o seu suporte de vidro condutor, uma vez que este processo foi realizado

por raspagem).

Uma outra diferenca assinalavel foi encontrada na regido dos 2500 a 3000 cm™, na qual
se observou um aumento de intensidade de Raman nos materiais MIP (com mondmero e sem
mondmero) comparativamente aos NIP, possivelmente associado a presenca de grupos
funcionais de alguma nano-estrutura proteica aprisionada [73]. O valor de deslocamento de
Raman foi também mais semelhante entre os materiais MIP (2845,69 cm™ para material sem
monémero e 2829,90 cm™ para material com monémero), distinguindo-se também neste aspeto
do material NIP (2798,99 cm™).
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Figura 3.1. Espetros de Raman dos materiais sensores MIP sem monémero (PANI/CEA/oPD),
MIP com mondémero (PANI/CEA-VB/oPD) e NIP (PANI/oPD).

Os resultados obtidos nos ensaios de FTIR para 0s mesmos materiais encontram-se
representados na Figura 3.2. Estes registos evidenciaram pontos de diferenca significativa entre
as membranas que apresentavam CEA, com e sem mondmero na sua constitui¢cdo, e o branco
(NIP).
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Figura 3.2. Espetros de FTIR dos materiais sensores MIP sem monémero (PANI/CEA/0PD),
MIP com monémero (PANI/CEA-VB/oPD) e NIP (PANI/oPD).

De uma forma geral, os espetros de FTIR indicaram semelhangas entre os materiais
sensores MIP, localizadas no intervalo de 1400 e 1600 cm™, que corresponderam possivelmente
a presenca da vibracdo de estiramento da ligagdo C=N. Esta vibra¢do sugere a presenca de
estruturas imina e fenazina, carateristicas do composto de polimerizagéo (oPD) [74]. As bandas
de vibracdo analogas ao material NIP encontraram-se ligeiramente deslocadas para valores de

numero de onda inferiores, requerendo possivelmente menor energia.

As bandas de vibracdo localizadas a 1205 e 1396 cm™ indicaram o efeito de
deslocalizacdo do radical semi-quindide e deformagdo C-N, respetivamente, evidenciando desta
forma a presenca de um filme de PANI sobre o substrato condutor em todas as membranas
representadas [75]. Comparando com os MIP, os materiais NIP apresentaram bandas de
absorcdo nesta regido muito superiores. Este registo deveu-se, possivelmente, a maior
quantidade de polimero PANI neste material, uma vez que a auséncia da proteina sobre o PANI
(NIP) aumentou a area de ligacdo covalente entre os filmes de polimeros de anilina e de oPD,
fazendo com que a raspagem do material depositado no vidro arrastasse uma maior quantidade
de PANI. No caso dos materiais MIP, as regides de filme de PANI as quais a CEA se ligou ndo
permitiram uma ligacdo covalente entre os dois filmes poliméricos, fazendo com que o PANI

nessa regido permanecesse ligada ao vidro condutor.

Os espetros de FTIR dos materiais sensores apresentaram também diferencas muito

significativas, entre 3000 e 4000 cm™. A presenca do mondmero no material MIP foi revelada



pela presenca da banda de absorcdo de forte intensidade entre 3200 e 3400 cm™, relativa ao
estiramento da ligacdo N-H em sais de aménio quaternario (como €é o caso do VB). As bandas
observadas para valores superiores a 3500 cm™ foram associadas ao estiramento da ligagio N-H
nos polimeros preparados por eletropolimerizagdo da anilina e do oPD, comuns portanto aos

trés materiais analisados.

3.3. Carateristicas Gerais de Funcionamento dos Sensores

A preparacdo de membranas seletivas foi efetuada com base na composi¢cdo normal
destas membranas baseadas em materiais MIP, tipicamente efetuada no laboratério BioMark e
descrita na literatura inimeras vezes. De uma forma geral, torna-se necesséria a presenca de um
ion6foro, que é o material sensor preparado e caraterizado anteriormente, procedendo-se de
seguida a sua imobilizacdo numa matriz polimérica de PVC, plastificada com oNPOE. A
preparacdo de uma membrana seletiva tipo NIP, andloga a membrana MIP, permitiu, por
comparagdo direta, aferir a contribuicdo e a relevancia do processo de impressdao molecular na

resposta potenciométrica do elétrodo.

