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Resumo

A incidéncia do cancro da pele em Portugal continua a ser preocupante em
relacdo a média europeia. No que diz respeito ao melanoma, apesar de representar
apenas 4% de todos os cancros da pele, representa a forma mais agressiva, devido
ao seu elevado potencial de metastizacdo, sendo responsavel por cerca de 75%
das mortes que estdo associadas as neoplasias cutaneas. Alguns estudos
demonstraram que a expressdo da galactina-3 (Gal-3) estava associada a
progressdo do melanoma, pelo que podera ser usada como um marcador da
monitorizacdo da eficacia terapéutica, como por exemplo da radioterapia.
Adicionalmente, a Gal-3 tem revelado uma enorme versatilidade diagnéstica, tendo
sido demonstrada a sua importancia como biomarcador em diversos tipos de
cancro, em doencas cardiacas e mais recentemente em distlirbios metabdlicos
como a diabetes.

Neste sentido, este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento e a
otimizacdo de um biossensor eletroquimico com base em polimeros de impresséo
molecular (do inglés, molecularly-imprinted polymer, MIP) para a monitorizagéo do
efeito da radioterapia no melanoma, através da dete¢cdo da Gal-3. O
reconhecimento da molécula alvo foi feita através de um material MIP, criado na
superficie do elétrodo por eletropolimeriza¢do da mistura do analito (Gal-3) com o
monomero (2-Aminofenol). Este processo formou entdo um polimero ndo condutor
com locais de reconhecimento, demonstrando afinidade para a Gal-3.
Posteriormente, a proteina foi removida por um tratamento com &cido oxalico.

O controlo da modificagcdo da superficie foi feito por espetroscopia de
RAMAN e por técnicas eletroanaliticas, nomeadamente a espetroscopia de
impedancia eletroquimica (do inglés, electrochemical impedance spectroscopy,
EIS) e a voltametria ciclica (do inglés, cyclic voltammetry, CV). A avaliacdo do
desempenho analitico do sensor foi feita por EIS seguindo a resposta obtida com
solugdes padrao entre os 0,5 ng/mL e 5 ng/mL de Gal-3. A resposta obtida foi de
interesse analitico, considerando que individuos saudaveis apresentam um nivel
fisiolégico normal de 30 ng/mL. De uma forma geral, o biossensor apresentou um

bom desempenho analitico geral em termos de limite de detecao, tempo de resposta
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e reprodutibilidade. As caracteristicas de desempenho do material MIP em soro
foram também adequadas, considerando possiveis aplicagBes posteriores em
amostras reais, revelando um reduzido impacto dos varios componentes deste
fluido na resposta do biossensor.

Face ao exposto, o biossensor desenvolvido com base em anticorpos
plasticos (MIP’s) como elemento de biorreconhecimento, mostrou caracteristicas
relevantes em termos de simplicidade e sensibilidade, demonstrando um grande

potencial para a aplicacédo no local em pesquisa médica e diagnaostico clinico.

Palavras-chave: Biossensor, Gal-3, melanoma, polimeros de impresséo molecular.
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Abstract

The incidence of skin cancer in Portugal remains worrying compared to the
European average. Regarding melanoma, despite representing only 4% of all skin
cancers, it is the most aggressive form due to its high metastatic potential, being
responsible for about 75% of deaths that are associated with skin cancer. Studies
have shown that galactin-3 (Gal-3) expression was associated with melanoma
progression and therefore it could be used as a marker for monitoring therapeutic
efficacy, such as radiotherapy. In addition, Gal-3 has shown remarkable diagnostic
versatility and its importance as a biomarker in various cancers, heart disease and
more recently metabolic disorders such as diabetes has been demonstrated.

Thus, this work aimed at the development and optimization of an
electrochemical biosensor based on molecular imprinted polymers (MIP) for
monitoring the effect of radiotherapy in melanoma by detecting Gal-3.

The target molecule was recognized by a MIP material, created on the
electrode’s surface by electropolymerizing a mixture of the analyte (Gal-3) and the
monomer (2-aminophenol). This process formed a non-conductive polymer with
recognition sites showing affinity for the Gal-3. After this, the protein was removed
from the polymeric material by oxalic acid treatment.

The control of the surface modification was monitored by RAMAN
spectroscopy and electroanalytical techniques, namely electrochemical impedance
spectroscopy (EIS) and cyclic voltammetry (CV). The analytical performance of the
sensor was evaluated by EIS, by following the analytical response of standard
solutions ranging from 0,5 ng/mL to 5 ng/mL Gal-3. The response obtained was of
analytical interest, considering that healthy individuals show normal physiological
levels of 30 ng/mL. In general, the biosensor displayed good analytical features,
considering limit of detection, response time and reproducibility. The analytical
features of the MIP material in serum were also suitable, considering future
applications in real samples, evidencing a reduced impact in the response of the

biosensor from components of biological fluids.



In general, the biosensor developed using plastic antibodies (MIPs) as a
biorecognition element showed excellent features in terms of simplicity and
sensitivity, demonstrating huge potential for on-site application in medical research

and clinical diagnosis.

Keywords: Biosensor, Gal-3, melanoma, molecularly-imprinting polymers.
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Desenvolvimento de um biossensor eletroquimico para monitorizacdo da radioterapia no melanoma

Capitulo 1 - Introducéo

O corpo humano é constituido por tecidos formados por células normais, que
por sua vez formam 6rgaos e que sdo capazes de se multiplicar e dividir através de
um processo natural para formar novas células. Cada célula é codificada por genes
que estdo envolvidos nos processos celulares como o0 crescimento,
desenvolvimento, diferenciacdo, reparacdo, sobrevivéncia, morte e divisao,
apresentando um ciclo de vida no qual envelhecem, morrem e sao substituidas por
novas células. No entanto, os genes podem sofrer mutacées durante os processos
replicativos das células, que por seu turno podem dar origem ao processo de
carcinogénese, onde possuem um aumento e descontrolo da capacidade de divisao
celular, bem como a evaséo a morte celular [1,2].

O crescimento progressivo do niumero de casos anuais de cancro deve-se,
sobretudo, ao aumento da esperanca de vida da populacao portuguesa. Segundo a
International Agency for Research on Cancer (IARC), uma previséo realizada com
base apenas no envelhecimento da populagéo, determinou um aumento dos novos
casos de cancro em 13,7% na Unido Europeia e de 12,6% em Portugal [3,4].

De acordo com a Direcdo Geral de Saude, um estudo realizado em 2015,
demonstrou que os cancros mais frequentes foram os da mama, préstata, colon,
pulmé&o e estbmago, que em conjunto representaram cerca de 51,3% do total dos
casos de patologias oncoldgicas em Portugal. No sexo masculino, 32,1% dos
tumores tiveram origem no aparelho génito-urinario, sendo o cancro da préstata
mais frequente e 31,7% dos casos tiveram origem no aparelho digestivo.
Relativamente ao sexo feminino, o cancro mais frequente foi o da mama com cerca
de 30,2%, seguido do cancro do célon, da tiroide e do estbmago. Relativamente ao
cancro da pele, de acordo com Anténio Figueiredo, presidente da Sociedade
Portuguesa de Dermatologia e Venereologia, a sua incidéncia em Portugal continua
a ser preocupante em relacdo a média europeia. No que diz respeito ao melanoma,
apesar de representar apenas 4% de todos os cancros da pele, representa a forma

mais agressiva, devido ao seu elevado potencial de metastizagdo, sendo
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responsavel por cerca de 75% das mortes que estdo associadas as neoplasias
cutaneas [5,6].

O melanoma é uma neoplasia maligna, inicialmente considerada como um
tipo de tumor radiorresistente. No entanto, estudos realizados demonstraram que a
radioterapia (RT) se tornou uma opcéo terapéutica eficiente, ao apresentar uma
eficacia de aproximadamente 40 a 50% em casos paliativos, nos quais ocorre dor
O0ssea, compressao da espinal medula e disfuncdo do sistema nervoso. A RT
consiste numa modalidade terapéutica que recorre a radiacdo ionizante que é
gerada num acelerador linear e pode ser administrada de forma neoadjuvante,
adjuvante ou concomitante. Esta modalidade terapéutica € usada em casos de
melanoma da pele por ser uma forma de tratamento eficaz e segura quando
utilizada em casos curativos e paliativos, apresentando taxas de controlo da doenca
favoraveis com uma toxicidade minima associada [7,8].

Como se trata de uma patologia cuja incidéncia tem vindo a aumentar, uma
vez que se prevé que na populacdo caucasiana este aumento seja de
aproximadamente 3 a 7% por ano, surgiu a necessidade de melhorar as estratégias
de prevencao, através da consciencializacao para este problema de saude publica,
de monitorizacdo e do acompanhamento dos doentes em tratamento. Neste
contexto, 0s biossensores, surgiram como uma alternativa aos métodos
convencionais, por fornecerem uma leitura direta e rapida dos resultados, sem que
haja a necessidade de haver um transporte das amostras para um laboratério [9].

Desta forma, este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento e
otimizacdo de um biossensor eletroquimico para a monitorizacdo do efeito da
radioterapia no melanoma, através da detecdo de uma proteina, a galactina-3 (Gal-
3). Esta proteina constitui um potencial biomarcador em doencas cardiacas, em
diversos tipos de cancros assim como em disturbios metabodlicos como a diabetes,
podendo por isso amplificar a utilizacdo de um possivel biossensor para esta
proteina. Neste sentido este projeto resulta da necessidade de criar uma nova
estratégia de monitorizacdo do melanoma atraveés da criagdo de um dispositivo mais
barato, rapido e sensivel, que possa ser comercializado e desta forma integrar todo

0 processo associado ao tratamento e follow-up desta patologia. Assim, pretende-
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se, ao longo deste trabalho compreender, desenvolver e otimizar um biossensor
que seja funcional e eficiente, tornando-o seletivo para a proteina em questdo. No
entanto, como se trata de uma area que requer estudo e desenvolvimento, o objetivo
€ dar inicio a este trabalho, para que no futuro possam ser criados dispositivos
sensiveis, com uma resposta adequada aos objetivos propostos.

Relativamente a organizacéo deste trabalho, este esta organizado em cinco
capitulos, sendo que no primeiro é apresentada uma breve introducéo ao tema com
0 objetivo de contextualizar a escolha do trabalho desenvolvido. No capitulo Il sdo
apresentadas consideragfes tedricas relativas ao melanoma. Para isso focam-se
aspetos relacionados com o desenvolvimento da patologia e fatores que lhe estao
associados. Para além disto, sdo descritos os biomarcadores que existem,
atualmente, para a doenca, em especifico a Gal-3, que sera o biomarcador utilizado
para o desenvolvimento do biossensor, sendo também abordados conceitos
teoricos relativos aos biossensores e aos polimeros de impressdo molecular. O
capitulo Il descreve o procedimento experimental e analitico para o
desenvolvimento de um biossensor e no capitulo IV sdo apresentados e discutidos
os resultados obtidos ao longo de todas etapas de desenvolvimento do projeto. Por
fim, no capitulo V s@o descritas as consideracdes finais sobre todo o trabalho

desenvolvido assim como as suas perspetivas futuras.
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Capitulo 2 - Fundamentacéo Teobrica

1. Melanoma

O melanoma é uma neoplasia maligna que tem origem nos melandcitos e
que se desenvolve quando ocorrem danos irreparaveis no DNA das células da pele,
muitas vezes causadas pela radiac&o ultravioleta proveniente do sol ou pela pratica
de solario. Estes fatores podem desencadear mutacfes genéticas que promovem a
multiplicacdo rapida das células e consequentemente a formacdo de tumores
malignos [10,11].

A pele é considerada o maior 6rgdo do corpo humano e é constituida por
duas camadas: a epiderme e a derme como se pode observar na figura 2.1. A
epiderme é um tipo de tecido epitelial cuja funcéo é proteger o corpo e controlar a
sua temperatura e para além dos queratindcitos, é constituida por dois tipos de
células dendriticas, as células de Langerhans e os melandcitos. As células
Langerhans sdo células dendriticas processadoras de antigénios, localizadas na
camada suprabasal da epiderme e que representam um papel fundamental na

resposta celular aos antigénios tumorais e aos microrganismos [12,13].

Melanina

Melanacitos
Epiderme

Derme Melanoma

Hipoderme

Camada Muscular

Figura 2.1 - Representacdo esquematica das camadas da pele [14].

Este tipo de tumores resulta da transformacdo maligna dos melandcitos

(produtores de melanina na camada basal da epiderme) que tém origem na crista-
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neural e migram para a pele e para outros locais na periferia durante o
desenvolvimento fetal. Encontram-se maioritariamente na pele, mas também
podem estar localizados no revestimento das mucosas, nevos melanociticos ou
congénitos, nas visceras e nos olhos. O ciclo de vida dos melandcitos tem em conta
varias etapas, que incluem a especificagdo da linhagem para as células
embriogénicas da crista neural (melanoblastos), a migracdo e proliferacdo destes,
a diferenciacdo e maturacdo em melandcitos capazes de produzir melanina assim
como o transporte dos melanossomas para queratindcitos e eventualmente a morte
celular. Este tipo de eventos é regulado por diferentes fatores genéticos e
epigenéticos, assim como fatores ambientais como a radiagdo ultravioleta. A
sintetizacdo da melanina pelos melandcitos ocorre através de um processo
denominado de melanogénese. Desta forma, a formacdo da melanina ocorre no
corpo celular no interior de um organelo, o melanossoma. Posteriormente, 0s
melanossomas séo transportados para a superficie do melandcito através das
dendrites e sdo posteriormente libertados no citoplasma dos queratindcitos,
agrupando-se sobre 0 seu nudcleo protegendo-o da radiacdo UV (ultravioleta)
[15,16].

Tal como foi referido anteriormente, 0 melanoma resulta da proliferacéo
descontrolada dos melanécitos. Neste sentido, modelos de progressdo tumoral
descrevem que a formacdo do melanoma tem origem nos melandcitos que sofreram
hiperplasia e posteriormente displasia, evoluindo para neoplasia. Numa fase inicial,
as células tendem a crescer horizontalmente na transicdo dermo-epidérmica, nao
havendo a probabilidade de desenvolvimento de metastases. Esta fase é chamada
de fase radial de crescimento e caracteriza os melanomas in situ. Por outro lado,
guando as células invadem a derme e adquirem a capacidade de invasao vascular
e linfatica, assim como a probabilidade de ocorrer metastizacdo estamos perante a
fase vertical de crescimento como se pode observar na figura 2.2 [17].

Desta forma, a transformacg&o neoplasica dos melandcitos da origem ao
melanoma maligno e segundo a Associacéo Portuguesa de Cancro Cutaneo, cerca
de 30% dos casos de melanoma surgem a partir de lesbes pigmentadas prévias,

sendo este um dos tipos de cancro mais grave cujas hipéteses de sobrevivéncia
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dependem, particularmente, de um diagndstico e tratamento adequado e precoce
[11,12,18-20].

