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Resumo

A Alfa-fetoproteina (AFP), um dos primeiros biomarcadores tumorais de proteinas
descobertos, ¢ hoje amplamente utilizada na pratica clinica. A sua aplicacdo para o diagnéstico do
carcinoma hepatocelular (CHC), a forma mais frequente de tumor primatio no figado, é motivo de
indmeros debates. Para além dos estudos focados no papel da AFP no diagnéstico do CHC, esta
proteina tem vindo a ser usada, nos ultimos anos, para orientar a escolha terapéutica do CHC e
monitorizar o seu tratamento.

A detegao precoce desta doenga oncologica ¢ uma das questdes mais importantes para
aumentar a taxa de sobrevivéncia dos pacientes. A dete¢do de biomarcadores de cancro ajuda a
fornecer um diagnodstico antes que a doenca se torne incuravel em estigios posteriores. Os
biomarcadores também podem ser usados para avaliar a progressdo de terapias e tratamentos
cirdrgicos. Nos ultimos anos, sensores baseados em Polimeros Molecularmente Impressos (MIP)
tém sido intensamente investigados como dispositivos analiticos promissores neste campo,
oferecendo portabilidade, resposta rapida e especificidade a um baixo custo.

Assim, neste trabalho foi desenvolvido um sensor eletroquimico (voltamétrico) especifico para
a detecdo do biomarcador AFP.

Inicialmente foram realizados estudos do comportamento eletroquimico desta proteina, tendo-
se verificado que apresenta um pico de oxidagio aos +0.8 V, apresentando um mecanismo tipico de
difusdo em elétrodos de carbono. Contudo, a sensibilidade da dete¢do direta nao foi suficiente para
a detecio de AFP nos niveis de dete¢do pretendidos, além da pouca especificidade da resposta.

De seguida, foi desenvolvido um sensor molecularmente impresso por eletropolimerizagio de
uma solug¢do contendo pitrrol (monémero funcional) e AFP (femplate), por voltametria ciclica. Foram
otimizadas as condi¢des de polimerizacio e realizou-se uma caracteriza¢do do sensor obtido por
voltametria ciclica e por espetroscopia de impedancia eletroquimica. O sensor mostrou uma
tesposta linear numa gama de concentracoes de 5 a 50 ng/mL com um limite de dete¢ao (LOD) de
2.4 ng/ml e um limite de quantificacio (LOQ) de 7.9 ng/mlL.

Palavras-chave: Cancro; Carcinoma Hepatocelular; Sensor Eletroquimico; Biomarcador; Alfa-
fetoproteina; Polimero Molecularmente Impresso.
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Abstract

Alpha-fetoprotein (AFP), one of the first protein tumor markers discovered, is widely used in
clinical practice nowadays. Its application for the screening and diagnosis of hepatocellular
carcinoma (HCC), the most frequent form of primary liver tumor, is a matter of countless debates.
In addition to the studies focused on the role of the AFP in the diagnosis of HCC, in recent years
this protein has been used to guide the therapeutic choice in HCC and monitor its treatment.

Detecting cancer disease at an eatly stage is one of the most important issues for increasing the
survival rate of patients. Cancer biomarker detection helps to provide a diagnosis before the disease
becomes incurable in later stages. Biomarkers can also be used to evaluate the progression of
therapies and surgery treatments. In recent years, molecularly imprinted polymer (MIP) based
sensors have been intensely investigated as promising analytical devices in this field, offering
portability, fast response and specificity at a low cost.

Thus, in this work, a specific electrochemical (voltammetric) sensor was developed for the
detection of the AFP biomarker.

Initially, studies on the electrochemical behavior of this protein were performed and it was
found that it has an oxidation peak at +0.8V presenting a typical mechanism of diffusion in carbon
electrodes. However, the sensitivity of direct detection was not enough for AFP detection at the
desired levels, besides poor response specificity.

Then, a molecularly imprinted sensor was developed by electropolymerization of a solution
containing pyrrol (functional monomer) and AFP (template) by cyclic voltammetry. The
polymerization conditions were optimized and it was performed a characterization of the sensor
obtained by cyclic voltammetry and electrochemical impedance spectroscopy. The sensor showed a
linear response over a concentration range of 5 to 50 ng/ml with a detection limit (LOD) of 2.4
ng/mlL, and a quantitation limit (LOQ) of 7.9 ng/mL.

Key-words: Cancer; Hepatocellular Carcinoma; Electrochemical Sensor; Biomarker; Alfa-
fetoprotein; Moleculatly-imprinted polymer.
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1 Introducao

O diagnostico precoce do cancro é um fator crucial para o sucesso do seu tratamento. Métodos
altamente sensiveis, sdo urgentemente necessarios para medir marcadores de cancro durante os
estagios iniciais da doenca, contribuindo assim para elevar as taxas de sobrevivéncia dos pacientes.
(Zhurauski, P., 2017)

Porém, os testes existentes nem sempre sio suficientemente sensiveis ou simples, sendo apenas
possivel, na maioria dos casos, a detecio de proteinas em niveis correspondentes a estagios
avancados da doenca. Dispositivos de pequenas dimensdes, mais rapidos e mais baratos sao uma
necessidade bastante elevada, para assim substituir as demoradas andlises laboratoriais. A
disponibilizacio dos resultados analiticos num curto espagco de tempo, a beira do paciente,
momentos depois da recolha das amostras, ird também melhorar em larga escala o diagnédstico e
monitorizacio do cancro. (Zhurauski, P., 2017)