Considerando que as membranas seletivas podem ainda requerer um aditivo idnico
lipofilico, quando os materiais sensores se apresentam sem qualquer carga, e que o CEA se
encontra carregado negativamente a pH fisioldgico, testou-se também o efeito da adicdo de um
aditivo lipofilico cationico as membranas (TOB). De uma forma geral, a presenca deste aditivo
devera reduzir a interferéncia de espécies idnicas de carga contraria e diminuir a resisténcia
elétrica das membranas. Tendo em vista assegurar que a resposta potenciométrica das
membranas que continham TOB ndo dependia apenas deste componente, foi ainda preparada

uma membrana seletiva controlo, sem ionéforo e com TOB.

Considerando que o CEA é uma proteina multi-carga, cujo grau de ionizagdo depende
grandemente do pH da solucdo, e que as espécies detetadas por elétrodos seletivos sdo sempre e
apenas ides, os estudos de caraterizagdo/otimizacdo da resposta dos ESIs centraram-se
inicialmente na avaliagdo da influéncia do pH. Os ensaios efetuados nesta fase avaliaram o
efeito de ligeiras variagbes no valor de pH de uma mesma solugdo tampédo (HEPES, pH 4,4 e
5,8).

As curvas de calibracio tipicas obtidas em solugdo tampdo HEPES, 1x10 mol/L, com
pH igual a 4,4 encontram-se representadas na Figura 3.3. Estas curvas de calibracdo foram
tracadas para concentracbes de CEA entre 42 e 625 pg/mL, originando sempre declives
anionicos (associados por isso a presenca de CEA carregada negativamente). De uma forma

geral, observou-se que os materiais MIP 1 e NIP foram incapazes de promover variagdes de



potencial significativas, um comportamento oposto ao observado para os elétrodos com o
material MIP 2. Por outro lado, a presenga do aditivo TOB intensificou as variacbes de
potencial registadas ou ndo promoveu uma alteracdo significativa no registo de calibracdo dos
elétrodos correspondentes sem aditivo; este contributo foi aferido pelo registo de curvas de

calibracdo para TOB como ion6foro com declives iguais a -65,1 mV/década (ESI 7).

SESI1 ESI2 ©ESI4 ESI5 OESI3 ®ESI6 ESI7

M

pH 4,4 oH4.4

_______________

log [CEA, pg/mL] log [CEA, pg/mL]

-5.0 -4.5 -4.0 -3.5 -3.0 25 5.0 -4.5 -4.0 -3.5 -3.0 -2.5

Figura 3.3. Curvas de calibracdo em solucdo tampao HEPES, pH de 4,4.

A utilizacdo de PANI/CEA/oPD como iondforo potenciométrico ndo promoveu uma
variagdo de sinal Gtil do ponto de vista pratico, com um valor médio de declive igual -5,5
mV/década (ESI 1), enquanto que os seus analogos com aditivo TOB forneceram um declive
igual a -52,0 mV/década (ESI 4), atestando assim o efeito benéfico da presenca deste aditivo
nestes elétrodos. Este comportamento indicou que o material sensor PANI/CEA/oPD atuou
como um ionéforo neutro, requerendo a presenga de um elemento carregado na membrana para
promover uma variacdo de potencial assinalavel. Um registo an&logo foi obtido com o material
PANI/oPD, portanto NIP, cujo declive médio foi igual a -27,4 mV/década (ESI 3) quando na
auséncia do aditivo, tendo aumentado para -66,6 mV/década apds inclusdo do aditivo TOB na
membrana (ESI 6).
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O material sensor PANI/CEA-VB/oPD promoveu um comportamento potenciométrico
muito diferente dos demais materiais, com valores de declive médios iguais a -61,9 mV/década
(ESI 2) sem a presenca de qualquer aditivo. Este registo confirmou por isso a presenca de VB na
membrana seletiva. A estrutura do VB apresenta um sal de amdnio quaternério, o que conduziu
a presenca constante de cargas positivas no interior de membrana seletiva, diminuindo assim a
resisténcia elétrica da membrana lipéfila & permeacgdo de iGes. Consequentemente, a presenca do
aditivo TOB conjuntamente com o material MIP 2 n&o se fez sentir de modo significativo no
registo potenciométrico, com os declives médios a apresentarem valores iguais a -65,3
mV/década.