Benign Nevus  Dysplastic Nevus LI Reftal GIoNIN Metastatic Melanoma
Phase Phase

@ F-cadherin @
® loss @®

CDKN2A & PTEN
loss
@
1S
Q
b=
Q
i
Basement [ \_/ i
membrane BRAF Increase
mutation
g Distant
= a) b) < d) metastases e)

Figura 2.2 - Representacdo da progressdo do melanoma. a) Nevo benigno:
proliferacdo controlada dos melandcitos normais; b) Nevo displasico/atipico: crescimento
anormal dos melandécitos num nevo pré-existente ou numa nova localizagdo que resulta
numa leséo pré-maligna; c) Crescimento radial: os melandcitos adquirem a capacidade de
proliferar horizontalmente na epiderme e histologicamente apresentam uma atipia continua.
A caderina-E tem como objetivo confinar as células a epiderme, no entanto, algumas células
podem invadir a derme; d) Crescimento vertical: ocorrem diversos eventos bioquimicos que
incluem a perda da caderina-E e a expresséo da caderina-N, que permite que as células
malignas invadam a membrana basal e proliferem verticalmente na derme com potencial
metastético; e) Melanoma metastatico: os melandcitos malignos propagam-se para outras
areas do corpo, comecgando pelos nodos linfaticos seguido da pele, tecidos moles, pulmdes

e cérebro [21].
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1.1. Incidéncia e epidemiologia

Nos ultimos anos, verificou-se uma diminuicdo da incidéncia em varios tipos
de tumores, no entanto, 0 melanoma continua a apresentar um aumento continuo
por todo o mundo (cerca de 4-8%/ano), tornando-se assim num problema
socioecondmico e de saude publica [19,22].

No inicio do século XX, o melanoma era considerado um tumor raro, no
entanto, o risco de desenvolvimento nos EUA foi aumentando gradualmente nos
altimos anos com uma incidéncia de aproximadamente 1/1500 em 1935, 1/1250 em
1980, 1/100 em 1991 e 1/70 em 2002. Por outro lado, em Portugal, surgem,
anualmente cerca de 700 casos de melanoma maligno e segundo o Registo
Oncoldgico Regional (ROR), a incidéncia do melanoma é de aproximadamente 6-8
casos/100000 habitantes que é semelhante a existente em paises do Sul da Europa

tais como, Espanha e Italia [6,12] .

1.2. Fatores derisco

Atualmente, o melanoma é considerado uma doenca multifatorial que pode
resultar da interacdo entre a suscetibilidade genética e a exposicdo ambiental. O
fator de risco ambiental mais importante e potencial para o desenvolvimento do
melanoma é a exposicdo a radiacdo ultravioleta (UV) devido ao seu efeito
genotoxico, que de acordo com Elwood et al. € um fator de risco determinante para
o desenvolvimento deste tipo de patologia. Para além disto, a exposicao a radiacao
ultravioleta artificial pode apresentar um papel importante no desenvolvimento do
melanoma, uma vez que a acumulacao de radiacdo UVA proveniente da pratica de
solario, é significativamente superior em comparacdo com a exposi¢cao solar em
atividades ao ar livre ou em banhos de sol [22].

Um dos fatores de risco mais importante no desenvolvimento do melanoma,
esta associado ao numero de nevos melanociticos, a histéria familiar ou a
suscetibilidade genética. Os nevos melanociticos sdo acumulacdes benignas de

melandcitos ou células de nevos que podem ser congénitas ou adquiridas, sendo
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que cerca de 25% dos casos de melanoma ocorrem em conjunto com nevos pré-
existentes. Neste sentido, a contagem total de nevos estd positivamente
correlacionada com o risco de melanoma e varia tendo em conta o numero, tamanho
e tipo de nevo. Para além disto, a existéncia de historia familiar de melanoma
constitui também um dos fatores de risco por apresentar uma componente
hereditaria, assim como a histéria pessoal de cancro da pele ndo melanoma e o
xeroderma pigmentosum (doenca hereditaria caracterizada por uma sensibilidade
extrema aos raios ultravioleta provenientes da luz solar). Estudos epidemioldgicos
realizados identificaram ainda caracteristicas fenotipicas tais como, cabelo loiro ou
ruivo, pele e olhos claros, sardas, sensibilidade ao sol e dificuldade em bronzear
com um risco aumentado de desenvolvimento de melanoma de aproximadamente
50% [11,22,23].

1.3. Fatores de prognéstico

A detecdo e o tratamento precoce do melanoma, normalmente séo eficazes
neste tipo de patologia, com uma sobrevida superior a 90% aos 5 anos. No entanto,
quando ocorre o desenvolvimento de metéstases, a sobrevida média € de apenas
6 a 9 meses. Assim, a identificacdo de fatores de risco para o desenvolvimento
deste tipo de patologia continua a ser de extrema importancia para que haja um
diagnéstico e tratamento cada vez mais precoce [19].

No que diz respeito aos fatores que influenciam o progndstico, séo analisados
parametros clinicos como a idade, o sexo, o didmetro da lesdo, o local de
acometimento e a presenca ou ndo de ulceracdo. Por outro lado, também sdo
analisadas caracteristicas histopatologicas como o subtipo, o indice de Breslow
(espessura do melanoma), o indice mitético, a fase de crescimento (radial ou
vertical), a existéncia de invasdo neural e a regresséo tumoral [19,24].

Neste sentido, o diagndstico e o tratamento precoces continuam a ser a
melhor forma de abordar o melanoma, sendo que o conhecimento das

caracteristicas epidemiologicas, clinicas e histopatoldgicas do melanoma maligno
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podem contribuir para melhorar o diagndstico precoce e, consequentemente, o

aumento da sobrevivéncia e a diminuicdo da mortalidade e da morbilidade [17].

1.4. Tipos de tratamentos

Relativamente ao tratamento do melanoma, tendo em conta o estadiamento,
uma equipa multidisciplinar avalia e determina qual a melhor abordagem a adotar.
Neste sentido, a cirurgia € considerada a modalidade terapéutica mais eficaz no
tratamento deste tipo de patologia, no entanto, a radioterapia, tem evoluido
constantemente nos ultimos anos e o surgimento de estudos clinicos prospetivos
e/ou randomizados permitiram a radioterapia assumir um papel cada vez mais
importante no tratamento do melanoma. Apesar de inicialmente ser utilizada apenas
em casos paliativos, o desenvolvimento de experiéncias clinicas nesta area assim
como a aquisi¢cdo de um conhecimento mais aprofundado sobre as caracteristicas
radiobiologicas das células do melanoma, permitiu contrariar o facto de este ser um
tipo de tumor radiorresistente. Neste sentido, atualmente a RT é considerada a
modalidade n&o-cirirgica mais eficaz na terapia loco-regional do melanoma,
fazendo parte da abordagem multidisciplinar. Desta forma, estudos realizados
demonstraram que esta modalidade é considerada uma opcéo eficaz e segura tanto
no tratamento curativo como paliativo do melanoma, apresentando uma taxa de
controlo eficaz da doenga com baixa toxicidade [9].

A RT € assim, uma modalidade terapéutica que utiliza radiacdo ionizante de
elevada energia que normalmente é gerada num aparelho, denominado de
acelerador linear. Esta tem como objetivo administrar uma dose de radiacéo
ionizante, que forma ides e deposita energia nas células dos tecidos por onde
passa. Esta energia depositada tem a capacidade de provocar a morte das células
tumorais ou de causar alteracbes genéticas, que podem resultar na sua morte.
Desta forma, a radiagdo de alta energia danifica o material genético das células e

bloqueia a sua capacidade de diviséo e proliferacao [25,26].
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1.5. Diagnéstico

Tal como referido anteriormente, o melanoma continua a ser a patologia com
maior taxa de mortalidade no cancro da pele e neste sentido, a detecdo precoce
continua a ser um dos fatores preponderantes para a reducéo da mortalidade. Como
se trata de uma patologia cuja localizacao é cutanea, é possivel fazer uma detecéo
precoce recorrendo a abordagens nado invasivas, no entanto, a exame patoldgico

continua a ser a forma mais utilizada para diagnosticar o melanoma [22].

1.6. Biomarcadores para melanoma

A incidéncia do melanoma cutaneo, mais do que duplicou nas ultimas
décadas em todos os paises, especialmente em regifes com populacdes de pele
clara. No entanto, apesar dos métodos clinicos, bioquimicos e histolégicos
fornecerem informacfes sobre o comportamento desta patologia, esta continua a
ser uma doenca imprevisivel. Como apresenta uma taxa de mortalidade elevada,
existe uma necessidade de procurar novos biomarcadores que sejam adequados e
Uteis para um diagnostico precoce, estadiamento, prognostico, assim como a
monitorizac&o da resposta ao tratamento [27,28].

Neste sentido, os biomarcadores apresentam propriedades moleculares, que
permitem nao s a detecao e o diagnostico, como também fornecem informacdes
relacionadas com o comportamento biolégico do tumor e 0s mecanismos que estédo
associados a resisténcia e/ou sensibilidade ao tratamento. Os biomarcadores para
melanoma podem ser divididos em diferentes categorias, sendo que grande parte
deles apresenta uma maior expressdo nas ceélulas de melanoma em relagdo as
células do tecido normal, podendo assim ser utilizados como marcadores de
diagnostico. Para além destes, existem outros biomarcadores que podem servir de
marcadores preditivos ou de prognéstico devido a sua expressdo aumentada em
estadios avancgados da doencga, como indicadores da resposta ao tratamento ou da

recorréncia da doenca durante o periodo de follow-up [27].
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Um biomarcador deve ser uma molécula metabolicamente e analiticamente
estavel que seja detetavel e/ou quantificavel no sangue ou noutros compartimentos
que contém fluidos corporais, que sao acessiveis através de procedimentos
minimamente invasivos. Este tipo de biomarcador deve permitir o diagnéstico do
tumor ou a possivel resposta de um doente a um determinado tratamento, devendo
apresentar sensibilidade e especificidade suficiente para minimizar os resultados
falsos-positivos e falsos-negativos. Neste momento, no que diz respeito ao
melanoma, ndo existe um biomarcador ideal, sendo que caracteristicas patoldgicas
do tumor como a espessura de Breslow, a taxa mitética e o estado de ulceracéo,
sdo fatores de prognadstico importantes, que apenas podem ser determinados apoés
realizacdo de uma bidpsia ou ressecédo cirurgica do tumor. No entanto, como as
células de melanoma e as moléculas extracelulares que Ihe estdo associadas
fornecem um acesso analitico ndo invasivo, uma vez que libertam proteinas e outras
células no fluido extracelular, quando presentes na corrente sanguinea, podem
servir de biomarcadores séricos. Neste sentido, com o objetivo de demonstrar 0s
varios biomarcadores que atualmente sdo alvo de estudo em melanoma, foi
elaborada a tabela 2.1 [27,28].
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Tabela 2.1 — Exemplos de biomarcadores que atualmente sdo alvo de estudo em

melanoma [28].

BIOMARCADOR

CORRELAGAO

AUTOR

LDH

Estadio do tumor; prognéstico

Taxa de sobrevivéncia

Egberts et al. [29]
Balch et al. [30]

Tirosinase

Prognéstico
Taxa de sobrevivéncia

Sobrevivéncia global

Quaglino et al. [31]
Visus et al. [32]
Samija et al. [33]

COX-2

Progressao tumoral

Espessura de Breslow

Kuzbicki et al. [34
Becker et al. [35]

cMMP-1 e MMP-3

Sobrevivéncia livre de doenca.

Nikkola et al. [36]

MMP-9

Mau prognéstico

Nikkola et al. [37]

MMP-2

Progressao tumoral

Rotte et al. [38]

VEGF

Estadio do tumor; sobrevida
Progressao tumoral

Estadio do tumor

Ugurel et al. [39]
Quaglino et al. [31]
Pelletier et al. [40]

Osteopontina

Espessura de Breslow e sobrevida
Mau prognéstico

Estadio tumoral

Rangel et al. [41]
Alonso et al. [42]
Maier et al. [43]

Gal-3

Progressao tumoral

Brown et al. [44]

YKL-40

Progressao tumoral
Mau prognéstico

Estadio do tumor

Scmidt et al. [45]
Schmidt et al. [46]
Egberts et al. [29]

MIA

Taxa de sobrevida

Mau prognostico

Diaz-Lagares et al. [47]
Essler et al. [48]

CEACAM

Estadio do tumor e sobrevida

Sapoznik et al. [49]

S100B

Taxa de sobrevida
Detecao de metastases

Mau prognostico

Bouwhuis et al. [50]
Oberholzer et al. [51]
Beyeler et al. [52]

IgG4

Progressao e sobrevida global

Karagiannis et al. [53]

IL-8

Tumor burden, estadio e sobrevida

Sanmamed et al. [54]
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1.6.1. Galactina-3 como biomarcador do melanoma

Tal como referido anteriormente, o melanoma € considerado um dos tumores
malignos mais agressivos, com pior prognéstico em doentes com estadios
avancados e cuja mortalidade esta particularmente associada com a presenca de
metastases. Apesar de ter havido um aumento da consciencializacao e da detecéo
precoce com o objetivo de diminuir a probabilidade de recorréncia, ainda € dificil
identificar doentes inicialmente diagnosticados com melanoma localizado, que
futuramente possam desenvolver doenca metastatica. Neste sentido, um dos
grandes desafios nesta area, passa por compreender quais as alteracdes
moleculares que estdo associadas a progressao desta doenca, que normalmente é
acompanhada por multiplas alteracdes genéticas, epigenéticas e ambientais. Desta
forma, a identificagéo e o conhecimento dos mecanismos moleculares que estéo na
origem destas alteracdes, sdo essenciais para o desenvolvimento e a escolha dos
tratamentos mais adequados [28].

Estudos realizados na area demonstraram que em determinados tipos de
cancro como o cancro da mama, da tiroide, colorretal e melanoma, existe uma
desregulacéo das galactinas, que provocam uma inibicdo da apoptose das células
tumorais, promovendo o crescimento do tumor e aumentando o desenvolvimento
de metéstases. No entanto, apesar de ja terem sido estudadas as suas funcées em
diferentes tipos de cancro, a sua funcdo no melanoma ainda ndo é totalmente
compreendida [29].

As galactinas sdo um grupo de proteinas que tém a capacidade de se ligar
aos agucares [(3-galactosidases e estdo envolvidos em varias fungdes bioldgicas.
Cada uma apresenta um dominio de reconhecimento de carbohidratos (CRD) sendo
classificados de acordo com o numero e estrutura dos CRD’s. Relativamente a
arquitetura das mesmas, estas podem ser divididas em galactinas tandem
(galactinas 4, 5, 8, 9 e 12), prototipicas (galactinas 1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14 e 15) e
guiméricas (galactina-3). As galactinas tandem apresentam duas subunidades de

CRD’s conectadas por um “linker”, as prototipicas apresentam apenas uma
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subunidade de CRD e as quiméricas apresentam um CRD, um dominio semelhante
ao colagénio e um dominio N-terminal (figura 2.3) [29-31].

Prototipicas Tandem Quiméricas
Galactinas 1, 2, 5,7, 10,11, 13, 14, 15 Galactinas 4, 6, 8,9, 12 Galactina 3

1. Fosforilagdo S6
2. Localizagao nuclear
3. Oligomerizacao

Z : Clivagem do MMP2 (Matrix
Galactinas 9
Galactinas 1 Metallopeptidase 2)
1. Liga-se ao recetor de células T (TCR) Liga-se ao V-CAM-1 (vascular cell 1. Liga-se ao TCR/VEGF-R2
2. Adesdo as células de melanoma adhesion molecule 1) 2. Ades3o as células do melanoma
3. Inibicao da apoptose

2C
o JR )

Dimenzation Lattica

Figura 2.3 — Semelhancas e diferencas entre as trés classes de galactinas [29].