A detec¢do de biomarcadores de cancro ajuda a fornecer um diagndstico inicial, evitando que a
doenca se torne incuravel em estagios posteriores. Estes biomarcadores podem também ser usados
para avaliar a progressao de terapias e tratamentos cirurgicos. (Selvolini, G. e Marrazza, G., 2017)

Desde o trabalho pioneiro de Polyakov na década de 1930 utilizando matrizes de silica, o
desenvolvimento continuo de desigh, preparagdo, caracterizacio e aplicacdo de polimeros
molecularmente impressos (MIP — Molecularly Imprinted Polimers) nos tdltimos anos, refletiu o
crescimento e avan¢o gradual da tecnologia de impressio molecular (MIT — Molecular Imprinting
Technology) assim como o amplo interesse demonstrado pela comunidade cientifica em geral. O
nimero de revisdes, artigos e monografias sobre a impressao molecular continua a aumentar, o que
reflete diretamente o rapido desenvolvimento das tendéncias e areas atuais. (Chen, L. et al. 2016)

Assim sendo, os sensores baseados em MIPs tém sido alvo de indmeros estudos, considerando-
se como promissores dispositivos analiticos em diversos campos, incluindo analises clinicas,
oferecendo a portabilidade desejada, respostas rapidas, especificidade e baixo custo. (Selvolini, G. e
Marrazza, G., 2017)

Avancgos na biologia molecular levaram a uma compreensiao mais aprofundada de potenciais
biomarcadores que podem ser usados para o diagndstico de diferentes tipos de cancro. Estratégias
inovadoras de sensores permitem que este diagndstico seja realizado num curto espago de tempo,
de forma barata e confiavel, num ambiente descentralizado. (Zhurauski, P., 2017)

Estudos demonstraram que a Alfa-Fetoproteina (AFP) apresenta-se como um biomarcador
fiavel do cancro hepatocelular (CHC), ja que niveis elevados de AFP foram associados ao
aparecimento desta mesma doenga. A AFP também demonstrou ser uma ferramenta valiosa na
monitorizacio da resposta aos tratamentos. (Chen, L et al. 2010)

Neste sentido, esta tese em particular discutird o uso de sensores eletroquimicos baseados em
MIPs, para a detegao de cancro no figado através da anilise eletroquimica da AFP.



1.1 Enquadramento

Com o interesse em descobrir novas solu¢oes que contribuam para o desenvolvimento da
ciéncia, surge a possibilidade de realizar um projeto de investigagdo no ambito da unidade curricular
Projeto/Estagio (PESTF) do Mestrado em Engenhatia de Computa¢io e Instrumenta¢io Médica
(MECIM), pertencente ao departamento de Fisica (DFI) do Instituto Superior de Engenharia do
Porto (ISEP).

Este projeto envolve toda uma parte de investigacio realizada ao longo de 9 meses no
laboratério de eletroquimica do Grupo de Reagdo e Andlises Quimicas (GRAQ), bem como uma
parte de pesquisa sobre o tema.

Durante todo este perfodo, houve um acompanhamento por parte dos orientadores Jodo
Pacheco (ISEP) e Hendrikus Nouws (ISEP).

1.2 Objetivos

O principal objetivo desta investigacio foi o desenvolvimento de um sensor eletroquimico
sensfvel para a dete¢io de AFP — Alfa-Fetoproteina, de modo a desenvolver competéncias no
ambito da eletroquimica e a consolidar conhecimentos adquiridos ao longo do curso. Este objetivo
foi cumprido com a ajuda dos orientadores, bem como dos restantes colegas do GRAQ.

Nio menos importante, outra meta deste projeto passava por desafiar-me a levar a cabo uma
investigacio numa area na qual ndo tenho muita experiéncia, embora tenha feito parte do meu
plano de estudos.

Deste modo, ¢ importante destacar que um dos parametros fulcrais deste projeto passou pela
componente pratica realizada no laboratério, possibilitando o conhecimento nio sé do
funcionamento dos equipamentos, como também o desenvolvimento da prépria autonomia na
resolucdo de problemas.

Tudo isto contribui para um aperfeicoamento das capacidades em diferentes niveis do dominio
do saber, para assim desenvolver competéncias que permitam enfrentar os desafios profissionais
que possam aparecer no futuro.

1.3 Motivacao

O interesse na area da sadde juntamente com a eletroquimica foi um dos principais fatores que
motivaram a realizagdo desta investigagao.

Nio obstante, o “querer saber” juntamente com o “querer fazer” levaram a procura de uma
equipa que pudesse proporcionar condi¢des onde fosse possivel ganhar conhecimentos e pratica. E
importante realcar que o GRAQ ¢é uma excelente equipa, com boas referéncias, e todo o seu
trabalho ¢é feito com qualidade e nas condigbes necessarias.



Por fim, a prépria organizagdo da equipa bem como o facto de serem assegurados todos os
recursos necessarios para realizar este trabalho, levou, ao longo de todo o petriodo de investigacao, a

manter um espirito otimista e sempre com vontade de trabalhat.