Neste sentido, os resultados obtidos em solucdo tampéo pH 4,4 indicaram que a inclusdo
de mondmeros carregados positivamente aquando da preparacdo do material impresso
promoveu um aumento de sensibilidade significativo na resposta potenciométrica e que a
resposta dos elétrodos foi grandemente dominada pela presenca de cavidades impressas, sendo a
contribuigdo da resposta ndo especifica observada nos materiais NIP muito pouco significativa.
Por outro lado, a presenca de TOB fez-se notar apenas nos elétrodos cujas carateristicas de
resposta foram menos adequadas, nomeadamente os elétrodos com materiais MIP 1 (mudanga
carateristica do comportamento ESI 1 comparado com ESI 4) e NIP (mudanca carateristica do
comportamento ESI 3 comparado com ESI 6). O aditivo TOB foi também capaz de promover

uma resposta potenciométrica adequada, mesmo sem o ion6foro (ESI 7), tal como esperado.

O registo de curvas de calibragdo dos ESI quando se subiu o valor de pH do meio, de 4,4
para 5,8, indicou uma reducdo significativa da sensibilidade da resposta potenciométrica e da

gama de concentracdes ao longo da qual se observou uma resposta linear (Figura 3.4).
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Figura 3.4. Curvas de calibracdo em solugédo tampéo HEPES, pH de 5,8.

Comparando com a resposta a pH 4,4, a presenca de um comportamento linear a pH 5,8
foi associada sempre a valores de concentracdo de CEA superiores, entre 233 e 2500 pg/mL,

sendo a sensibilidade correspondente também inferior, traduzida pelo declive negativo mais
elevado (menor, portanto, em valor absoluto).

Considerando todos resultados obtidos em meio tampao HEPES, foi possivel identificar o
valor de pH 4,4 como o melhor valor para realizar as curvas de calibragdo dos elétrodos. Este
valor tornou-se assim orientador para 0s ensaios posteriores. A fixacdo deste valor seria, no
entanto, precoce, uma vez que a presenca de outras espécies no meio, para além de HEPES e

CEA, poderia condicionar a resposta dos elétrodos. Optou-se por isso por realizar, de seguida, 0
estudo de seletividade.

3.4. Seletividade em urina

Qualquer dispositivo potenciométrico carece de uma avaliagdo de seletividade, uma vez
que a aplicacdo dos elétrodos em condicdes reais implica uma coexisténcia do CEA com outras

espécies idnicas diferentes e que podem condicionar mais ou menos severamente a resposta
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observada em condicBes controladas. A seletividade potenciométrica é habitualmente aferida
com base na determinacdo dos valores de coeficiente de seletividade potenciométrica,
recorrendo aos métodos descritos na introducao.

Face as varias limitacBes técnicas associadas a esses métodos e considerado que o
objetivo deste trabalho foi aplicar o elétrodo desenvolvido & determinacdo de CEA em fluidos
bioldgicos, optou-se por avaliar a seletividade através do comportamento potenciométrico de
curvas de calibracdo realizadas em meio tamp&o com fluido biolégico. Considerando ainda que
era um objetivo deste trabalho a utilizagdo de amostras reais e que ndo foi possivel ter acesso a
soro de individuos doentes ou saudaveis, optou-se por avaliar a calibragdo em urina. A solugéo
de urina foi diluida em HEPES, a varios niveis de diluicdo, com registo de valores de pH
diferentes (iguais a 4,3 € 4,9).