Relativamente a Gal-3, esta € uma proteina multifuncional membro da familia
das lectinas, com uma estrutura quimérica que desempenha um papel importante
na adesao, proliferacao, diferenciacao, angiogénese e metastizacdo em varios tipos
tumores, sendo que a sua expressao esta correlacionada positivamente com o
potencial metastético das linhas celulares de melanoma humano. Tanto a atividade
pro como anti-apoptotica da Gal-3 foram encontradas em determinados tumores
estudados, tendo sido demonstrado que a expressdo desta proteina pode estar
associada a progressdo do melanoma, podendo funcionar como um marcador de
monitorizacdo terapéutica do melanoma (figura 2.4). Estudos realizados
demonstraram que em comparag¢ao com 0s nevos benignos, o melanoma localizado
em areas expostas ao sol, apresenta uma maior expressao citoplasméatica e nuclear
da Gal-3 e para além disto, foi demonstrado que a expressdo desta proteina para
além de estar correlacionada com a presenca de metastases, também esta

associada a um pior prognostico da doenca. Mediante a imunohistoquimica foi
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possivel identificar a presenca da Gal-3 em compartimentos membranares das
células do melanoma, apresentando uma expressdo aumentada no soro dos
pacientes. Desta forma, é de salientar que esta proteina pode ter um papel no
desenvolvimento de metastases no melanoma através de diversos mecanismos,
uma vez que esta se encontra localizada em varios compartimentos subcelulares
no interior do microambiente tumoral. A Gal-3 pode entdo ligar-se a mdltiplas
proteinas da superficie celular que expressam glicanos podendo formar homo-
oligbmeros ou pentameros quando se ligam a glicanos multivalentes, que permitem
ligar-se a um amplo espetro de moléculas da superficie celular para iniciar a adeséo
e a formacéo de metastases [29,31,32].

Relativamente a detecdo de proteinas, existem diversos métodos que podem
ser utilizados na area da eletroquimica, tais como métodos 6ticos, separativos entre
outros. No entanto, para a Gal-3 e apds uma pesquisa bibliografica, verificou-se que
nao existem métodos eletroquimicos desenvolvidos para esta proteina. Porém,
como esta tem apresentado bons resultados como potencial biomarcador em
diversas areas e, uma vez que 0s biossensores sao dispositivos sensiveis,
seletivos, acessiveis e relativamente faceis em termos de desenvolvimento
comparando com outras técnicas que poderiam ser utilizadas, verificou-se que a
construcdo de um biossensor para a detecdo desta proteina seria a forma mais
rapida e simples para desenvolver uma nova estratégia de apoio ao tratamento do

melanoma, através da monitorizacédo da eficacia da radioterapia [33].
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CD8 +célulaT S |

X

Matriz extracelular

AL Galectina-1 I Blogueio da dimerizagdo

* ( Galectina-3 Y Recetorde células T

Figura 2.4 — Funces bioldgicas das galactinas nas células de melanoma e no
microambiente circundante. A galactina-3 intracelular pode induzir a expressao de genes
como a caderina-VE, a IL-8 e a autotaxina, que estdo associados a progressao tumoral. A
galactina-1 e a galactina-3 reduzem a atividade dos TIL (tumor-infiltrating lymphocyte)
através da inibicdo da dimerizacao do TCR com o CD4 ou CD8 nas células T CD4+ e CD8+,
respetivamente. Isto reduz a secregéo de IL-2, INF-y e TNF (fator de necrose tumoral) no
microambiente tumoral. Para além disto, as galactinas ligam-se também ao CD45 e
induzem a apoptose de células T, que desta forma escapam a vigilancia imunolégica. Para
além disto, tal como mostrado no canto superior esquerdo da figura, a galactina-3 pode
ligar-se ao endotélio vascular, promovendo a saida de células tumorais para 6rgdos mais
distantes e inibindo a ativacdo das células T anti-tumorais [29].
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2. Biossensores

2.1. Estruturade um biossensor

A quantificacdo de processos biolégicos e bioquimicos tem sido cada vez
mais importante em aplicacdes médicas, biologicas e biotecnolégicas. No entanto,
a conversao direta de dados bioldgicos em sinais eletrénicos continua a ser um
desafio devido a complexidade gue existe em conectar diretamente um dispositivo
eletronico a um ambiente biolégico. Neste sentido, os biossensores eletroquimicos
tém a capacidade de analisar o conteddo de uma amostra através da conversao
direta de um evento biolégico num sinal elétrico [34,35].

Os biossensores tém sido amplamente utilizados em diversas aplicacdes tais
como a monitorizacao de doencgas, a detecéo de poluentes e de microrganismos ou
marcadores causadores ou indicadores de determinadas patologias, sendo que o
primeiro biossensor foi desenvolvido em 1962 por Clark e Lyons com o objetivo de
guantificar diretamente a concentracdo de glicose numa amostra. Desta forma,
segundo a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) um
biossensor € um dispositivo autbnomo capaz de fornecer informacdes analiticas
guantitativas ou semi-quantitativas usando um elemento de reconhecimento
bioldgico (recetor bioquimico), que estd em contacto direto com um elemento
transdutor. Assim, o biossensor mede reacfes biologicas ou quimicas, gerando
sinais que sdo proporcionais a concentracdo do analito na reacdo, ou seja, € um
dispositivo analitico que converte uma resposta biolégica num sinal processavel e
guantificavel. Cada biossensor tem um componente biol6gico que atua como sensor
e um componente eletronico que deteta e transmite o sinal. O elemento bioldgico
ou bioelemento é imobilizado e mantém-se em contacto com o transdutor. Desta
forma, vai interagir com o analito que esta a ser testado e a resposta biologica é
convertida num sinal elétrico pelo transdutor. O analito liga-se entdo ao material
bioldgico para formar um analito ligado, que por sua vez vai produzir uma resposta
eletronica que pode ser medida. Por vezes, o analito é convertido num produto que

pode estar associado a libertacdo de calor, gas (oxigénio), eletrdes ou ides de
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hidrogénio sendo que o transdutor converte entdo as alteracdes ligadas ao produto
em sinais elétricos, que podem ser amplificados e medidos como pode ser
observado na figura 2.5 pelo fluxo de medicdo de um biossensor. Se o bioelemento
se ligar ao analito, o sensor € denominado de sensor de afinidade, caso o
bioelemento e o analito deem origem a uma alteracao quimica que pode ser usada
para medir a concentragdo do substrato, o sensor é metabolico. Por fim, se o
elemento biolégico se combinar com o analito e ndo o alterar quimicamente,

convertendo-o num substrato auxiliar, 0 sensor é catalitico [35—-37].

Analito Ligado Resposta eletrénica

Resposta biolagica Medigao

I
B2

Figura 2.5 - Fluxo de medi¢éo de um biossensor [38].
Relativamente a sua constituicdo, um biossensor é constituido por 5
componentes que se encontram descritos na tabela 2.2 e representados na figura
2.6.

Tabela 2.2 - Componentes de um biossensor tipico [36].

ANALITO O analito representa a substancia de interesse que vai ser detetada.

Molécula que reconhece especificamente o analito alvo. Deve ser seletivo e sensivel para evitar

que haja interferéncia de outras substancias presentes na amostra. Pode ser por exemplo enzimas,
ELEMENTO DE

células, aptameros, DNA ou anticorpos e o processo de geragdo do sinal (na forma de luz, pH, calor,
BIORRECONHECIMENTO

carga, alteracdo da massa entre outras) resultante da interagdo do biorecetor com o analito &

denominado de biorreconhecimento.

E um elemento que converte uma forma de energia noutra. No caso dos biossensores, o
transdutor converte o evento de biorreconhecimento num sinal mensuravel. Este processo de
TRANSDUTOR . o . o o .
conversdo de energia é designado de sinalizagdo. A maioria dos transdutores produz sinais ¢ticos ou

elétricos que geralmente sdo proporcionais a quantidade de interagdes entre o analito e o biorecetor.

Parte do biossensor responsavel por processar o sinal transduzido e prepara-lo para o display. E
constituido por circuito eletronicos complexos que realizam o condicionamento de siais como a
SISTEMA ELETRONICO o B o . - o
amplificagdo e a conversdo de sinais do formato analégico para digital. Os sinais processados sao

entdo quantificados pela unidade de display do bicssensor.

O display consiste num sistema de interpretagdo do utilizador. Consiste na combinagdo de
DISPLAY software e hardware que gera os resultados no biossensor. O sinal de saida do display pode ser um

grafico, uma tabela, uma imagem ou um numero dependendo dos requisitos do utilizador.
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Biorreconhecimento

Analito &=

Anticorpos Células Enzimas Anticorpos plasticos DNA/RNA e aptameros

Transdutor Eletroquimico Otico Piezoelétrico Calorimétrico

. o Amplificador //
Sistema Eletronico =5F /

Amplificador de sinal Processador de sinal Display

Figura 2.6 - Representacdo esquematica dos componentes de um biossensor [35].

Um biossensor normalmente € utilizado como instrumento de analise, uma
vez que apresenta determinadas caracteristicas estaticas e dinamicas como
seletividade, reprodutibilidade, estabilidade, sensibilidade e linearidade, sendo que
a otimizacdo destas se reflete no desempenho do biossensor. Relativamente a
seletividade, esta é considerada a caracteristica mais importante do biossensor,
uma vez que reflete a capacidade de um biorecetor para detetar um analito
especifico numa amostra. No que diz respeito a reprodutibilidade, esta representa
a capacidade que um biossensor tem para gerar respostas semelhantes, ou seja,
traduz-se pela precisao e exatiddo do transdutor e da eletrénica de um sensor. Por
outro lado, a estabilidade de um biossensor estd associada ao grau de

suscetibilidade a perturbacfes ambientais no interior e em torno do sistema. Estas
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perturbacdes podem causar um desvio nos sinais de saida, que podem provocar
erros na concentragao medida e afetar desta forma a precisdo. Neste sentido, como
a resposta dos transdutores e da eletronica pode ser influenciada pela temperatura,
pela afinidade do biorecetor (grau com que o analito se liga ao biorecetor) e pela
degradacdo deste durante um determinado periodo de tempo, € necessario que
haja um ajuste da eletrénica do biossensor para garantir que seja fornecida uma
resposta estavel. Relativamente a sensibilidade, esta representa a quantidade
minima do analito que pode ser detetada pelo biossensor e que define o limite de
detecéo (LOD). E de salientar que em casos de monitoriza¢&o médica, é necessario
que um Dbiossensor detete concentracbes na escala das ng/mL
(nanogramas/mililitro) ou fg/mL (fentogramas/mililitro). No que diz respeito a
linearidade, esta esta associada a precisdo da resposta medida, ou seja, esta
associada a resolucdo do biossensor e a gama de concentracdes do analito que
estdo a ser estudadas. E entfio definida como a menor alteracéo na concentracio
de um analito que é necessaria para provocar uma alteracdo no biossensor [36].

E ainda de salientar que a seletividade e a sensibilidade do biossensor s&o
determinadas pela afinidade do elemento de biorreconhecimento com a molécula
alvo e pelo transdutor utilizado. Neste sentido, tendo em conta o elemento de
biorreconhecimento, o biossensor pode ser classificado como sendo um
imunossensor, um biossensor enzimatico, um genossensor, um biossensor celular

ou um sensor biomimético [39].

2.2. Elementos de Biorreconhecimento

Um biossensor € um dispositivo que mede reacgdes bioldgicas ou quimicas e
gera sinais que sao proporcionais a concentracdo de um analito na reagéo. Este &
constituido por varios componentes, dos quais fazem parte os elementos de
biorreconhecimento, que representam elementos que reconhecem especificamente
o analito. Fazem parte deste conjunto anticorpos, células, enzimas, anticorpos

plasticos (polimeros de impressdo molecular), DNA/RNA e aptameros [36].
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2.2.1. Anticorpos

Os anticorpos sdo estruturas que pertencem a familia das glicoproteinas,
denominadas de imunoglobulinas (Ig) e sado produzidos em resposta a presenca de
substéancias estranhas, os antigénios [40].

A estrutura proteica 3D dos anticorpos cria um padrdo de reconhecimento
que € exclusivo, apresentando uma elevada especificidade e precisdo para o
analito. Os anticorpos apresentam uma tendéncia para terem uma conformacao 3D
em forma de “Y” e sdo compostos por uma cadeia leve e uma cadeia pesada, com
dominios de ligacdo para o analito localizados nos “bragos”. O uso de anticorpos
como elemento de biorreconhecimento nos biossensores é designado de
imunossensor, ou seja, pode ser classificado como um sensor de afinidade, no qual
o sinal deste, depende do evento de ligagdo para formar o imunocomplexo
anticorpo-antigénio [41].

Um imunossensor é um tipo de biossensor no qual um analito alvo especifico
denominado antigénio € detetado pela formacdo de um imunocomplexo estavel
entre o antigénio e anticorpo como agente de captura, gerando um sinal mensuravel
fornecido pelo transdutor. Na literatura existem poucos imunossensores para a
detecdo da Gal-3 e é de salientar que durante a pesquisa bibliografica ndo foi
encontrado nenhum para a detecao desta proteina em melanoma. No entanto, como
também é utilizada como biomarcador em casos de insuficiéncia cardiaca, existem
imunossensores que utilizam como elemento de biorreconhecimento o anticorpo
anti-Gal3 e diferentes métodos de transducéo de sinal. Na pratica, verificou-se que
este tipo de sensor utilizando anticorpos para a detecdo da Gal-3 em insuficiéncia
cardiaca, apresenta resultados favoraveis, uma vez que os sensores desenvolvidos
demonstraram ser seletivos, estaveis e com resultados reprodutiveis. Contudo, € de
salientar que existem desvantagens associadas a este tipo de sensor, uma vez que
0 uso de elementos de biorreconhecimento de natureza proteica apresentam baixa

estabilidade e um elevado custo [42—-45].
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2.2.2. Enzimas

As enzimas sdo moléculas organicas com uma natureza proteica que agem
nas reacdes bioquimicas como catalisadores eficientes, uma vez que aceleram a
reacao, fornecendo uma via de reacéo alternativa com uma energia de ativacao
menor [46].

A utilizacdo de enzimas como elemento de biorreconhecimento da origem
aos biossensores enzimaticos. Estes sdo de natureza biocatalitica e a enzima tem
a funcéo de capturar o analito alvo e converté-lo cataliticamente num produto
mensuravel, que é frequentemente monitorizado por métodos de transducao
eletroquimicos e amperométricos. E de salientar que as enzimas s&o
frequentemente incorporadas na superficie das estruturas o que permite que haja
um caminho mais curto entre o elemento de biorreconhecimento e o transdutor [41].

Este tipo de biossensor tem a capacidade de ser seletivo, uma vez que a
capacidade catalitica das enzimas sobre o analito ou sobre o reagente que vai
provocar a alteracao no sinal promove a seletividade da resposta. No entanto, como
dependem da atividade catalitica do meio, variacbes em determinadas
caracteristicas, como no pH, mesmo que sejam pequenas, podem condicionar ou
limitar a atividade catalitica da enzima [45].

Relativamente aos biossensores enzimaticos que existem para a detecao da
Gal-3, constatou-se apdés a pesquisa bibliografica, que ainda nao foram
desenvolvidos até a data.