1.4 Apresentacdao do GRAQ

O GRAQ -Grupo de Reagio e Analises Quimicas -consiste numa equipa de investigadores que
se dedica a investigacdo na area da Engenharia Quimica e da Quimica Verde, promovendo a
inovacdo e contribuindo para a criagdo, aplica¢io e divulgacio de conhecimento. Foi criado em
Janeiro de 1999 como um grupo de investigagio do ISEP com autonomia cientifica e financeira,
integrado no Centro de Quimica da Universidade do Porto (CEQUP). (GRAQ - Grupo de Reagio
e Analises Quimicas, 2019)

Em Novembro de 2001 o GRAQ passa a pertencer ao Laboratério Associado para a Quimica
Verde (LAQV) da Rede de Quimica e Tecnologia (REQUIMTE). (GRAQ - Grupo de Reacio ¢
Analises Quimicas, 2019)

O REQUIMTE foi originalmente criado como uma organizagio cientifica sem fins lucrativos
em Janeiro de 2003, em parceria com as universidades do Porto e a NOVA Lisboa. Resulta de uma
colaboragio de longa data entre dois Centros de Pesquisa destas universidades nas éareas da
Quimica, Bioquimica, Engenharia Quimica e Biotecnologia, Farmacologia e Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos. Em Novembro de 2001, a REQUIMTE foi oficialmente reconhecida pelo Ministro
da Ciéncia e Ensino Superior de Portugal, como anfitria de um Centro de Investigacio em
Exceléncia em Quimica Verde, Laboratério Associado para a Quimica Verde. (REQUIMTE, 2019)

1.5 Organizacao do Relatorio

O presente documento estd dividido em 5 capitulos, que por sua vez se subdividem noutros
topicos.

No primeiro capitulo é feita uma introdugdo, contextualizando-se o leitor para o tema em
questdo. De seguida sdo apresentados aspetos relacionados com o enquadramento, objetivos e
motivagdo para a realizacio do projeto. Por fim ¢ apresentado o conteudo do relatério bem como
uma breve apresentacio do laboratério onde foi realizada esta investigacao.

O segundo capitulo apresenta e explica alguns conceitos teéricos fundamentais, que ajudam na
compreensio do tema abordado e de toda a parte experimental realizada ao longo de 9 meses.

No terceiro capitulo é apresentado todo o procedimento da parte experimental, materiais e
reagentes utilizados. E entio explicado como se procedeu para a sintese dos sensores MIP e NIP, a
preparacio das amostras e como sio feitas as medi¢Oes eletroquimicas.

O quarto capitulo é dedicado aos resultados obtidos e a discussdo dos mesmos.

Por fim, no quinto capitulo, sao apresentadas as conclusoes e apreciagoes globais do projeto de
investigacdo. Sio também sugeridas algumas ideias para apostar no futuro, bem como alternativas
ao procedimento adotado.






2 Conceitos e Fundamentos Teoéricos

Neste capitulo sdo apresentados alguns conceitos e fundamentos tedricos, essenciais a
compreensio do tema em questio.

2.1 Carcinoma Hepatocelular

O cancro ¢ definido como um grupo de doengas que envolvem crescimento celular
anormal que se pode espalhar para outras partes do corpo. (Selvolini, G. e Marrazza, G., 2017)

Esta proliferacao descontrolada de células em certos tecidos do corpo humano ¢ uma das
principais causas do cancro e existem diversas razoes para este fenémeno, como por exemplo a
exposicdo prolongada a determinados tipos de virus, agentes cancerigenos quimicos ou
simplesmente a propria genética. O resultado deste comportamento anormal € a interrupgao do
equilibrio da vida das células do tecido envolvido. (Zhurauski, P., 2017)

O cancro pode entio ser considerado uma infegao transmissivel por um invasor externo,
mas surge das células do proprio corpo. (Zhurauski, P., 2017)

Nos ultimos cinquenta anos, esta tornou-se uma das principais causas de morte em todo o
mundo. A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancro (IARC — International Agency for
Research on Cancer) estima que um em cada cinco homens e uma em cada seis mulheres em todo o
mundo desenvolvam cancro ao longo da sua vida, ¢ que um em oito homens ¢ uma em cada onze
mulheres morrerdo dessa mesma doenca. Sio varios os fatores que contribuem para estas
estatisticas, particularmente o crescimento e envelhecimento da populacio global bem como o

aumento na exposi¢ao a fatores de risco de cancro ligados ao desenvolvimento social e econémico.
(Globocan, 2018)

Existem alguns indicios de que os esfor¢os de prevencio aumentaram, como por exemplo, a
incidéncia de cancro de pulmio em homens no norte da Europa e na América do Norte, ou em

cancro cervical na maioria das regides, exceto na Africa Subsaariana, em compara¢io com os dados
de 2012. (Globocan, 2018)

No entanto, os paises estdo a enfrentar um aumento geral no nimero absoluto de casos de
cancro. A Asia ¢ responsavel por quase metade dos novos casos desta doenca e mais da metade das
mortes pela mesma. Estima-se que a Asia ¢ a Africa tenham uma proporcio maior de mortes por
cancro (7.3% e 57.3%, respetivamente) em comparagio com a sua incidéncia (5.8% e 48.4%,
respetivamente). O IARC sugere que esta tendéncia podera dever-se a maior frequéncia de tipos de
cancro associados a um mau progndstico, juntamente com o acesso limitado ao diagnéstico e
tratamento oportunos. Os dados de 2018 sugerem também que os paises com alto Indice de
Desenvolvimento Humano (IDH) tém uma incidéncia de cancro 2 a 3 vezes maior do que aqueles
com IDH baixo ou médio. Os principais cancros no mundo também mudaram em comparagiao
com os dados de 2012. (Globocan, 2018)

Na Figura 1, estdo representados dois graficos circulares relativos aos numeros de novos casos
de cancro em 2018 globalmente, bem como o nimero de mortes associado.