Neste sentido, a fase seguinte deste estudo compreendeu a realizagdo de curvas de
calibragdo em urina real diluida em solugdo tampdo HEPES, com valores de pH iguais a 4,3 ou
4,9. A titulo de exemplo, os resultados obtidos para os materiais MIP, com ou sem TOB,
encontram-se representados na Figura 3.5.
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Figura 3.5. CalibragBes em urina diluida com diferentes valores de pH (4,3 € 4,9).
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Considerando os valores obtidos em urina diluida a pH 4,3, o comportamento dos
materiais MIP foi de alguma forma consistente com os resultados obtidos em solucdo tampéo.
Os materiais MIP 2 originaram elétrodos mais sensiveis do que os MIP 1 e a presenca do aditivo
TOB melhorou a sensibilidade da resposta. Em concreto, os ESIs 1 e 4 apresentaram declives
iguais a +11,1 e -27,0 mV/década, respetivamente, e os ESIs 2 e 5 apresentaram declives iguais
a -38,4 e -63,2 mV/década, respetivamente. A resposta linear foi observada ao longo de toda a
regido de calibracdo, entre 38 e 625 pg/mL, semelhante, por isso, a regido de calibracdo em
solugdo tampdo com pH 4,4. O registo de calibracdo dos ESIs 7, cujos resultados néo se
apresentam neste documento, foi também consistente com este comportamento e com os valores

de declive observados para os elétrodos com o aditivo TOB.

Os elétrodos sem TOB avaliados em urina a pH 4,9 evidenciaram caracteristicas de
resposta semelhantes as obtidas nos ensaios a pH 4,3. Nestas condicdes, os valores de declive
obtidos para os ESI 1 e 2 foram iguais a, respetivamente, -5,3 e -27,6 mV/década. Os elétrodos
com TOB indicaram, porém, aumentos significativos na sensibilidade, com declives dos ESIs 4
e 5 iguais a -65,1 e -57,3 mV/década, respetivamente. Estes aumentos significativos de
sensibilidade indicam porém uma elevada sensibilidade dos elétrodos a variacdo do pH da

solucdo analisada, 0 que se pode tornar critico na analise de amostras reais.

De uma forma geral, a utilizacdo de urina diluida promoveu uma reducdo de sensibilidade
dos ESIs com materiais MIP 2, um comportamento inerente & presenca de um elevado nimero
de interferentes em contacto direto com a membrana seletiva. Essa reducdo de sensibilidade ndo
condicionou porém uma possivel aplicacdo pratica destes elétrodos, uma vez que o valor tedrico
de declive esperado depende do grau de ionizacdo da proteina nas condi¢cBes de ensaio, uma
informacdo que parece ainda ser desconhecida. Embora os elétrodos com MIP e TOB tivessem
apresentado uma maior sensibilidade, a escolha destes elétrodos poderia ndo ser a mais
adequada do ponto de vista pratico, face a grande variabilidade do seu comportamento perante

pequenas variacdes de pH.

3.4.1. Aplicacao Analitica

Recorrendo as melhores condicdes de trabalho selecionadas anteriormente, procedeu-se a
aplicacdo do dispositivo na determinacdo de CEA numa amostra diluida de urina. Para este
efeito, os elétrodos foram mergulhados na amostra diluida e foram efetuadas adi¢des de solugdo
tampdo de modo a promover diferentes niveis de concentracdo de CEA no meio, sendo estes
valores diferentes daqueles presentes na curva de calibracéo realizada com solucGes padréo. Os

niveis de concentracdo de CEA escolhidos para este ensaio ndo foram definidos de acordo com
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os valores esperados fisiologicamente, uma vez que ndo foi possivel encontrar um valor de cut-
off para a urina. Existem sim niveis de CEA com interesse clinico no sangue, que referem
geralmente concentracfes superiores a 5 ng/mL relacionados com uma possivel evolugdo da

doenca cancerigena, entre as quais o cancro do colo-retal.