2.2.3. DNA/RNA

O acido desoxirribonucleico (DNA) € uma molécula que esta presente no
nacleo das células de todos os seres vivos e que transporta o codigo genético. A
sua principal fung&o passa por armazenar informacgdes a longo prazo e apresentar
instrucbes que sao necessarias para construir outros componentes das células, tais

como moléculas de acido ribonucleico (RNA) [47].
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Os biossensores que utilizam os acidos nucleicos como elemento de
biorreconhecimento sdo denominados genossensores, que tém a capacidade de
detetar nucledtidos individuais que fazem parte de uma molécula de genoma (DNA)
e tiram proveito da ligacdo do DNA para alcancar a especificidade do bioanalito.
Posteriormente a identificacdo de uma sequéncia alvo, um fragmento de DNA pode
ser projetado artificialmente e imobilizado na superficie do sensor como elemento
de biorreconhecimento. Desta forma, a especificidade é alcancada através de um
padrdao unico de reconhecimento complementar entre o fragmento de DNA
imobilizado e a sequéncia alvo [37,41].

A utilizacdo de DNA na construcdo de biossensores tem sido uma area de
interesse devido a alta especificidade das sequéncias complementares, que tém a
capacidade de hibridizar através do emparelhamento das bases nitrogenadas e
desta forma realizar analises genéticas de uma forma simples, rapida e econdémica.
No que diz respeito aos métodos de transducdo que existem para monitorizar a
hibridizagcdo, normalmente recorre-se a métodos de transducdo Oticos e

eletroquimicos [48].

2.2.4. Aptameros

Os biossensores que utilizam aptameros como elemento de reconhecimento
sdo denominados de aptasensores, sdo mais estaveis e adaptam-se melhor as
condicdes das amostras reais, devido as suas propriedades especificas. Os
aptameros sao moléculas de RNA ou DNA de cadeia simples que se ligam as
moléculas alvo com alta especificidade e afinidade. O facto de apresentarem um
tamanho mais pequeno em comparag¢do com outras moléculas de reconhecimento
permite que haja uma imobilizacdo mais eficiente dos aptameros. Neste sentido, a
producdo, miniaturizacdo, integracdo e automacdo dos biossensores pode ser
conseguida mais facilmente com a utilizacdo de aptameros do que com anticorpos
e uma vez selecionados, os aptameros podem ser sintetizados com uma elevada

reprodutibilidade e pureza [37].
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2.2.5. Polimeros de impressédo molecular (MIP)

O reconhecimento molecular € um principio que esta associado a muitos
processos bioldgicos. Neste sentido, existem estruturas especializadas que se
adaptam a alvos naturais como o0s anticorpos se adaptam aos antigénios, as
enzimas aos seus substratos e os recetores hormonais as suas hormonas. Estas
bio-macromoléculas sdo entédo utilizadas como sistemas de reconhecimento em
aplicacdes na area biomédica e na area da quimica analitica. No entanto, como séo
instaveis fora do seu ambiente natural, podem existir em pequena quantidade ou
até nao existir para uma determinada molécula alvo, surgiu a necessidade de criar
estas estruturas de forma artificial. Assim, o0 objetivo é criar recetores
macromoleculares artificiais com elevada afinidade e seletividade, capazes de
reconhecer e se ligarem a um determinado alvo molecular, através de uma técnica
de impressao molecular de polimeros sintéticos. Comparado com 0s sistemas
naturais, os métodos de impressdo molecular apresentam determinadas
caracteristicas como baixo custo, robustez, alta capacidade de reconhecimento e
durabilidade a longo termo o que permite que o0s polimeros impressos
molecularmente possam ser usados em diversas areas (tabela 2.3) [49].

A impressdo molecular € uma tecnologia que permite produzir polimeros
dotados de locais especificos de reconhecimento, moldados a partir de uma
molécula molde, que pode ser o proprio analito ou um composto com uma estrutura
semelhante. Atualmente, a impressao molecular tem sido usada na criacdo de
superficies de biorreconhecimento em biossensores e € uma técnica que permite
sintetizar polimeros altamente reticulados com a capacidade de reconhecimento
molecular seletivo [50,51].

Os polimeros sdo chamados de polimeros de impressdo molecular (MIP —
Molecularly Imprinted Polymers) e o processo de sintese inicia-se com a formacéo
de um complexo entre os monomeros funcionais e a molécula molde. Os
mondmeros funcionais devem apresentar grupos funcionais em posi¢cdes
complementares para que seja possivel a interagdo com a molécula molde e haja a

formacdo de um complexo estavel. De seguida, € adicionado um agente de
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reticulacdo e um iniciador, que normalmente é radicalar, dando-se inicio a
polimerizacdo em cadeia, formando assim uma matriz polimérica rigida.
Posteriormente, a molécula molde é removida da matriz polimérica através de um
solvente ou de um processo de clivagem quimica como pode ser observado na
figura 2.7. Desta forma, os MIP’s apresentam microcavidades que sao
complementares ao molde em forma, tamanho e funcionalidade quimica e tém a
capacidade de reter de forma seletiva a molécula molde presente numa amostra,
eliminando possiveis interferentes que estejam presentes [51-53].

Apesar do processo de formagdo dos MIP’s ser relativamente simples, €
necessario ter particular atencéo na escolha dos reagentes e do procedimento que
vai ser utilizado, para que seja evitada a formacé&o de polimeros com caracteristicas
indesejaveis associadas a morfologia e a uniformidade das particulas e cavidades
formadas. E de salientar que para que seja determinada a concentracdo da
molécula de interesse que € adsorvida pelo MIP, podem ser utilizados métodos
eletroquimicos como a condutimetria, amperometia, voltametria e potenciometria.
No que diz respeito ao desenvolvimento de biossensores que usam MIP’s como
elemento de biorreconhecimento para a detecdo da Gal-3, ainda ndo existem na
literatura. No entanto, espera-se que este projeto sirva de ponto de partida para o
estudo e desenvolvimento de novos biossensores, em especial na area do
melanoma, tendo surgido a necessidade de desenvolver novos métodos de

monitorizacao para servir de apoio no controlo deste tipo de doenca [53,54].
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Tabela 2.3 - Comparacao dos elementos de reconhecimento naturais com os MIP’s [55]

ELEMENTOS DE RECONHECIMENTO MIP’S
NATURAIS
Varia (especialmente para modelos

Afinidade de ligagao Alta afinidade/especificidade
macromoleculares)

Os MIP’s podem ser desenvolvidos para

Generalidade Um recetor por analito
qualquer template

Estabilidade limitada (cada elemento possui Estavel em varias condicoes (pH, forgca

Robustez o ) ) o o
requisitos operacionais proprios ionica, solventes)

Sintese cara mas econdémica Barato

Custo
Armazenamento durante dias, a temperatura  Armazenamento a longo termo sem perda
Armazenamento . )
ambiente de desempenho (varios meses a anos)
Sintese/preparagao Demorada Facil
_ Baixa compatibilidade com as superficies do i
Integragao do sensor Totalmente compativel
transdutor
Instrumentos analiticos caros/ méao de obra
Infraestrutura necessaria i Detegéo label-free
qualificada
MOLECULA ALVO (MOLDE) .
AT
L B . (™ TN
: Polimerizagao | ) |

N Formagao do Complexo  / ' |
|| | ‘I I I ‘
) , - Q;;;LQﬁy

MONOMEROS FUNCIONAIS
(@)
L\ 5

Figura 2.7 - Esquema representativo da formag&o de um polimero de impresséo

molecular.
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2.25.1. Sintese de um MIP

Relativamente a sintese de polimeros moleculamente impressos, existem
varios protocolos sintéticos que foram desenvolvidos. No entanto, os que
apresentam maior eficiéncia para produzir este tipo de materiais, que sao incluidos
em sensores biomiméticos, sdo a polimerizagcdo em bulk e a polimerizacdo em

superficie [56].

Polimerizagcdo em Bulk

Atualmente, um dos métodos mais utilizados na producdo de MIP's é a
polimerizacdo em bulk devido a simplicidade do processo. O procedimento consiste
na adi¢do consecutiva do analito, do monémero, do solvente, do reagente de ligacédo
cruzada e do iniciador. Como a reacdo de polimerizagdo € normalmente
desencadeada por um iniciador radicalar, € necessario que haja a remocao do
oxigénio do meio. Neste sentido, a polimerizacdo ocorre por aquecimento ou
irradiacdo para aumentar o rendimento da reacdo, obtendo-se assim um sdlido
rigido e heterogéneo, que deve ser triturado, peneirado e extraido por um processo
de eluicdo. Como se trata de uma técnica simples e de baixo custo, é possivel
produzir matrizes poliméricas estaveis em grande escala. No entanto, as cavidades
formadas, muitas vezes apresentam formas e tamanhos irregulares, o que provoca
a existéncia de locais de ligacdo com diferentes afinidades para a mesma molécula.
Para além disto, trata-se de um processo demorado na obtencéo de particulas com
a forma e tamanho necessério e é possivel que haja a destruicdo de locais de
ligacdo durante o processo de moagem, o que diminui de forma significativa o
desempenho da técnica e a eficiéncia do MIP [53,57-59].

Relativamente a impressédo em bulk para a criacdo de MIP’s para proteinas,
devido a complexidade quimica e geométrica destas, existem algumas limitacdes
que estdo associadas a esta técnica. Fatores como a configura¢do 3D da proteina
a imprimir ndo sdo compativeis com o processo de aquecimento do meio, para além

disto, o facto das proteinas apresentarem um tamanho superior, dificulta a extracado
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de determinados componentes impressos, que ficam aprisionados no polimero e o
facto deste processo necessitar de uma grande quantidade da molécula molde torna

incompativel o uso desta técnica com o custo elevado da proteina [53,57].

Polimerizacdo em superficie

A polimerizacdo em superficie caracteriza-se pela formacdo de locais de
ligacdo que estdo localizados na superficie do polimero ou proximo dela. Isto é
conseguido através de uma abordagem semelhante a utilizada na polimerizagdo em
bulk ou através da ligacdo do molde da proteina a superficie (plana ou esférica) de
um substrato, com subsequente polimerizacao. Este tipo de método facilita a difusao
da macromolécula para o interior e exterior da rede, minimizando assim as
preocupacdes com o tamanho do molde. Para além disto, os MIP’s que usam a
técnica de polimerizagdo em superficie permitem que haja uma integragdo mais facil
com as plataformas do sensor e tendem a ser mais robustos fisicamente por
possuirem um suporte [55].

Este tipo de técnica € particularmente Util na impressédo de biomoléculas,
como as proteinas, uma vez que a sua grande dimensdo permite que seja criado
um polimero com um grande controlo estrutural. Para além disto, a polimerizacao
em superficie apresenta uma resposta rapida com elevada seletividade e como séo
utiizadas menos moléculas molde em comparacdo com as outras técnicas
convencionais, uma vez que o molde € usado apenas na etapa de revestimento da
superficie, a preparacdo dos MIP’s torna-se mais rentavel. No entanto, € possivel
gue haja uma menor sensibilidade em comparacdo com a polimerizacdo em bulk,

uma vez que existe um menor nimero de locais impressos [50,53].

2.2.5.2. Impresséo molecular de proteinas

Os polimeros impressos sintetizados na presenca de modelos
macromoleculares (>1500 Da) tém recebido um particular interesse por parte da

comunidade cientifica nos ultimos anos e em particular, as proteinas por se tratarem
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de macromoléculas que apresentam atividades biolégicas numa ampla gama de
funcbes. No entanto, devido as propriedades inerentes a este tipo de
macromolécula como o tamanho, a complexidade, a flexibilidade conformacional e
a solubilidade, o desenvolvimento deste tipo de MIP’s que usam proteinas como
modelo, é inferior a cerca de 2% dos trabalhos realizados nesta area [55].

Relativamente ao tamanho molecular, normalmente, os blocos de polimeros
tipicos séo relativamente densos, o que torna dificil para um molde macromolecular
atingir ou deixar um local de ligacdo formado. Desta forma, o transporte de massa
inadequado e o aprovisionamento permanente pode levar ao desenvolvimento de
propriedades de reconhecimento inadequadas, o que torna necessario proceder a
exposicao dos locais de ligacdo através da quebra do bloco [60].

No que diz respeito a complexidade das proteinas, ao contrario dos modelos
mais pequenos, estas apresentam um numero elevado de locais de reconhecimento
numa vasta area de superficie. No entanto, uma proteina apresenta regides com
caracteristicas fisico-quimicas distintas o que pode levar a problemas associados
ao reconhecimento e a reatividade cruzada. Neste sentido, como um MIP apresenta
uma seletividade melhor quando existem poucos pontos de interacdo, mas cujas
interagbes sejam fortes, o facto de existirem vérias interacGes fracas favorece o
aparecimento de ligacdes nédo especificas o que torna pouco provavel desenvolver
um MIP que seja altamente especifico [60].

No que diz respeito a flexibilidade conformacional, as condi¢des tipicas de
polimerizacao utilizadas, podem ser complexas quando aplicadas a proteinas, uma
vez que pode provocar a sua desnaturacdo e forca-las a conformacbes ou
agregados que nédo sao adequados para a impressdo, o que pode afetar a
seletividade [60].

Para além disto, relativamente a solubilidade um dos grandes desafios no
desenvolvimento de um sensor, é a escolha do solvente. A maioria das impressoes
moleculares acontece com solventes organicos apolares com o objetivo de
maximizar as interacdes eletroestéticas. No entanto, como as proteinas apresentam
baixa estabilidade e solubilidade em solventes apolares, 0 seu uso € limitado. Isto

também torna dificil a escolha de mondmeros que estao disponiveis para selecéo,
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uma vez que muitos deles sdo insolUveis ou parcialmente sollUveis em agua que
néo é o solvente ideal para a impressdo molecular convencional [60].

Apesar das dificuldades que estdo inerentes a impressdo molecular de
proteinas, existem diferentes métodos que tém sido utilizados com este intuito e que

estdo descritos acima [61].

2.3. Transdutores

Tal como referido anteriormente, um biossensor é um dispositivo constituido
por um componente biolégico acoplado a um transdutor, que converte a atividade
bioquimica num sinal elétrico, podendo ser classificado de acordo com o principio
de transducdo do sinal. O transdutor € um dos componentes do biossensor
responsavel por converter um conjunto de efeitos bioldgicos, fisicos e quimicos em
sinais elétricos mensuraveis, resultantes da interacdo do analito com o biorecetor.
Este pode ser 6tico (colorimétrico, fluorescente, luminescente e interferometria),
eletroquimico (potenciométrico, amperimétrico e condutimétrico), com base em
massa (piezoelétrico e de ondas acusticas) e com base na temperatura
(calorimetria) [39,62].

2.3.1. Oticos

Um biossensor 6tico € um dispositivo analitico que contém um elemento
sensor de biorreconhecimento integrado a um sistema transdutor 6tico e tem como
principal objetivo produzir um sinal que seja proporcional a concentracdo da
substancia medida (analito). A detecéo Otica é feita através da interagcdo do campo
otico com um elemento de reconhecimento bioldgico, podendo ser dividido em dois
modelos gerais: label-free e label-based. No modo label-free, o sinal detetado &
gerado diretamente através da interacdo do material com o transdutor, enquanto
gue no modo label-based o sinal 6tico é gerado através de um método colorimétrico,

fluorescente ou luminescente [63].
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2.3.2. Piezoelétricos

Os biossensores piezoelétricos baseiam-se num sistema de detecdo
sensivel a massa, sendo que os transdutores sdo utilizados para a imobilizacao de
biorecetores em cristais de quartzo. Estes cristais sofrem uma deformacéo elastica
quando lhe é aplicado um potencial elétrico, que vai produzir uma onda estacionéria
no cristal, com uma frequéncia caracteristica que é dependente das propriedades
elétricas do cristal. Estes sensores baseiam-se no principio da mudanca da
frequéncia de ressonancia devido a interacdo dos biorecetores com os analitos.
Neste caso, 0s sensores sao feitos para vibrar numa frequéncia especifica através
da aplicacdo de um sinal elétrico, sendo que a frequéncia de oscilagdo do cristal

depende da frequéncia aplicada [64—66].