O cancro no figado é o quinto tipo de cancro mais comum e a quarta causa mais frequente de
mortes relacionadas com o cancro globalmente. Representa aproximadamente 5% de todos os
cancros ¢ conta com cerca de 841.080 novos casos ¢ 781.631 mortes em 2018. (The Global Cancer
Observatory, 2019)
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Figura 1. Dados relativos a incidéncia dos varios tipos de cancro, globalmente, em 2018.2)
Numero de novos casos em 2018, para ambos os sexos e todas as idades. b) Numero de mortes em
2018, para ambos os sexos e todas as idades. (The Global Cancer Observatory, 2019)

O cancro de figado inclui, entre outras doencas hepaticas malignas, o Carcinoma Hepatocelular
(CHC), Colangiocarcinoma (CC) e Carcinoma Hepatocelular combinado com Colangiocarcinoma
(CHC-CC). (Fu, Y., et al, 2017)

O Carcinoma Hepatocelular representa cerca de 90% dos cancros primarios no figado e
constitui um problema sério de saude global. A incidéncia de CHC tem tendéncia a aumentar com a
idade em todas as populagdes, atingindo um pico aos 70 anos. Por sua vez, em populagdes chinesas
e africanas, a idade média dos pacientes ¢é consideravelmente menor. Estes dados contrastam
fortemente com o Japio, onde a incidéncia de CHC é mais alta na populagio masculina de 70 a 79
anos. O CHC tem uma forte preponderancia masculina, com uma propor¢io masculina/feminina
estimada em 2 — 2.5 : 1. (Journal of Hepatology, 2018)

Estima-se que, globalmente, o nimero de casos incidentes de cancro no figado em ambos os
sexos ¢ em todas as faixas etdrias aumente de 841.080 em 2018 para 1.361.836 em 2040 (uma
variagdo geral de + 61.9%). Estima-se também que o numero de mortes por cancro no figado em
ambos os sexos e em todas as faixas etarias aumente de 781.631 em 2018 para 1.284.252 em 2040

(uma mudanga geral de + 64.3%). A Figura 2 mostra o numero estimado de casos de incidentes e
mortes de 2018 a 2040. (Rawla, P., et al, 2018)
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Figura 2. Numeros estimados relativos a incidéncia do cancro no figado de 2018 a 2040,
globalmente, em todas as idades e ambos os sexos. a) Numero de novos casos. b) Numero de
mortes. (Globocan, 2018)

Estes dados, embora meramente estatisticos, alertam para um acentuado crescimento do
nimero de casos incidentes de cancro no figado bem como de mortes até 2040. E de salientar que a
hepatite viral crénica e o consumo de alcool tém sido os dois fatores de risco mais impactantes para
o desenvolvimento de cirrose hepatica e subsequente CHC, levando a este crescimento esperado
em todo o mundo. O estilo de vida, bem como fatores ambientais e genéticos, contribuem também
como fatores de risco para esta doen¢a oncologica. (Rawla, P., et al, 2018)

Os recentes desenvolvimentos de medicamentos na farmacoterapia do tratamento da hepatite
viral crénica tém um longo caminho para limitar o nimero de doengas hepaticas progressivas ¢
CHC. O conhecimento aprofundado sobre os mecanismos moleculares de desenvolvimento do
CHC levou a uma vigilancia mais ativa entre pacientes com fatores de risco estabelecidos. A
prevencao da doenga hepatica alcodlica combinada com uma dieta e estilo de vida saudaveis e
melhores condi¢cGes ambientais sdo algumas estratégias importantes que ajudariam a reduzir ainda
mais a ameac¢a de aumento da incidéncia de CHC, especialmente nos pafses em desenvolvimento.
(Rawla, P., et al, 2018)

No entanto, se for diagnosticado num estagio inicial, antes de ter hipéteses de aumentar de
tamanho ou de se alastrar para outras partes do corpo, a probabilidade do cancro ser controlado ou
até mesmo de ser tratado com sucesso aumenta consideravelmente. No caso do cancro se espalhar,
0 seu tratamento torna-se mais complexo e a probabilidade de sobrevivéncia do paciente pode
diminuir. Neste contexto, a necessidade de descobrir, desenvolver e aplicar novas ferramentas de
diagnostico torna-se urgente. (Selvolini, G. e Marrazza, G., 2017)



Essas ferramentas tém em vista a resolu¢do ou minimizacdo de problemas relacionados ao
diagnostico clinico classico, como a necessidade de instrumentagdo cara e sofisticada (por exemplo,
a tomografia axial computorizada, ressonancia magnética ou ultrassonografia), o pessoal qualificado
e o longo tempo de espera de resultados de analises. Isto porque, atualmente, o diagnéstico preciso
da doenca oncoldgica baseia-se na avaliacio histologica dos tecidos, através de técnicas como
ensaios de imunoabsor¢do enzimatica, radioimunoensaios, imunofluorescéncia, entre outras, que
muitas vezes podem ser demoradas e incapazes de fornecer resultados num tempo razoavelmente
curto, dificultando o diagnéstico precoce do cancro. (Selvolini, G. e Marrazza, G., 2017)

Os avangos tecnologicos no ambito dos (bio)sensores, bem como a disponibilidade de varios
biomarcadores estaveis, sensfveis e ndo invasivos para distinguir diferentes estigios no CHC,
facilitaram muito a identificagao da doenca e a monitoriza¢do em tempo real da resposta a terapia.
Os biomarcadores sdo extremamente Uteis na pratica clinica para doencas hepaticas, estando
associados a secrecdo de varias proteinas ou nucleotideos relacionados a tumores. A necessidade de
identificacdo de biomarcadores especificos de CHC tem vindo a aumentar.