Os elétrodos utilizados neste ensaio apresentavam como material sensor PANI/CEA-
VB/oPD, tendo sido calibrados antes da analise da urina. O registo de calibracdo obtido
encontra-se representado na Figura 3.6, tendo-se obtido um declive igual -49,0 mV/década, com
um limite de detecdo de 42 pg/mL e um coeficiente de correlacdo de 0,996. Os valores de
potencial correspondentes a analise da amostra de urina real dopada com CEA encontram-se
também representadas graficamente na Figura 3.6. (direita). A resposta linear relativa a esta
regido de concentragdes correspondeu a um declive igual a -38,6 mV/década e um coeficiente
de correlagéo de 0,999.

0T Calibrac i 25 7
= alibracdo em urina T Amostra dopada
20 - y = -49,041x - 169,46 20 1
1 R? = 0,9964 ]
y =-38,631x - 130,7
] Rz = 0,9997
30 + 15 L
s s 15 -
E E
I ww
20 + 10 +
10 + 5 |
0 o +—+—"t——t—t——t—t—
45 4.0 35 30 40 -39 38 37 -36 -35 -34

log [CEA, pg/mL] log [CEA, pg/mL]

Figura 3.6. Calibragdo do ESI 2 (esquerda) e aplicacdo numa amostra sucessivamente diluida.

O calculo das concentracdes de CEA presentes na amostra no decurso dos varios graus de
diluicdo originou erros sempre inferiores a 10%. Aos valores tedricos de concentracdo de CEA
iguais a 125,6; 168,9; 238,1 e 333,3 pg/mL, corresponderam valores experimentais iguais a
137,1; 176,6; 233,3 e 305,1 pg/mL. Estes valores encontram-se também representados na Figura
3.7. Os erros associados a esta analise foram por isso +9, +5, -2 e -8%, respetivamente,
correspondendo a um erro médio igual a +1% (com um desvio padrdo numérico igual a + 0,08

pg/mL).
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Figura 3.7. Concentragdes de CEA tedricas e experimentais obtidas em amostras de urina.

De uma forma geral, a aplicacdo dos elétrodos com o material sensor PANI/CEA-
VB/oPD (e sem aditivo TOB) na analise de urina diluida e dopada com CEA padrdo produziu
0s resultados exatos e precisos. A aplicagdo préatica deste dispositivo em contexto real carece
porém da aplicagdo do mesmo na andlise de amostras reais de soro, incluindo amostras de

individuos saudaveis e doentes.
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4. Conclusao
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A técnica de impressdo molecular do CEA em superficie foi desenvolvida com sucesso,
recorrendo a processos tecnicamente simples. A introducdo de um mondmero carregado na fase
de impressdo molecular revelou-se importante, contribuindo para que a resposta
potenciométrica ndo dependesse da adicao de aditivos lipofilicos externos (como é habitual no
caso de impressdo molecular de proteinas). A interacdo entre o CEA e 0s materiais
biomiméticos revelou-se de grande importancia, uma vez que 0S materiais sem impressao

molecular ndo promoveram uma resposta potenciométrica adequada.

De uma forma geral, a metodologia de concecdo dos sensores revelou-se simples, com
baixo tempo de resposta, baixo limite de detecéo e a boa sensibilidade para a detegdo do CEA.
Com a escolha de uma membrana adequada, 0 método proposto foi simples, sensivel, de baixo

custo e alternativo aos métodos analiticos ja existentes para a detecdo do CEA.

No entanto, como em todos os trabalhos, é importante considerar que este sensor
biomimético poderia ser alvo de melhorias posteriores. Tendo em conta estudos ja
concretizados, seria interessante a sua aplicacdo numa outra amostra bioldgica, como soro ou
saliva, a sua aplicacdo com uma abordagem técnica diferente, incluindo o mesmo material
sensor em dispositivos miniaturados com leitura elétrica, ou a sua fusdo com leituras éticas pela

introducdo de marcadores apropriados, entre outros.
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