2.3.3. Calorimétricos

Nos biossensores calorimétricos, as enzimas sdo combinadas com um
sensor de temperatura, para medir as alteracdes que ocorrem quando o analito
interage com o biorecetor. Estas alteracdes sdo observadas através da quantidade
de calor que é gerado ou consumido durante uma reagao bioquimica e desta forma,
0 biossensor mede o calor da reacdo da enzima, que esta linearmente relacionado

com a concentracdo do analito [66].

2.3.4. Eletroquimicos

Na area dos biossensores, a medicado de propriedades elétricas para extrair
informacdes dos sistemas bioldgicos é normalmente de natureza eletroquimica, na
qual o componente bio-eletroquimico serve como principal elemento de transdugéo.
Estes baseiam-se no consumo e/ou na geracao de espécies eletroativas durante
uma interacdo quimica e biolégica, na qual o transdutor tem a funcdo de medir o
sinal eletroquimico resultante desta interagdo. A maioria dos biossensores utiliza
este tipo de detecéo para o transdutor uma vez que apresentam baixo custo, sao

de facil uso, apresentam portabilidade e simplicidade na sua construcéo [35,39,67].
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Relativamente ao principio de funcionamento deste tipo de biossensores, as
reacbes quimicas que ocorrem entre a biomolécula imobilizada e o analito de
interesse produz ou consome ides ou eletrbes, 0 que afeta propriedades elétricas
mensuraveis da solucéo, tais como a corrente ou o potencial elétrico [68].

Normalmente, os sensores eletroquimicos podem ser classificados em trés
categorias, biossensores potenciométricos, amperimétricos e impedimétricos,
podendo ser distinguidos com base na forma como o analito € medido. Enquanto
gue a resposta ao analito na potenciometria envolve reacfes que provocam uma
alteracdo na voltagem entre os elétrodos, que pode ser detetada ou medida, no
caso da amperometria, esta mede as diferencas na corrente elétrica que esta
associada ao fluxo de eletrbes proveniente de reagbOes redox. Por outro lado,
relativamente a condutometria, esta mede alteracdes na condutividade do meio que
resultam por exemplo de reacdes enziméticas que alteram a composi¢ao idnica e
para além disto, existem referéncias a outras técnicas de detecdo eletroquimica,
como a impedimétrica, na qual é medida a impedancia (resisténcia e reatancia) e o
efeito de campo. Como as reacbes normalmente sdo detetadas préoximo da
superficie do elétrodo, estes apresentam um papel importante no desempenho dos
biossensores. Um sensor eletroquimico normalmente necessita de um elétrodo de
referéncia, um contra elétrodo ou elétrodo auxiliar e um elétrodo de trabalho,
também referido como sensor ou elétrodo redox como se pode observar na figura
2.8. O elétrodo de referéncia normalmente é feito de Ag/AgCl (prata/cloreto de prata)
sendo mantido a uma distancia do local de reacdo para manter um potencial
conhecido e estavel. Relativamente ao elétrodo de trabalho, este serve de elemento
transdutor na reacdo bioquimica, enquanto que o contra elétrodo estabelece uma
conexdo com a solucéo eletrolitica, para que uma corrente possa ser aplicada ao
elétrodo de trabalho. Como estes tipos de elétrodos devem ser condutores e
guimicamente estaveis, dependendo do analito, podem ser normalmente de platina,

ouro, carbono (por exemplo grafite) e silicio [35,69,70].
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Contra elétrodo
Elétrodo de trabalho

——» Elétrodo de referéncia

Figura 2.8 - Screen-Printed Carbon Electrodes (DropSens) (C-SPE’s)

Relativamente as técnicas eletroquimicas, estas sao utilizadas para estudar
a perda (oxidac&o) ou o ganho de eletrdes (reducéo) que um determinado material
sofre durante a estimulacdo elétrica. Estas reacdes, também conhecidas como
reacfes redox fornecem informacdes sobre a concentracdo, a cinética, o0s
mecanismos de reacdo e outros comportamentos de uma espécie em solucao.
Neste sentido, numa medi¢cdo eletroquimica, é possivel medir o potencial, a
corrente, a carga e o tempo, sendo que a resposta do sistema vai depender do
parametro que é utilizado como sinal de excitacao [71].

Na maioria destas técnicas existem trés elétrodos que estdo conectados a
um potenciéstato, que se trata de um instrumento que controla o potencial do
elétrodo de trabalho e mede a corrente resultante. Numa medicéo eletroquimica,
um potencial pode ser aplicado ao elétrodo de trabalho e a corrente resultante é
medida em funcdo do tempo (cronoamperometria) ou o potencial pode ser variado
e a corrente resultante é representada em funcdo da gama de potencial aplicado
(técnicas voltamétricas). A combinacdo de diferentes parametros e tipos de
elétrodos de trabalho, da origem a diferentes técnicas que sao utilizadas para a
detecdo da resposta eletroquimica, que inclui a voltametria ciclica, voltametria de
onda quadrada, a cronoamperometria e a espetroscopia de impedancia
eletroquimica, que sao técnicas que serdo usadas no desenvolvimento deste

projeto [71].
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No que diz respeito aos biossensores eletroquimicos que ja foram
desenvolvidos para a detecdo da Gal-3, Park et al., desenvolveu um biossensor
eletroquimico para a detecdo desta proteina, usando como sondas quimicas,
nanotubos de carbono (SWCNTSs) conjugados com D-(+)-galactose. A plataforma
de detecdo foi preparada por moldagem em gota dos SWCNTs ligados a D-(+)-
galactose num elétrodo de molibdénio, pré-padronizado num substrato de SiO2
impresso usando fotolitografia convencional. Este tipo de biossensor demonstrou
bons resultados em termos de sensibilidade, com uma resposta na gama de
concentracdes entre 0,0156ug9/100uL e 0,5ug/100pL.

Por outro lado, Tang et al. desenvolveu um imunossensor eletroquimico do
tipo sanduiche relativamente simples e ultrassensivel, baseado numa nova geracao
de amplificagéo do sinal, para a detecdo da Gal-3, um biomarcador de insuficiéncia
cardiaca. Para isso, um elétrodo de carbono vitreo (GCE) foi modificado com um
filme feito a partir nanofitas de grafeno imobilizadas em estruturas organicas
metélicas a base de ferro, depositadas com nanoparticulas de Au. O anticorpo
primario contra a Gal-3 (Gal-3-Ab1) foi imobilizado nas nanoparticulas de Au na
superficie do GCE modificado, que posteriormente foi bloqueado com albumina de
soro de bovino. Apés a analise dos resultados, o imunossensor mostrou apresentar
reprodutibilidade, estabilidade e uma seletividade aceitavel, com um limite de
detecdo baixo de aproximadamente 33,33fg/mL. Relativamente a estes
biossensores eletroquimicos para a detecdo da Gal-3, ainda existem poucos na
literatura, e para casos de melanoma, ainda ndo foram desenvolvidos ou
publicados, no entanto, espera-se que esta seja uma area promissora para o

desenvolvimento de novos projetos [43,72,73].

2.34.1. Sensores voltamétricos

Voltametria Ciclica (CV)

7

A voltametria ciclica é a técnica mais usada para adquirir informacdes

gualitativas sobre 0s processos eletroquimicos, uma vez que tem a capacidade de
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fornecer rapidamente informacdes sobre a termodinamica dos processos redox, da
cinética de reacdes de transferéncia eletronica e sobre rea¢des quimicas acopladas
a processos de adsorcdo, podendo desta forma caracterizar um sistema
eletroquimico [71,74].

Relativamente ao procedimento associado a esta técnica, este baseia-se na
aplicagcdo de um potencial linear na forma de onda triangular a um elétrodo de
trabalho, provocando reacdes de oxidacdo e reducdo quando existem espécies
eletroativas na solucéo ou na superficie do elétrodo. Neste sentido, como pode ser
observado na figura 2.9, um potencial inicial (Einiciat) € escolhido e varrido
linearmente (varredura direta), com uma velocidade constante em funcéo do tempo
até ser atingido um potencial final desejado (Efina). Quando é atingido este potencial,
o varrimento é invertido em direg&o ao Einicia. Como este ciclo é repetido, obtém-se
um voltamograma ciclico, que representa um grafico de corrente versus potencial

como pode ser observado na figura 2.10 [75].

POTENCIAL 4
Varrimento
Efina 4 inverso
Varrimento
Einicial . direto

TEMPO

Figura 2.9 - Variacdo do potencial na forma de onda triangular (adaptado pelo autor) [75].
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Espécie reduzida —» Espécie oxidada + ne”

Pico andédico

Varrimento direto

‘M'L__-‘-—_
Einioial - Eﬁna|

CORRENTE (A)

Varrimento inverso

Pico catodico

Espécie reduzida +— Espécie oxidada + ne

POTENCIAL (V)

Figura 2.10 - Voltamograma ciclico obtido por CV, sendo que ne” representa 0 nimero de

eletrdes que estdo envolvidos (adaptado pelo autor) [75].

Relativamente ao voltamograma ciclico, quando ocorre o varrimento do
potencial que é inicialmente aplicado, para regides mais positivas, existe a oxidacao
da espécie eletroativa que existe em solu¢do e consequentemente o aumento da
corrente, o que provoca a formacdo de um pico anddico de corrente que é
proporcional a concentracdo do analito. De seguida, em vez de ocorrer uma
estabilizacdo no pico, existe uma diminuicdo da corrente a medida que o potencial
aumenta uma vez que o analito apresenta uma menor concentragdo proximo da
superficie do elétrodo e a difusédo da solucéo torna-se lenta para conseguir repor o
analito que esta proximo do elétrodo. Por sua vez, quando o Ernal € atingido, 0
varrimento do potencial passa a ser feito no sentido inverso. Caso seja uma reagao
reversivel, que tem a capacidade de ser suficientemente rapida para manter as

concentracdes de equilibrio dos reagentes e dos produtos que existem na superficie
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do elétrodo, os produtos gerados durante o varrimento direto vao ser reduzidos
durante o varrimento inverso dando origem a um pico catédico que é simétrico ao

pico anodico que foi gerado anteriormente [75].

Voltametria de onda quadrada

A voltametria de onda quadrada é uma das técnicas mais rapida e sensivel
cuja analise dos seus parametros, permite fazer uma avaliacdo cinética e
mecanistica do processo. Neste sentido, trata-se de uma técnica dinAmica e baseia-
se na cronoamperometria, onde a corrente medida € em funcdo do tempo de
aplicacdo dos pulsos de potencial, ou seja, baseia-se hum conjunto de saltos
cronoamperomeétricos que acontecem no sentido direto e inverso, sendo que a
medida da corrente é feita no final de cada salto. Durante esta técnica que esta
representada na figura 2.11, uma onda quadrada com uma amplitude simétrica AEp,
sobreposta a uma rampa de potencial em forma de escada AEs € aplicada ao
elétrodo. A corrente é entdo amostrada quando a dire¢cdo do pulso é igual a do
varrimento e quando a direcdo do pulso € no sentido contrario a direcdo do
varrimento. Esta medidas de corrente que sdo em funcdo do tempo déo origem a
um voltamograma que pode ser utilizado para estudos analiticos. O voltamograma
obtido resulta da relacéo entre a diferenca das duas correntes e o potencial rampa
que foi aplicado [74,76].
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Figura 2.11 - Representacdo esquematica da voltametria de onda quadrada [74].

2.3.4.2. Sensores Amperomeétricos

Os biossensores amperométricos, sao um tipo de sensor eletroquimico no
gual é mantido um potencial constante entre o elétrodo de trabalho e o elétrodo de
referéncia. Este mede continuamente a corrente produzida pela oxidagdo ou
reducdo eletroquimica de uma espécie eletroativa na superficie do elétrodo, quando
ocorre a transferéncia de eletrbes do analito para o elétrodo ou do elétrodo para o
analito. Esta direcdo do fluxo vai depender das propriedades do analito e pode ser
controlada através da aplicacdo de um potencial elétrico no elétrodo. A corrente
gerada é entdo medida e o sinal obtido é diretamente proporcional a concentracédo

de espécies eletroativas [35,68,69].

2.3.4.3. Sensores Potenciométricos

Os biossensores potenciométricos medem a diferenca de potencial elétrico
entre o elétrodo de referéncia e o de trabalho. Este funciona de acordo com o
principio da acumulacdo de carga junto a superficie do elétrodo de trabalho, o que

resulta numa elevada diferenca de potencial em relacdo ao elétrodo de referéncia.
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Enquanto que este elétrodo apresenta um potencial constante e permanece
invariante durante toda a medi¢cdo, com uma corrente faradaica nula e uma corrente
capacitiva constante, o elétrodo de trabalho sofre altera¢ces significativas no seu
potencial mesmo que hajam pequenas alteracdes na concentracédo do analito. Este
tipo de medicdo também pode ser utilizado para monitorizar a acumulacao de carga
que é criada pela ligacdo do analito a superficie do elétrodo e que tem um valor

igual a zero [65,77].

2.3.4.4. Sensores Condutimétricos

Os biossensores condutimétricos medem a capacidade de um analito (por
exemplo, solucdes eletroliticas) ou um meio (por exemplo, nanofios) para conduzir
uma corrente elétrica entre os elétrodos ou nés de referéncia. Ou seja, medem a
variacdo da condutividade elétrica que ocorre em processos biolégicos e que é
provocada pelas alteragcdes que ocorrem na concentracdo das espécies ibnicas em
solucéo. Neste tipo de biossensor, a condutividade € medida através da aplicacéo
de uma corrente alternada entre dois elétrodos imersos em solucédo e fundamenta-
se no facto de determinadas reacdes enziméticas gerarem produtos que séo
eletricamente carregados a partir de substratos neutros. Normalmente este tipo de
sensor esta associado a enzimas, uma vez que a forca idnica, e consequentemente,
a condutividade de uma solucdo entre dois elétrodos € alterada devido a reacao
enzimatica. Desta forma, este tipo de dispositivos pode ser usado para estudar as
reacfes enzimaticas que produzem alteracbes na concentracdo de espécies
carregadas na solucdo. Para além disto, também € possivel monitorizar as
alteracdes na condutancia do elétrodo, que resulta da imobilizagdo de enzimas,
pares complementares de anticorpos-antigénios, entre outros, na superficie do
elétrodo [35,77].
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2.3.4.5. Sensores Impedimétricos

A espetroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) é uma técnica rapida
para a caracterizacdo da estrutura e operacao funcional de elétrodos que utilizam
biomateriais. A imobilizacéo destes nos elétrodos produz altera¢des na capacitancia
e na resisténcia a transferéncia de eletrdes, provocando altera¢gdes na impedancia.
Desta forma, as alteracbes que sao geradas pelos processos de
biorreconhecimento podem ser detetadas por esta técnica eletroquimica [78].

A impedéancia de um componente elétrico genérico é dada pela divisdo do
potencial de corrente alternada (AC) que é aplicado nos seus terminais e a corrente
que flui através deles. Desta forma, a resposta no dominio das frequéncias pode
fornecer informacdes Uteis sobre as alteracdes fisico-quimicas que ocorrem quando
um analito se liga a um biorecetor imobilizado num elétrodo e estas informacgdes
incluem aresisténcia da solucéo, os processos de transferéncia de carga da solugéo
para a superficie do elétrodo, assim como a difusédo de espécies de e para a solucéo
[78].