2.2 Sensores

De acordo com a IUPAC, um sensor ¢ um dispositivo que transforma informac¢io quimica
num sinal analitico utilizavel. A informacdo pode ser obtida a partir de uma reagdo quimica do
analito ou de uma propriedade fisica. IUPAC, 1999) Os sensores fisicos realizam a medi¢io de
propriedades fisicas como a temperatura, indice de refracdo entre outros. Quanto aos sensores
quimicos, estes podem ser utilizados tanto para andlise qualitativa (por exemplo, identificacdo de
constituintes quimicos de uma amostra) como para analise quantitativa (por exemplo, determinacao
da concentracdo dos constituintes de uma amostra). (Zadeh, K. e Fry, B., 2008)

Um sensor quimico é um dispositivo analitico constituido por trés partes, tal como se pode
observar na Figura 3: o elemento sensor (recetor), o transdutor e o sistema eletrénico. O elemento
sensor ¢ um componente fundamental no dispositivo pois tem a propriedade de reconhecer
seletivamente e de interagir com o analito. Posteriormente, a interacdo entre o elemento sensor e o
analito ¢ transformada num sinal elétrico mensuravel, que ¢é recebido e tratado no sistema

eletrénico. (Wilson J., 2005)

@ Transdutor
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Figura 3. Diagrama esquematico de um sensor. (Pacheco, J., 2017)



O elemento sensor reconhece o analito alvo e as respostas correspondentes sdo entdo
convertidas em sinais elétricos equivalentes pelo transdutor. O amplificador responde ao pequeno
sinal de entrada do transdutor e emite um sinal de saida que contém os recursos essenciais da forma
de onda do sinal de entrada. O sinal amplificado é entdo processado pelo processador de sinal,
onde posteriormente pode ser armazenado, exibido e analisado. (Velusamy, V. et al. 2010)

Os sensores podem ser classificados através do seu elemento de reconhecimento ou pelo tipo
de transdutor. Na Figura 4 estd representado um esquema de classificagdo de um biossensor.
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Figura 4. Esquema de classificagiao de um sensor. (Velusamy, V. et al, 2010)

Os eclementos sensores sdo a chave para a especificidade das tecnologias de Sensores.
Consistem numa espécie molecular que utiliza um mecanismo para reconhecimento e sio
responsaveis por ligar o analito de interesse ao sensor para a medi¢ao. (Velusamy, V. et al. 2010)

A selecdo do elemento sensor tem em consideraciao a molécula alvo. Sao, por isso, selecionados
de acordo com sua afinidade e estabilidade a molécula alvo. (Saylan, Y. et al 2017)

Estes podem ser classificados em varias categorias diferentes, destacando-se
anticorpo/antigénio, enzimas, acidos nucleicos/DNA, estruturas celulares/células e polimeros. As
enzimas, anticorpos e acidos nucleicos sdo as principais classes de biorrecetores amplamente
utilizados em aplicacdes de biossensores. Podem também ser utilizados polimeros molecularmente
impressos (Velusamy, V. et al. 2010)

Os transdutores também desempenham um papel preponderante num sensor, pois
transformam a interacdo entre o analito e o recetor num sinal elétrico. Os sensores podem também
ser classificados com base nos métodos de transdugio que empregam. Embora existam novos tipos
de transdutores a ser constantemente desenvolvidos para uso em biossensores, os métodos de

transdugdo, como otico, eletroquimico e baseado em massa, sdo os mais utilizados. (Velusamy, V. et
al. 2010)



2.2.1 Sensores Eletroquimicos

A constru¢do de sensores eletroquimicos tem sido amplamente realizada, pois este tipo de

sensores permite a obten¢do de sinal com uma manipulagio minima do sistema. Além disso sao

normalmente dispositivos muito sensiveis, baratos, ficeis de utilizar e portateis. Deste modo sido
facilmente aplicados em andlises iz situ. (Brett, C., 2001) (Lowinsohn, D. e Bertotti, M., 2000)

Este método simples de transformar uma interacdo entre analito e recetor num sinal elétrico,

torna-o atraente para a industria de sensores. A sua grande vantagem ¢ a ampla gama de

propriedades elétricas que podem ser medidas e quantificadas com métodos como:
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Voltametria: consiste na aplicagdo de um potencial na célula eletroquimica, medindo-
se a corrente resultante. Através desta técnica obtém-se informacido quantitativa e
qualitativa especifica sobre as espécies envolvidas nas rea¢des redox. Os métodos
voltamétricos, explicados no subcapitulo seguinte, podem ainda ser divididos em
Voltametria Ciclica (CV"— Cyclic Voltammetry), Voltametria de Pulso Diferencial (DPL” -
Differential Pulse 1 oltammetry), Voltametria de Varrimento Linear (ST - Linear Sweep
Voltammetry), Voltametria de Onda Quadrada (SW - Square Wave 1 oltammetry) entre
outros;