A representacdo grafica da impedancia normalmente é feita através dos
graficos de Nyquist (onde a parte imaginaria da impedancia estd em funcéo da parte
real) e de Bode (onde a impedancia ou o angulo da fase sédo colocados em funcéo
da frequéncia). O gréfico de Nyquist contém informagfes sobre a interface
eletrificada e a reacdo da transferéncia de eletrdes, sendo que este tipo de gréafico
inclui um semicirculo situado no eixo, seguido de uma linha reta. Enquanto que o
semicirculo normalmente é observado para frequéncias mais altas e corresponde
ao processo limitado de transferéncia de eletrées, a parte linear é caracteristica de
frequéncias mais baixas e representa o processo de difusdo eletroquimico. Em
casos em que o processo de transferéncia de eletrdes é muito rapido, o espetro de
impedancia pode conter apenas a zona linear, enquanto que se este processo for
muito lento, é possivel que apenas haja um semicirculo sem ser acompanhado pela
linha reta. A cinética da transferéncia de eletrdes e as caracteristicas de difusdo
podem ser extraidas do espetro, ou seja, o diametro do semicirculo representa a

resisténcia a transferéncia de eletrdes (Ret) € a interce¢éo deste com o eixo Z' nas

-41 -



Desenvolvimento de um biossensor eletroquimico para monitorizag&o da radioterapia no melanoma

altas frequéncias, representa a resisténcia da solugcédo (Rs). Para além disto, a
extrapolacdo do circulo para frequéncias mais baixas, produz uma intercecao que
corresponde a Rs + Ret (figura 2.12) [37].

Relativamente ao diagrama de Bode, este € outra forma utilizada para a
representar a impedancia e pode ser realizada de duas formas, num grafico onde a
impedancia é colocada em funcéo da frequéncia ou quando é colocado o angulo da
fase em funcdo da frequéncia. Normalmente a frequéncia nestes casos, é
representada logaritmicamente para permitir que a mesma quantidade de pontos

seja extraida a cada década (figura 2.13) [79].

E imag

real

Figura 2.12 - Representacao grafica da impedancia através da frequéncia de Nyquist

(adaptado pelo autor) [37].

1000

Impedancia [Q]

100 i | i i i | H H
10° 10" 10> 10° 10* 10° 10° 107 10* 10° 10" 10"

Fase

10° 10! 10 10° 10* 10° 10° 107 10° 10° 10'° 10"
Frequéncia [Hz]

Figura 2.13 - Representacao grafica da impedancia através do diagrama de Bode

(adaptado pelo autor) [79].
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2.4. Analise Qualitativa dos Materiais

Espetroscopia de Raman

A espetroscopia de Raman é um método analitico que fornece informacdes
especificas e detalhadas a um nivel molecular, oferecendo informacdes que muitas
vezes podem nao ser obtidas atraves de outros métodos espetroscopicos. Desta
forma, esta técnica permite que seja feita uma identificacdo rapida dos materiais,
permite fornecer informacdes sobre a estrutura, o arranjo espacial das moléculas e
a realizacdo de analises estruturais. Analogamente a realidade, em que cada ser
humano tem um conjunto de impressoées digitais pelas quais um individuo pode ser
identificado, cada substancia também apresenta caracteristicas Unicas no espetro
de Raman. Este espetro, normalmente, apresenta varios picos que indicam a
intensidade e a posi¢cado do comprimento de onda da luz dispersa de Raman e cada
pico corresponde a uma vibracdo especifica de uma ligacdo molecular, incluindo
ligacdes especificas como C-C, C=C, N-O, C-H entre outras e grupos de ligacdes
como o anel de benzeno, vibracdes na cadeia dos polimeros entre outras [80,81].

De uma forma geral, a espetroscopia de Raman é uma técnica util para a
caracterizacdo de materiais e permite conhecer algumas informacdes sobre a
estrutura dos materiais de carbono em termos de ligacdes sp? e sp? e sobre as suas
propriedades. Normalmente o espetro obtido para materiais de carbono apresenta
dois picos (figura 2.14) representados pela banda G (cerca de 1580 cm™), que
fornece informacgdes sobre a fracédo de ligacGes sp? e a banda D (cerca de 1300
cm?), que fornece informacdes sobre a fracdo de ligaces sp® e possiveis distlrbios
na estrutura. Em determinados casos, é possivel que apareca a banda G’ em torno
dos 2600cm?, que fornece algumas informacdes sobre a estrutura dos materiais em

camadas [82].
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Graphite

DRP-110

400 900 1400 1900 2400 2900
Raman shift (cm™)

Figura 2.14 - Exemplo de um espetro de Raman tipico obtido [82].
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Capitulo 3 - Desenvolvimento do biossensor eletroquimico

Neste capitulo serdo abordados de forma detalhada os equipamentos, materiais,

reagentes e 0s procedimentos experimentais envolvidos na sintese e na constru¢ao

do biossensor, assim como a avaliacdo do desempenho analitico dos dispositivos
obtidos.

1.

Procedimento experimental

1.1. Materiais

1.1.1. Equipamento

Para as solucdes preparadas, foram utilizados baldes volumétricos classe A
com a capacidade de 5 mL, 10 mL, 200 mL e 250 mL de capacidade total, tendo
sido usados também tubos eppendorf de 1,0 mL e 2,0 mL para medi¢cdes na
ordem dos pL. Para medi¢Bes rigorosas de volumes até 5 mL foram usadas
pipetas autométicas Gilson de volume regulavel (2-20 uL, 20-200 uL, 100-1000
uL, 500-5000 pL). Relativamente as pesagens dos reagentes, estas foram
efetuadas numa balanca RADWAG com um erro de + 1mg e em alguns casos,
foi necessario recorrer ao banho de ultrassons termostatizado SELECTA para
diminuir o tempo necessario para a dissolucao de solucdes.

As medidas eletroquimicas foram realizadas com recurso a um
potenciostato/galvanostato da Metrohm Autolab, que se encontra representado
na figura 3.15 (a), controlado pelo Software Nova 1.11. Os C-SPE’s utilizados
foram adquiridos a DROPSENS (DRP-C220AT) e sao constituidos por um
substrato de ceramica com o0s contactos elétricos feitos de prata, com um
elétrodo de trabalho (4 mm de diametro) e um elétrodo auxiliar, ambos feitos de
carbono e um elétrodo de referéncia de prata. Estes sao colocados numa caixa
conectora (DROPSENS) que faz a interface com o potenciostato/galvanostato

(figura 3.1 b). O potenciéstato € um equipamento eletronico que controla o
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potencial aplicado ao elétrodo de trabalho e que permite medir a corrente que o
atravessa. Para além disto, a analise da estrutura do material e da superficie dos
C-SPE’s foi realizada com recurso a espetroscopia de Raman e, para isso, foi
utilizado um espetrometro Thermo Scientific DXR Raman com microscopia

confocal e equipado com um laser de excitagdo de 532 nm [77].

(b)

Figura 3.15 — (a) Potenciéstato/Galvanostato da Metrohm Autolab, (b) Caixa conectora da
DROPSENS.

Figura 3.16 - Espetrémetro Thermo Scientific DXR Raman.

1.1.2. Reagentes

Todos o0s reagentes utilizados no desenvolvimento deste trabalho

encontram-se listados na tabela 3.4 assim como a sua origem comercial.
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Tabela 3.4 - Lista de reagentes utilizados.

REAGENTES

Cloreto de potassio (KCl)

Hexacianoferrato (ll) de potassio (K4Fe(CN)gl)

ORIGEM

Merck

Riedel-de-Haen

Hexacianoferrato (lll) de potassio (K;[Fe(CN)gl) Ks[Fe(CN)gl
Tampéo Fosfato-Salino - PBS (Phosphate Buffered Saline) Amresco
Acido Sulfurico 95-97% (H,SO,) Sigma Aldrich
Acido Oxdlico di-hidratado (C,H,0,-2H,0) Merck

3-Aminofenol, 99%

Acros Organics

Soro CORMAY HN Cormay
Recombinant human Galectin-3 protein ab50236 abcam
Glucose (Dextrose monohidratada) Alfa Aesar
Creatinina Fluka
Albumin, bovine BSA Amresco
CA15-3 Sigma Aldrich

1.1.3. Solugdes

Durante a realizacdo deste trabalho, os ensaios eletroquimicos foram
realizados utilizando uma solucdo redox de ferro constituida por Ks[Fe(CN)e] e
K4[Fe(CN)e].3H20 com uma concentracdo de 5,0x10° M, preparada com um
eletrdlito de cloreto de potassio (KCl) a 0,10 M. A solucéo de Tampéo Fosfato-Salino
(PBS) foi preparada com uma concentracdo de 100 mmol em agua ultrapura com
um pH igual a 7,4 e a solucado de H2SO4 foi preparada com uma concentragao de
0,50 M em agua ultrapura. Relativamente as solu¢cdes de aminofenol e de &cido
oxalico, estas foram preparadas em PBS e agua ultrapura, respetivamente, com
uma concentragdo de 1,0x10°3M no caso do aminofenol e de 0,50 M para o &cido
oxalico. No que diz respeito a preparacédo da Gal-3, esta foi diluida em 1,0 mL de
PBS ficando assim com uma concentragéo de 50 pg/mL.

As solucdes padrédo utilizadas para a realizacdo da curva de calibracao,

foram preparadas a partir da solu¢cdo mée (50 ug/mL), diluida em tampé&o (PBS). Os
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padrées mais diluidos foram obtidos a partir da diluicdo rigorosa das solucdes
anteriores no mesmo tampao como pode ser observado na figura 3.17.

O estudo da seletividade foi feito com possiveis interferentes como a glucose
(7,010 g/mL) a creatinina (1,0x10° g/mL), a albumina de soro de bovino (BSA)
(4,0x102g/mL) e o marcador tumoral CA15-3 (30 U/mL). Para todos os compostos
foi feita a pesagem dos mesmos, para posterior dissolucdo e diluicdo em solucdo
tampéo de PBS. No caso da creatinina e do BSA foi necessario fazer uma diluicdo
de 100 vezes e 1000 vezes respetivamente das solu¢cdes preparadas inicialmente,

para evitar uma possivel interferéncia desproporcionada dos compostos.

25 uL 25 pL 25 uL 25 uL
SOLUGAO-MAE / v / v f v
+ 225uL de PBS
—
'\ | | | i / v
\ ) v _ J v
50 pg/mL 5 pg/mL 0,5 pg/mL 0,05 pg/mL 0,005 pg/mL 0,0005 pg/mL

Figura 3.17 - Representacédo esquematica da preparacdo dos padrdes utilizados para a

construcao da curva de calibragéo.

1.2. Procedimentos analiticos

1.2.1. Preparacdo do biossensor/Pré-tratamento

Como um dos objetivos na constru¢ao do biossensor consistiu na avaliagao
da presenca da impressdo molecular da molécula molde, Gal-3, foi sintetizado na
superficie do elétrodo de trabalho (C-SPE) um polimero sem a impressao molecular
(NIP) e em paralelo um polimero com a proteina molecularmente impressa (MIP),
seguindo-se a sua remocao do seio da matriz polimérica por acédo do acido oxalico.
Neste sentido, a preparacdo e constru¢cdo do sensor foi feita em trés etapas: a

limpeza eletroquimica, a eletropolimerizacéo e a remocéo da proteina como pode
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ser observado na figura 3.18, através da representacdo esquematica da construcao
de um MIP.

redox de Ferro

@ h @ Eletropolimerizagao 4*’.’.* ’. ) @ Leitura com a solugdo

C-SPE @ Remogao da proteina

com acido oxalico

@ Leitura com a solugao

E\—ﬂ redox de Ferro
Legenda: - - -

* Proteina (Gal-3) - 50pg/mL

Monomero - Poli-aminofenol 1x103 M

Figura 3.18 - Representacdo esquematico da construcao do MIP.

1.2.1.1. Limpeza eletroquimica

Os C-SPE’s foram sujeitos a um pré-tratamento eletroquimico com o objetivo
de remover possiveis contaminantes que estejam na superficie do elétrodo (limpeza
com KCI) e promover a sua ativacao através do aparecimento de grupos funcionais
(OH e COOH), que aumentam a aderéncia do polimero ao elétrodo, através da
utilizagédo do H2SOa. Inicialmente foi feita uma leitura com a solugao redox de ferro,
para verificar o estado inicial dos chips, com um volume utilizado em cada ensaio
de 100 pL. Posteriormente, os C-SPE’s foram sujeitos a uma limpeza eletroquimica
por cronoamperometria com um potencial de 1,7 V com uma duracédo de 200 s,
utilizando uma solucdo de KCI de 0,10 M. De seguida, procedeu-se a ativacao da
superficie do elétrodo de trabalho, através da colocagéo de 100 pL de H2SO4 a 0,5
M, fazendo-se um varrimento por CV durante 15 ciclos, com uma velocidade de
varrimento de 0,05 V/s num intervalo de potencial entre -0,2 e 1,2 V. E de salientar

que apoés cada medicdo eletroquimica, procedeu-se a uma leitura com a solugéo
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redox de ferro, para que fosse possivel observar as diferencas entre os sinais

obtidos antes e depois de cada procedimento.

1.2.1.2. Eletropolimerizacéo

Apés o0 processo de limpeza eletroquimica, procedeu-se a
eletropolimerizacdo, que se trata de um método tradicionalmente utilizado na
sintese de polimeros de impressdo molecular. Para que o processo de impressao
seja feito nas melhores condicbes, a escolha do polimero e das condi¢bes de
polimerizacao ideais sdo passos fundamentais que dependem de varios parametros
como a escolha do pH, do eletrdlito, da gama de potencial escolhida, do nimero de
ciclos, da velocidade de varrimentos e dos grupos funcionais do monémero. A
correta selecdo do mondémero € fundamental pois 0s seus grupos funcionais irao
interagir com locais especificos da proteina, promovendo uma maior eficicia da
impressao molecular. A eletropolimerizacdo € uma técnica que tem a capacidade
de formar filmes ultra-finos, permitindo controlar a quantidade de polimero que é
formado na superficie do elétrodo, necessitando apenas de pequenas quantidades
de mondémero. Tem ainda a capacidade de aumentar a seletividade devido a
exclusdo de moléculas que apresentam um peso molecular ou um diametro superior
ao poro do polimero e devido a adicdo de materiais dopantes/aditivos que excluem
por repulsdo determinados compostos interferentes. Para além disto, consegue
aumentar a sensibilidade dos elétrodos modificados em relacdo a um analito,
através da modificacao dos parametros de eletropolimerizacdo, do pH e do eletrdlito
gque permite obter polimeros molecularmente impressos com diferentes
caracteristicas morfologicas e quimicas que melhoram a sensibilidade do sensor
[83,84].

Para a realizacdo da eletropolimerizacdo do monomero, foi escolhido o 2-
aminofenol que faz parte dos aminofendis, que séo derivados do fenol e da anilina.
Este trata-se de um mondmero que apresenta dois grupos que podem ser

facilmente oxidados eletroquimicamente (OH e NH2), sendo que a geragéo de filmes
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poliméricos a partir destes, tem sido importante para o desenvolvimento de novos
materiais [85].

Neste sentido, para a sintese do polimero de impressao molecular foi usado
o aminofenol como mondmero e o processo de polimerizacao foi em Bulk. Assim,
preparou-se uma solucéo constituida por aminofenol (1,0x103 M) e Gal-3 (5,0x103
ng/mL) em tampdo PBS com um pH igual a 7,4 para os MIP’s. Em paralelo foi
preparado um polimero sem impressao molecular (NIP) da mesma forma que o MIP,
mas sem a presenca da proteina. De seguida, foram colocados 100 yL de cada
solucdo no chip correspondente e procedeu-se a eletropolimerizacdo por CV,
durante 10 ciclos com uma velocidade de varrimento de 0,05 V/s, numa gama de
potencial entre -0,2 e 0,8 V. Previamente, de forma a escolher a condicdo de
polimerizacdo que garantia as melhores caracteristicas em termos de estabilidade
do polimero, foi otimizado o numero de ciclos de polimerizacdo, fixando-se a
velocidade de varrimento em 0,05 V/s, numa gama de potencial entre -0,2 e 0,8 V.
Para além disto, também foi efetuado um estudo com 5, 10 e 15 ciclos, no entanto,

verificou-se que 10 ciclos era o numero ideal para que o polimero estabilizasse.

1.2.1.3. Remocéo da proteina

Posteriormente a eletropolimerizacdo, procedeu-se a remocédo da proteina,
incubando 5 pL de &cido oxalico 0,50 M na superficie do elétrodo de trabalho e o
processo de remocdo foi efetuado durante a noite com o0s sensores armazenados
num exsicador.

Relativamente a remocao da proteina, a escolha do agente de remocao deve
ser ponderada, uma vez que este nao deve interferir com o polimero e apenas deve
remover a proteina, formando as cavidades. Para isso, foram estudados varios
agentes de remocgédo como o SDS em PBS, a proteinase K, a tripsina e o acido
oxalico, no entanto, verificou-se que o acido oxalico era o solvente que menos
interferia com a superficie do polimero e o0 que apresentava resultados mais

favoraveis. Apos a incubacédo dos C-SPE’s com acido oxalico durante a noite, foi
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necessario colocar os chips em PBS durante aproximadamente 30 minutos para
estabilizacao do pH.

1.3. Avaliacdo do desempenho analitico do biossensor

1.3.1. Curva de calibragcéo

A avaliacdo do desempenho analitico do biossensor foi efetuada através do
tracado da curva de calibracdo, que expressa a relagéo entre o sinal medido e a
concentragdo do analito. Esta fornece informagdes sobre o limite de detecéo (LOD),
assim como a sensibilidade do sensor e a qualidade da resposta que é obtida a
partir do declive da curva. Um dos objetivos na utilizacdo dos biossensores é que
estes determinem concentracdes dentro de um determinado nivel especifico. Deste
modo, o LOD representa a concentragdo mais baixa para a qual o sensor ainda
consegue fornecer resultados confiaveis, ou seja, € a menor concentracdao de uma
substancia que pode ser distinguida da auséncia dessa substancia (um valor do
branco) dentro de um determinado limite de confianga [53,86].

Neste sentido, o procedimento comegou com a estabilizacdo do sensor. Para
isso, adicionou-se 5 yL de PBS em cada C-SPE e incubou-se durante cerca de 20
minutos, sendo efetuada posteriormente uma leitura com a solugéo redox de ferro.
Este procedimento deve ser repetido até que haja a estabilizacdo do sensor, sendo
que a medicao obtida apos a estabilizacao, sera o sinal do “branco”. Apés o sensor
estar estavel, adicionou-se 5 pL de varias concentracdes de proteina preparadas
previamente (tabela 3.5) na superficie do sensor e incubou-se os chips durante
aproximadamente 20 minutos. E de salientar que, ap0s a incubacdo de cada
concentracéo, foi feita uma leitura com a solucao redox de ferro, com o objetivo de
observar a ligacado da proteina ao polimero nas cavidades que foram produzidas
anteriormente.

As curvas de calibracdo foram entdo obtidas pela técnica de voltametria de
onda quadrada a um potencial de 0,3 V e desta forma foram construidas a partir de

um conjunto de pontos obtidos através da observacdo do sinal de saida do
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transdutor (corrente, A) para um determinado valor do sinal de entrada, que € a
concentracéo do analito.

Tabela 3.5- Concentracdo das solucdes que foram preparadas a partir da solugdo-méae de
Gal-3 em PBS.

Solucao Padrao | Concentracao de Gal-3 (ug/mL)

1 0,0050
2 0,050
3 0,50
4 5,0

5 50,0

1.3.2. Anélise em soro

Os ensaios foram também realizados com a preparacao de solucdes padrao
de Gal-3 em soro humano (Cormay Serum HN), com o objetivo de avaliar o
comportamento do biossensor num contexto mais realista. Para isso, inicialmente
foi necessario estabilizar os chips em soro e, posteriormente, incuba-los com as
solucBes padréao preparadas, durante aproximadamente 20 minutos. As curvas de
calibracdo foram obtidas por voltametria de onda quadrada com um potencial de
-0,3 V com concentracdes semelhantes as utilizadas anteriormente, entre 0,00050
Mg/mL até 5,0 ug/mL preparadas em soro (tabela 3.6).

Tabela 3.6- Concentracdo das solucdes que foram preparadas a partir da solugdo-méae de

Gal-3 em soro.

Solugdo Padrdo | Concentragéo de Gal-3 (ug/mL)

1 0,00050
2 0,0050
3 0,050
4 0,50
5 5,0
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1.3.3. Estudo da seletividade

Qualquer dispositivo necessita que seja feito um estudo de seletividade, uma
vez que o biossensor em condi¢des reais implica uma coexisténcia da proteina em
estudo com outras espécies ionicas diferentes e que podem condicionar a resposta.

A seletividade é a capacidade que um biorecetor tem para detetar um analito
especifico numa amostra que contém outros compostos. Neste sentido, foi utilizado
um método de solucdes separadas que consiste na preparacao de compostos como
a glucose (7,0x10* g/mL), a creatinina (1,0x10° g/mL), o BSA (4,0x102g/mL) e 0
CA15-3 (30 U/mL), com o objetivo de verificar se o0 biossensor responde
seletivamente a proteina em estudo. As concentracdes das solucdes foram
ajustadas tendo em conta os valores tipicos em fluidos biolégicos, no entanto é de
salientar que a solugéo de creatinina e de BSA foram sujeitas a uma diluicdo da
solugéo inicial, para evitar uma interferéncia desajustada no sensor. Assim, 0
procedimento comecou com a estabilizacdo do biossensor em PBS e apos este
processo, cada chip foi incubado com os diferentes compostos durante cerca de 20
minutos para garantir que era atingido o equilibrio, mesmo quando as espécies
interferentes estavam presentes. Foi entdo efetuado um varrimento por voltametria
ciclica com um potencial de -0,3 V a 0,6 V com uma velocidade de varrimento de
0,05 V/s com a solucao padrao redox de ferro apds cada incubacao, para verificar
0 comportamento do sensor aos varios compostos. E de salientar que para além da
incubacdo dos C-SPE’s com os compostos, foi necesséario incubar o chip
correspondente a proteina com um valor de concentracdo que tem em consideracao
o limite fisiolégico da Gal-3, neste caso com um valor que ronda os 30 ng/mL, com
0 objetivo de fazer uma comparacdo com 0s outros compostos que também se

encontram na gama dos limites fisiologicos para verificar a interferéncia no sensor.

1.4. Analise Qualitativa dos Materiais

A analise qualitativa dos materiais foi feita com recurso a espetroscopia de

Raman e para isso, foi utilizado um espetrémetro Thermo Scientific DXR Raman
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com um microscopio confocal e equipado com um laser de excitagdo de 532 nm. A
obtencdo das imagens espectrais resultou da configuracdo dos parametros
descritos na tabela 3.7 e a analise foi realizada diretamente na superficie do sensor
a quatro C-SPE’s, um C-SPE sem qualquer pré-tratamento, um NIP, um MIP antes

da remocéao da proteina e um MIP ap0s a remocéao.

Tabela 3.7 — Parametros definidos para a realizagédo da espetroscopia de Raman.

PARAMETRO CONFIGURAGAO
Potential 8
Aperture 50pm slit

Photo-Bleach 1,0 minutos

Max. Collect time 2,0 minutos
Ampliacao 50 vezes
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Capitulo 4 - Resultados e discusséo

No presente capitulo, serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos
durante o processo de desenvolvimento de um biossensor para a detecdo da Gal-
3. Para isso séo descritos os procedimentos e resultados da preparacao do sensor,
do estudo das condi¢bes de funcionamento, da seletividade e da aplicacdo do
biossensor em amostras de soro sintético.

A andlise eletroquimica foi feita com recurso as técnicas de
cronoamperometria, voltametria ciclica, voltametria de onda quadrada e
espetroscopia de impedéancia eletroquimica. Relativamente aos ensaios, as leituras
foram feitas em triplicado utilizando uma solucéo padréo redox de ferro (Ks[Fe(CN)g]
e Ka[Fe(CN)s]3H20) em KCI (eletrdlito).

1. Construcao do sensor

Como o objetivo dos biossensores é que estes sejam dispositivos simples,
rapidos, portateis e rentaveis utilizou-se como transdutor eletroquimico, elétrodos
screen printed electrodes (SPE) cujo elétrodo de trabalho é feito de carbono, C-
SPE. Como se trata de um tipo de elétrodo com um tamanho menor, isto possibilita
que seja utilizado um volume de amostra mais pequeno, tornando este tipo de
dispositivos util em amostras reais e bioldgicas. Para isso, foram preparados 3
elétrodos de carbono para sintetizar NIP’s e outros 3 para sintetizar MIP’s, para
desta forma observar as modificacées que ocorreram durante as varias fases do

desenvolvimento do sensor.

1.1. Limpeza eletroquimica

Apods limpeza eletroquimica por cronoamperometria a 1,7 V durante 200 s
com uma solugéo de KCI 0,10 M e tratamento acido utilizando H2SO4 0,50 M por
CV, efetuaram-se leituras do CV e EIS, com a solugao padréo redox. Os resultados

obtidos encontram-se na figura 4.19.

-57-



Corrente (A)

Desenvolvimento de um biossensor eletroquimico para monitorizag&o da radioterapia no melanoma

T T T T T 500 T T T
15 -

0.00015 C.SPE

== C-SPE —ap6s limpeza Em KCI

=== C-SPE —ap6s H,SO,

= C-SPE
400 F = C-SPE -apéslimpeza Em KCI
= C-SPE - ap6s H,SO,

0.0001

300 |

~ 200

100 |-

-5E-5 -

-0.0001 -
-100 |-

-0.00015 -

1 1
0.2 0 0.2 0.4 0.6 600 800 1000
Potencial aplicado (V) Z'(Q)

Figura 4.19 — Registos de CV (esquerda) e de EIS (direita) obtidos com a solugéo
redox de Ks[Fe(CN)s] e Ka[Fe(CN)s], com uma concentracdo de 5,0x1073, preparada com

um eletrdlito de KCl a 0,10 M apds limpeza com KCI e H2SO..

Apés a observacao da figura 4.19 podemos referir que existe uma diminuicao
da resisténcia a transferéncia de eletrdes apds o pré-tratamento do C-SPE. No
entanto, esta diminuicdo € semelhante tanto na limpeza com KCI como com H2SOa.
Isto acontece devido a remocao/oxidacdo dos compostos organicos que estdo
presentes e devido a introducao de ides na superficie do elétrodo.

Na figura 4.19, esquerda (CV), observa-se um ligeiro aumento no valor de
corrente (A) nos picos de oxidacéo e de reducdo e uma diminuicdo da separacao
dos picos apds o pré-tratamento. Relativamente a figura 4.19, direita (EIS), observa-
se uma diminui¢ao no valor da impedancia (resisténcia a transferéncia de eletrdes).
Desta forma, estes resultados demonstram que ha uma melhoria apos o pré-
tratmento no processo de transferéncia de eletrdes entre a superficie do elétrodo e

o eletrdlito.
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1.2. Impress&o molecular

A técnica utilizada durante este procedimento foi a polimerizagdo em bulk por
eletropolimerizacéo, uma vez que foi necessario proceder a mistura do monémero
com a molécula molde e a impressao foi feita diretamente na superficie do elétrodo
num unico procedimento. Este tipo de técnica permite ajustar as condi¢des
eletroquimicas e desta forma controlar a espessura do polimero e a sua morfologia.
Para além disto, é ainda possivel que haja simultaneamente a impressédo e
comunicagédo entre o polimero formado e a superficie do transdutor, o que torna o
processo repetivel e facil [83].

A eletropolimerizacdo foi realizada através da execucdo consecutiva de
ciclos de CV sobre a superficie dos C-SPE’s. Sendo que no primeiro ciclo, a
corrente aumenta em direcdo aos potenciais de oxidacdo atingindo um pico em
torno de 0,2 V, que representa a oxidacdo do mondmero permitindo assim a
ocorréncia da eletropolimerizacdo. Os ciclos seguintes demonstram que ocorre uma
diminuicdo continua da corrente do sistema o que confirma o crescimento de uma

camada ndo-condutora de polimero (figura 4.20).

Corrente (A)

H
0.2 0 02 04 06 08

Potencial aplicado (V)

Figura 4.20 — Voltamograma ciclico relativo a sintese eletroquimica do MIP.

Apbs a eletropolimerizacao verificou-se que os picos de oxidacao/reducéo

quase desparecem e o facto de existir uma maior separacdo entre 0s picos de
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potencial demonstra que a superficie esta bloqueada, devido a formacédo da camada
polimérica como se pode observar na figura 4.21 (a). Para além disto, através do
grafico de Nyquist que consiste num semicirculo, é possivel observar que antes da
eletropolimerizacéo, a resisténcia a transferéncia de eletrbes é inferior comparada
com a obtida apés as modificacdes poliméricas que ocorrem na superficie (figura
4.21 b). Neste sentido, o polimero formado na superficie do C-SPE, aumenta
significativamente a resisténcia a transferéncia de eletrdes devido as propriedades
nao condutoras do aminofenol. No que diz respeito ao MIP, é de salientar que a
resisténcia aumentou significativamente apds a eletropolimerizacao, uma vez que a
proteina se encontra no interior do polimero e a sua presenca na matriz altera as
propriedades elétricas da superficie onde o polimero esta a ser formado, afetando
desta forma o seu crescimento. Relativamente ao NIP, este foi sintetizado sem a
presenca da proteina e verificou-se que a resisténcia obtida por este tipo de C-SPE
foi superior a obtida pelo MIP (figura 4.21 b), o que pode ser justificado pelo facto
do ponto iselétrico da proteina (=8,58) ser superior ao pH do tampao (=7,4),
encontrando-se desta forma protonada predominantemente com carga positiva, o
que faz com que a proteina atraia para si a solu¢do padréo de ferro que apresenta
carga negativa, provocando uma diminuicdo na resisténcia a carga. De uma forma
geral, a diferenca que existe entre o NIP e o MIP ocorre devido ao impacto da
proteina nas propriedades elétricas da superficie, 0 que provoca um crescimento
diferenciado do polimero devido a vérias propriedades elétricas.

No que diz respeito ao nimero de ciclos de eletropolimerizacao que deveriam
ser utilizados para que fosse possivel obter o polimero mais estavel, foi efetuado
um estudo utilizando a técnica de CV para 5, 10 e 15 ciclos. Foi necessario proceder
a 3 leituras com a solucao padrao de ferro para que houvesse estabilizagao e
verificou-se que 10 ciclos era o valor mais estavel e 0 que apresentava menor

resisténcia em comparacao com 0s outros.
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Figura 4.21 — Registos de CV (esquerda) e de EIS (direita) obtidos com a solugdo
redox de Ks[Fe(CN)g] e K4[Fe(CN)s], com uma concentragdo de 5,0x103 M, preparada com
um eletrélito de KCl a 0,1, M. C-SPE apés a eletropolimerizacéo (a e b) e apés a remocao

da proteina (c e d).