Amperometria: consiste na medicio da corrente direta da reacio redox sob um
potencial constante aplicado ao elétrodo de trabalho. A atividade do elemento de
reconhecimento varia antes e depois da intera¢do com uma molécula alvo. O produto
deve ser eletroativo e passa por um processo redox. A corrente medida é entdo uma

taxa de eletrOes transferidos e é proporcional a concentragdo do analito;

Potenciometria: consiste na medicdo da diferenca de potencial entre dois elétrodos
mergulhados numa soluc¢do. Essa diferenca de potencial elétrico ou forga eletromotriz
(EMF — Electromotive Force) ¢ medida em condi¢cGes de corrente praticamente nula. A
diferenca de potencial ¢ formada quando, por exemplo, ocorre uma interacdo
antigénio-anticorpo;

Impedéncia eletroquimica: consiste na medi¢io da impedéancia do elétrodo. O
método, chamado Hspectroscopia de Impedancia Eletroquimica (ELS — Electrochemical
Impedance Spectroscopy), caracteriza a estrutura e a funcdo dos elétrodos, especialmente
aqueles que foram modificados com material biolégico. Pode ainda ser classificada
como Faradaica ou Nio Faradaica, dependendo da presenca/auséncia de um par redox

na solucio;

Condutimetria: consiste na medicao da variacio da forga i6nica de uma solugio, que
altera o fluxo de corrente ou a condutividade elétrica. (Dziabowska K et al. 2017)



2.2.1.1 Célula Eletroquimica

Uma célula eletroquimica é um dispositivo que envolve a presenca de correntes faradaicas
como resultado de reagbes quimicas redox. Como estd representado na Figura 5, estas células
podem ser galvanicas, quando envolvem reac¢bes espontineas, ou eletroliticas, quando envolvem

reacOes nio espontineas. (Ciobanu, M. et al. 2007)
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Figura 5. Exemplos de Células Eletroquimicas. A) Célula Galvanica. B) Célula Eletrolitica.
(Ciobanu, M. et al. 2007)

Na Figura 5. A) estd esquematizada uma célula galvanica, composta por discos empilhados de
cobre e zinco, separados por papel embebido numa solu¢io acida. Por sua vez, na Figura 5. B), esta
representada uma célula eletrolitica composta por elétrodos de cobre e platina imersos numa
solugido aquosa contendo H>SO4 e CuSOy. (Ciobanu, M. et al. 2007)

Embora possa ser suficiente descrever os elétrodos de uma célula galvanica como simplesmente
um 4nodo ou catodo, os elétrodos das células eletroliticas desempenham func¢bes mais
especializadas. Para diferenciar os elétrodos, estes sdo rotulados de acordo com seu papel especifico
na célula: o elétrodo de trabalho (WE — Working Electrode), o elétrodo auxiliar (AE — Auxiliary
Electrode) e o elétrodo de referéncia (RE — Reference Electrode). (Dziabowska K et al. 2017)

O WE ¢ geralmente o local onde ocorre a reagio de interesse. Tipicamente, sio compostos por
metais nobres (especialmente ouro ou platina), carbono (incluindo carbono pirolitico, carbono
vitreo e pasta de carbono), metais liquidos (como o mercurio) e semicondutores (como 6xido de
indio e estanho). Estes podem ser modificados para aumentar a sua sensibilidade e seletividade em
relacdo a espécies especificas ou para diminuir o potencial necessario para conduzir uma reagiao
especifica. (Dziabowska K et al. 2017)

Independentemente de uma célula eletrolitica ter uma configurac¢do de dois ou trés elétrodos,
deve conter um elétrodo de referéncia. O RE é composto por um sistema de fases, que retém uma
composi¢io essencialmente constante e, portanto, fornece um potencial estiavel pelo qual o
potencial do WE pode ser monitorizado. As fases presentes nos REs passam por processos redox
reversiveis a uma taxa muito alta, permitindo que eles se ajustem rapidamente as mudancas na
atividade i6nica da solucio, deixando-os, no entanto, sensfveis a passagem de grandes densidades de
corrente. Para alguns sistemas, onde ndo ha grandes flutuagdes da atividade idnica, um elétrodo
composto por um metal nobre (por exemplo, um fio de platina) pode ser substituido pelo elétrodo
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de referéncia. Nesse caso, o substituto é referido como um elétrodo de quase referéncia. (Ciobanu,
M. et al. 2007)

Como os REs podem ser danificados pela presenga de grandes densidades de corrente e podem
perder o seu comportamento ideal ndo polarizavel, é frequentemente utilizada a configuracio com
trés elétrodos. O terceiro elétrodo, AE, é usado como um coletor de corrente para desviar o
excesso de corrente do RE. O AE ¢ geralmente escolhido para ser inerte sob as condi¢cdes da
reacio (por exemplo, um elétrodo composto por um metal nobre de grande area como a platina).
(Ciobanu, M. et al. 2007)

2.2.1.2  Elétrodos Serigrafados

Nos dltimos anos, os elétrodos serigrafados (SPEs — Screen Printed Electrodes), com baixo custo,
facilidade e velocidade de producido em massa, usando a tecnologia de filme impresso, tém sido
utilizados para o desenvolvimento de sensores eletroquimicos. A principal vantagem associada a
miniaturizacdo dos sensores eletroquimicos (com dimensées de aproximadamente 3.4 x 1.0 x 0.05
cm) ¢ a redugdo do volume necessario da amostra para apenas alguns microlitros, o que, por sua
vez, ajuda a reduzir o tamanho geral do sistema de diagnéstico no qual o dispositivo serd integrado.
(Taleat, Z. et al. 2014) (DropSens, 2019)