1.3. Remocéo da proteina

Para a remocao da proteina que se encontra na superficie do polimero que
foi impresso molecularmente, foi necessario expor os C-SPE’s a uma solucéo de

acido oxalico 0,5 M com o objetivo de quebrar ligagcbes peptidicas entre os
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aminoacidos da proteina. E de salientar que a escolha do agente de remog&o da
proteina € importante, uma vez que o objetivo é apenas remover a proteina sem
interferir com o polimero, para que sejam expostas as cavidades formadas. Neste
sentido, foi feito um estudo com 4 compostos a tripsina, o0 SDS em PBS, a proteinase
K e o0 &cido oxalico para verificar o efeito destes na remocao da Gal-3 no MIP, sem
alterar a superficie polimérica do NIP. Verificou-se entdo que o &cido oxalico foi 0
anico que ndo promoveu alteracfes significativas na superficie sensora do NIP,
tendo sido por isso o escolhido no desenvolvimento do sensor MIP.

Desta forma, apos a eletropolimerizacdo do MIP e NIP foram colocados 5 pL
de &cido oxalico na superficie dos elétrodos de trabalho de cada C-SPE e deixou-
se incubar a temperatura ambiente durante a noite. Apos o tempo de incubacao os
chips foram lavados com KCI e condicionados em PBS durante aproximadamente
30 minutos, para estabilizacdo do pH.

Com a remocdo da proteina ocorreram alteracbes na resisténcia a
transferéncia de carga (Ret) e verificou-se que esta era diferente nos MIP’s e nos
NIP’s ap0s a acdo do solvente utilizado para a remocgdo. Através da analise da
figura 4.21 (c) e (d) verificou-se que ocorreu uma diminuicdo da Ret tanto no NIP
como no MIP, no entanto, esta foi mais significativa no MIP. Seria de esperar que
no NIP ndo houvesse alteracdes ap6s a acdo do solvente, uma vez que este é
sintetizado sem a presenca da proteina e esta ndo existe para ser digerida. No
entanto, esta ligeira diminuicdo no valor de Ret pode estar relacionada com a perda
parcial do polimero, que pode ter sido digerido parcialmente pelo acido, provocando
uma diminuicdo na Ret ou por alteracdo da protonagéo do polimero. Relativamente
ao MIP, este sofreu uma diminuicao significativa ha Ret, uma vez que a formacgéo
das cavidades no polimero facilita 0 acesso da redox probe a superficie do elétrodo

promovendo uma diminuicdo da resisténcia a transferéncia de carga.

2. Curva de calibracao

Para avaliar o desempenho analitico do biossensor, foi necessario construir

a curva de calibragéo, que expressa a relacéo entre o sinal medido e a concentragéao
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do analito e desta forma analisar a capacidade de o sensor interagir novamente com
a proteina nas cavidades formadas ap0s a sua remoc¢ao. Este processo consistiu
na adicdo de 5 uL de varias concentracdes padrédo de proteina no elétrodo de
trabalho e procedeu-se a incubacdo num exsicador durante cerca de 20 minutos
entre cada adicdo, para que fosse possivel a religacdo da proteina. Apos a
incubacéo, a superficie do elétrodo foi lavada com KCI e procedeu-se a uma leitura
com a solucéo padrao de ferro, para observar o comportamento do sensor as varias
concentracfes de proteina (0,0050 ug/mL até 50 pug/mL), apdés a formacdo das
cavidades.

Para a construcao das curvas de calibracdo, foram efetuadas 2 calibracdes
para o MIP em paralelo com o NIP, tendo sido ainda calculado a média, o desvio-
padréao, o limite inferior de resposta e o respetivo declive de cada leitura. Neste
sentido, as figuras 4.22 (a), (b) e (c) representam os resultados obtidos.

Relativamente a Ret, tanto o NIP como o MIP apresentam resisténcias a
transferéncia de eletrdes decrescentes a medida que a concentracao da proteina
aumenta, o que confirma a existéncia da ligacdo da proteina a superficie do sensor.
No entanto, esta € mais significativa no MIP, uma vez que a resposta linear deste &
estendida a uma faixa mais ampla de concentragbes, o que faz com que a
quantidade de proteina ligada na superficie sensora seja maior e
consequentemente a superficie disponivel para a medicdo seja menor, como pode
ser observado na figura 4.22 (a) e (b). Relativamente ao declive da curva de
calibracao, este foi obtido a partir do gréafico resultante do diagrama de bode (figura
4.22 (c) e podemos verificar que este representa a sensibilidade, que pode ser
definida como a relacdo entre o sinal analitico e o logaritmo da concentracédo do
analito. Desta forma, quanto maior foi o declive, maior serd a sensibilidade do
sensor como pode ser observado na figura 4.22 (d). Esta representa o grafico obtido
pela média de ensaios duplicados, cujo declive do MIP é superior a do NIP.
Relativamente ao calculo da média, do desvio padrao e do limite inferior de detecéo,

estes encontram-se representados na tabela 4.8.
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Figura 4.22 — Registos eletroquimicos obtidos em solucéo redox de Ks[Fe(CN)e] e

K4[Fe(CN)g], com uma concentragdo de 5,0x10° M, preparada com um eletrélito de KCl a

0,10 M. C-SPE ap0s incubacdo com as varias concentragfes de proteina preparadas em

PBS (a, b e c) e representacéo da curva de calibrag&o (d) .

3.

Testes em soro

Com o objetivo de avaliar o comportamento do biossensor num contexto mais

realista, foram realizados ensaios com a preparacao de solugbes padréo de Gal-3
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em soro humano (Cormay Serum HN) numa gama de concentracfes entre 0,0005
ug/mL e 5 pug/mL, para verificar o desempenho analitico do sensor num contexto
real. Na figura 4.23 (a), (b) e (c) podemos observar os resultados obtidos da
calibracédo ap0ds incubacédo com as varias concentracdes de proteina preparadas em
soro humano. Neste sentido, podemos observar que tanto o NIP como o MIP
apresentam resultados semelhantes aos obtidos com a utilizagdo de solucdes
padrao preparadas em PBS na mesma gama de concentragcdes, o que demonstra
um bom comportamento do sensor num contexto pratico. Para além disto, é
necessario referir que os testes em soro foram realizados com um padrdo mais
diluido em relacédo ao sensor utilizado para efetuar a curva de calibragcdo em PBS,
0 que demonstra a capacidade de este ler concentragdes mais baixas num contexto
mais real e desta forma seja mais sensivel. Na figura 4.23 (d) é possivel observar o
grafico correspondente a média das medi¢cdes em triplicado para o NIP e para o
MIP, onde podemos observar que o MIP apresenta melhor sensibilidade e um
r>0,99. Relativamente ao céalculo da média, do desvio padréo e do limite inferior de
detecdo, estes encontram-se também representados na tabela 4.8.
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Figura 4.23 — Registos eletroquimicos obtidos com a solucéo redox de Ks[Fe(CN)g]

e K4[Fe(CN)s], com uma concentracédo de 5,0x10° M, preparada com um eletrélito de KCI

a 0,10 M. C-SPE ap6s incubacao com as vérias concentracdes de proteina preparadas em

soro (a, b e c) e representacéo da curva de calibracdo (d) .
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Tabela 4.8 - Parametros analiticos obtidos referentes & média das curvas de calibracéo
dos NIP e dos MIP’s.

ELP (10 CICLOS) EM PBS ELP (10 CICLOS) EM SORO
Parametros
NIP MIP NIP MIP
Declive -107,16+55,824 -107,68455,3 -93,271+92,89 -97,911+36,9809
R2 R2<0,96 0,99115 R2<0,96 0,9842
LIRL (ug/mL) - 0,005 - 0,0005
LSRL(ug/mL) - 50 - 5
4. Estudo da seletividade

Para avaliar a seletividade do sensor e verificar a capacidade que este tem
para detetar um analito especifico numa amostra que contém outros compostos,
neste caso, a glucose, a creatinina, a BSA e o CA15-3, foi utilizado o método das
solucbes separadas. Para isso, o periodo de incubacdo dos C-SPE’s com 0s
interferentes foi de 20 minutos para garantir que fosse atingido um equilibrio, mesmo
na presenca destes compostos. Apés a analise dos resultados obtidos (figura 4.24),
verificou-se que a ligacdo das espécies referidas anteriormente foi pouco
significativa no caso da glucose e da proteina CA15-3, com valores de 0,1 e 1,5%
respetivamente. Relativamente a creatinina e a BSA estes possuem valores
superiores de 3,2 e 2,6% respetivamente. No entanto, estes valores poderao ser
negligenciados uma vez que a gama de linearidade da calibracdo do sensor em
soro situa-se entre 0,5 ng/mL e 5x10% ng/mL, sendo que o valor fisiolégico de
concentracdo da Gal-3 € de 30 ng/mL. Desta forma, a amostra podera ser diluida
cerca de 60 vezes, diminuindo a interferéncia destes compostos no sinal analitico.

Além disso, ndo sera expectavel que a leitura do composto alvo sofra
interferéncia em soro, uma vez que a calibragdo do biossensor neste meio
apresentou caracteristicas semelhantes aquelas obtidas em tampéo. De uma forma
geral, o registo observado podera ter acontecido pela auséncia de competicao entre
0 composto alvo e 0 composto interferente, na sequéncia da utilizacdo do método

das solucdes separadas.
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Figura 4.24 - Grafico ilustrativo dos resultados obtidos por seletividade.

5. Andlise Qualitativa de Materiais

As analises qualitativas foram realizadas diretamente nos C-SPE’s sem
qualquer tratamento e para isso foram analisadas quatro amostras, um C-SPE sem
qualguer modificacdo, um NIP apés tratamento com acido oxalico, um MIP antes da
remocao da proteina e um MIP ap6s a remocédo da proteina com acido oxalico. A
analise foi efetuada por espetroscopia de Raman e os resultados obtidos foram
tratados no programa OMNIC Software.

ApoOs a analise dos resultados (figura 4.25 e 4.26) e de acordo com a tabela
4.9, verificamos que a razéo dos picos ID/IG € muito semelhante para todos os C-
SPE’s. No entanto, é possivel observar, mesmo que pouco significativo, que o MIP
antes da remocédo da proteina (ID/IG = 0.855) apresenta um valor superior ao C-
SPE (ID/IG =0,846) o que demonstra um aumento dos defeitos devido as ligacdes
na superficie do sensor tornando-a menos cristalina. Esses defeitos estruturais

podem estar associados a presenca da proteina na matriz polimérica.
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Relativamente ao MIP apGs a remocédo da proteina e tendo em conta que o
NIP também foi submetido a um tratamento &cido, verificou-se que os valores
obtidos sdo praticamente iguais, o que é esperado, uma vez que 0 polimero é o
mesmo. Por fim, verificou-se que o MIP antes da remocao também apresenta um
valor superior ao MIP apés a remocao, devido a presenca da proteina na matriz

polimérica.

Tabela 4.9 — Valores obtidos por espetroscopia de Raman na superficie dos C-SPE’s

utilizados.
POSICAO DO PICO D
C-SPE’S UTILIZADOS -
Banda G Banda D 1G
C-SPE 1588,19 1343,79 0,846
NIP 1587,75 1355,17 0,853
MIP antes da remogdo da proteina 1582,26 1353,46 0,855
MIP apés a remogdo da proteina 1585,31 1350,81 0,852

Banda G
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MIP antes da remogao
MIP apés a remogao
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500+
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3000 2500 2000 1500 1000 §00

Raman Shift (cm-1)

Figura 4.25 — Espetro de Raman obtido na superficie de todos os C-SPE’s utilizados, em

modo Common Scale.
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Figura 4.26 - Espetros de Raman caracteristicos de cada C-SPE utilizado.
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Capitulo 5 - Concluséao

Tal como foi referido anteriormente, o melanoma é uma patologia cuja
incidéncia tem vindo a aumentar e tornou-se num problema de saude publica. Neste
sentido, surgiu a necessidade de criar novas estratégias para tentar combater a
mortalidade e a diminuicdo da qualidade de vida que esta associada a este tipo de
doenca. Como se trata de uma patologia multifatorial, a escolha do tratamento mais
adequado por vezes torna-se dificil, no entanto, nos ultimos anos estudos realizados
demonstraram que a RT se tornou numa opcao terapéutica eficiente. Desta forma,
com o objetivo de criar uma nova estratégia de monitorizacdo desta terapia durante
0 processo de tratamento do melanoma, foi desenvolvido um biossensor
eletroquimico para a detecdo da Gal-3, que esta associada a um pior progndstico
da doenca.

Para o desenvolvimento do biossensor foram utilizados elétrodos de carbono
e 0 analito em estudo foi a Gal-3. Relativamente ao material sensor, este foi
sintetizado por eletropolimerizacdo do mondmero aminofenol e o processo de
polimerizacdo foi em bulk. Posteriormente, a remogéo da proteina foi feita com
recurso ao acido oxalico, que demonstrou ser 0 Unico composto cuja interferéncia
no polimero era insignificante, para desta forma remover a proteina e dar origem as
cavidades que foram formadas.

De uma forma geral, o biossensor demonstrou apresentar bons resultados
em termos de seletividade, de limite de dete¢&o (na ordem dos ng/mL), de tempo
de resposta (tempo maximo de incubacdo de 20 minutos) e em termos de
reprodutibilidade. Relativamente aos limites de resposta, verificou-se que estes
estavam na gama dos 0,50 ng/mL e os 5,0x10% ng/mL, o que inclui os valores
fisiol6gicos da proteina (30 ng/mL). Neste sentido, o desenvolvimento deste
biossensor com recurso a anticorpos plasticos demonstrou ser simples e sensivel,
0 gque torna promissor o desenvolvimento de novos sensores.

Sendo ambicioso o objetivo inicial de preparar um biossensor para utilizar na
monitorizacdo terapéutica da RT, ficam questbes em aberto, que poderdo ser

respondidas em trabalhos futuros.
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Do ponto de vista analitico, seria ainda importante avaliar a concordancia
deste novo biossensor com os métodos considerados gold standard no ambito dos
laboratorios clinicos, ou seja, avaliar a correlacdo das medi¢cdes obtidas pelo
biossensor com as medi¢cBes obtidas por ELISA, por exemplo. Seria igualmente
importante avaliar o desempenho do biomarcador em doentes com melanoma
sujeitos a RT, fazendo medi¢cOes regulares, de forma a compreender se as
variacfes da Gal-3 seriam suficientes para ser detetadas com este novo biossensor,
e sendo possivel, seria ainda util compreender se € possivel discriminar os doentes
responsivos, ou ndo, aos tratamentos com RT.

Finalmente, e como mencionado, a Gal-3 é uma proteina que podera ser
utilizada em conjunto com outros biomarcadores clinicos em diferentes patologias.
No cenario em que o biossensor para a Gal-3 estivesse pronto a ser utilizado num
contexto real, seria ainda interessante avaliar o valor diagndstico enquanto
marcador cardiaco em conjunto com os demais marcadores de lesao cardiaca ou
ainda como marcador de progressao metabdlica da diabetes.

Em suma, um biossensor de facil producéo, barato, rapido e sensivel para a
Gal-3, que cobre perfeitamente os limites fisiologicos, podera ter indmeras
aplicacbes biomédicas e potencial impacto clinico ndo apenas oncoldgico que

poderiam e deveriam ser exploradas.
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