A superficie dos SPEs pode ser facilmente modificada para atender a varios propositos
relacionados com diferentes analitos e para melhorar o seu desempenho. Essa versatilidade, o seu
tamanho miniaturizado e a possibilidade de integra-lo em dispositivos portateis, tornam possivel a
determina¢do no local altamente especifica dos analitos alvo. Além disso, estes elétrodos evitam
alguns dos problemas comuns dos elétrodos sélidos classicos, como efeitos de memoria e
processos de limpeza tediosos. (Taleat, Z. et al. 2014)

Esta tecnologia de serigrafia consiste em deposi¢oes de tinta por camadas sobre um substrato
solido, através do uso de uma tela ou malha, definindo a geometria do sensor. Esta tecnologia
possui vantagens de flexibilidade do seu desenho, automacio de processos, boa reprodutibilidade, e
a possibilidade de utiliza¢do de uma ampla variedade de materiais. (Taleat, Z. et al. 2014)

Os SPEs, como representados na Figura 6, geralmente tém uma configuracio de trés elétrodos
(WE, RE e AE) impressos nos varios tipos de substratos de plastico ou cerdmica, que sio

facilmente modificaveis com uma grande variedade de tintas comerciais ou até mesmo caseiras.
(Taleat, Z. et al. 2014)
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Figura 6. Elétrodo serigrafado. (DropSens, 2019)
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Durante o processo de impressao dos SPEs, as pastas mais usadas sdo a tinta de prata e a tinta
de carbono. A tinta de prata é impressa como uma faixa condutora, enquanto os elétrodos de
trabalho sdo impressos principalmente usando tintas de grafite, tintas a base de ouro, platina ou
prata. A composi¢do das varias tintas usadas para imprimir elétrodos determina a sensibilidade
necessaria para cada andlise. No entanto, deve-se ter em conta que alguns ingredientes
desconhecidos nessas tintas podem induzir influéncias imprevisiveis na dete¢do e analise. (Kadara,
O. et al. 2009)

As tintas de carbono consistem em particulas de grafite, aglutinante polimérico e outros
aditivos que sdo utilizados para tarefas de dispersdo, impressao e adesdo. A pasta de carbono é um
material difundido porque ¢ relativamente barato, facil de modificar e quimicamente inerte. A pasta
de ouro também ¢ utilizada nos SPEs, embora com menos frequéncia que o carbono, devido ao seu
custo mais elevado. Porém, estes elétrodos a base de ouro tém vindo a suscitar bastante interesse,
sendo atualmente aplicados como biossensores eletroquimicos, incluindo enzimaticos,
imunolégicos ou genossensores. (Kadara, O. et al. 2009)

A ampla gama de formas de modificacdo de SPEs possibilita um vasto campo de aplicagbes
para esses elétrodos. Para além disso, tém sido feitos grandes avancos na fabricacio de SPEs
usando nanomateriais. Alguns desses materiais, como Au (ouro), Ag (prata), Pt (platina), Pd
(paladio), nanoparticulas de metal e nanotubos de carbono (CNTs) e tintas a base de grafeno
também s3o utilizados na sua construcdo. Estes materiais conferem uma maior eficiéncia de
imobiliza¢do de moléculas bioldgicas e aceleram a taxa de transferéncia de eletrdes na superficie do
elétrodo. (Taleat, Z. et al. 2014)

2.2.2 Técnicas Eletroquimicas

As técnicas eletroquimicas permitem realizar analises qualitativas e quantitativas de qualquer
composto eletroativo. Baseiam-se em reaces de oxidagio e reducio, possibilitando a recolha de
informacio sobre a concentragio, a cinética, 0 mecanismo de rea¢iio, o estado quimico e outros
comportamentos da espécie em solucdo ou a superficie do elétrodo.

Existem diferentes técnicas eletroquimicas utilizadas no desenvolvimento de biossensores.
Entre elas destacam-se a EIS, LSV, CV, SWV e DPV.

2.2.2.1 Espectroscopia de Impeddncia Eletroquimica

A Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS) é uma técnica eletroquimica sensivel e
label-free que tem sido extensivamente usada como uma técnica de detegdo para desenvolver novos
biossensores para varias aplica¢oes, incluindo diagnéstico molecular. Em suma, mede as alteragdes
na impedancia causada pela ligacdo que ocorre entre a superficie do elétrodo e o eletrdlito. Isto ¢,
uma medida da corrente que flui entre os elétrodos (WE e AE) para a solugio eletrolitica da célula.
Estas alteracOes de impedancia devem-se as alteracoes das propriedades elétricas causadas pela
molécula alvo. (Zhurauski, P., 2017) (Hammond, J., 2017)

Muitos dos processos que envolvam a alteracdo da condutividade de um sistema podem ser
reconhecidos pela EIS, assim como uma infinidade de propriedades. (Hammond, J., 2017)
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As medi¢oes EIS sdo baseadas em processos faradaicos que utilizam um par redox (o
[Fe(CN)g]>~/+ ¢ tipicamente utilizado como um par redox) numa concentracio equimolar das
formas reduzida e oxidada, a fim de simplificar a analise. Resumidamente, um processo faradaico é
aquele em que uma reagdo eletroquimica resulta na transferéncia de carga (eletrGes) através da
interface do elétrodo de trabalho e da solugdo de eletrélitos. Tipicamente, para realizar uma
medi¢ao EIS, é aplicada uma pequena tensio de corrente alternada (CA) que é sobreposta a um
potencial do respetivo par redox. (Zhurauski, P., 2017)

Para um sistema especifico, a impedancia da interface eletroquimica pode ser interpretada
usando um circuito elétrico equivalente especifico. Entre muitos tipos de circuitos disponiveis, o
circuito equivalente de Randles (Figura 7) é o circuito tipicamente utilizado. (Zhurauski, P. 2017)

2node Debye leagth (A,

Stern layer diffuse layer

Figura 7. Representacio da dupla camada elétrica (Hammond, J., 2017) e do circuito
equivalente de Randles (Zhurauski, P., 2017)

Um circuito de Rarndles normalmente inclui a resisténcia da solu¢io (Rs), a resisténcia da
transferéncia de eletrdes (também chamada resisténcia de transferéncia de carga (Rct), a
capacitincia da camada dupla (Cdl) e um elemento de impedancia de Warburg (W). Embora o
elemento Warburg forneca apenas informacSes sobre a difusdo do par redox, os valores de Rs
dependem apenas da solugdo juntamente com a distancia entre o WE e o AE. (Zhurauski, P., 2017)

Num biossensor que utiliza um elemento biolégico, o elemento capacitivo ideal (n = 1) é
substituido por um elemento de fase constante (CPE — Constant Phase Element), capaz de modelar o
comportamento capacitivo da camada dupla. No entanto, os desvios de uma capacitancia ideal sdo
razoavelmente pequenos. (Zhurauski, P. 2017)

Como mencionado anteriormente, o elemento de impedancia de Warburg (W) representa a
pseudo-impedancia causada pelo efeito de transferéncia de massa (a difusdo de iGes da solugdo para
a supetficie do elétrodo). Como as correntes faradaicas sio afetadas pelos efeitos de difusio, o valor
de W em frequéncias mais baixas torna-se predominante, com um angulo de fase 45 ° para um
processo faradaico controlado por difusdo. (Zhurauski, P., 2017)

Os resultados de uma mediciao EIS sio tipicamente representados por um grafico de Nyquist
(Figura 8) mostrando a parte real e imaginaria da impedancia. Esse grafico permite fazer uma
comparag¢do direta do valor da resisténcia da transferéncia de carga fornecido pelo diametro do
semicirculo ao longo dos eixos Z . (Randviir, P., e Banks, E., 2013)
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Figura 8. Tipico grafico de Nyquist (Randviir, P., e Banks, E. 2013)

Dependendo da presenca ou auséncia de espécies redox no elétrodo ou no eletrdlito, a técnica
pode ser classificada como EIS faradaica ou nao-faradaica, respetivamente. A escolha do método de
dete¢do mais adequado depende principalmente da aplicagdo. Apesar dos métodos ndo faradaicos
apresentarem vantagens como a possibilidade de miniaturizacio dos elétrodos e permitirem a
auséncia de pares redox, os sensores faradaicos tendem a ser mais sensiveis. (Faria, R. 2019)

e EIS Faradaica

Na EIS faradaica, as reacoes de oxidacio e/ou redugio entre espécies eletroativas
ocorrem no elétrodo levando a geracdo de corrente elétrica. Assim, os sensores
faradaicos exigem a presenca de sondas redox e a aplicacdo de condi¢bes de corrente
continua para possibilitaras reagdes eletroquimicas. Este tipo de EIS tem o nome de
‘Faradaica’ porque a corrente gerada obedece a Lei de Ohm, o que significa que a
corrente faradaica esta relacionada com o nimero de eletrdes transferidos nas reacoes
redox, com a constante de Faraday, com a 4rea superficial de o elétrodo e com o fluxo
de moléculas eletroativas no limite da interface. (Faria, R. 2019)

A partir da corrente gerada pelas reagoes redox, os sensores faradaicos podem
alcancar maior sensibilidade em comparagdo com os dispositivos niao faradaicos. A
modelagdo do circuito equivalente apropriado associado aos sensores faradaicos, foi
explicada anteriormente e estd esquematizado na Figura 7. (Faria, R., 2019)

Experiéncias tipicas utilizando EIS Faradaica consistem em registar as vatriacOes
causadas devido a um evento de ligagio que pode produzir um efeito de bloqueio
maior ou menor. Como resultado, ha alteracGes na acessibilidade dos marcadores

redox da solugo eletrolitica (eletrélito) para a superficie do elétrodo. (Zhurauski, P.,
2017)
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EIS Nao Faradaica

Ao contrario do EIS faradaica, o método nio faradaico nio exige o uso de pares
redox e, consequentemente, nenhum elétrodo de referéncia é também necessatio, pois
nao ¢ preciso potencial DC. Estas caracteristicas tornam esse tipo de sensor mais
acessivel 2 miniaturizacdo e a aplicativos on-line/em tempo real. (Faria, R., 2019)

Neste tipo de técnica, ao carregar e descarregar a capacitincia de dupla camada, ¢é
possivel avaliar as alteragbes dielétricas no elétrodo. Assim, a impedéancia de um sensor
nao faradaico surge do efeito causado pelas caracteristicas isolantes da ligagdo do
analito alvo ao substrato condutor. Normalmente, o parimetro de impedancia mais
valioso é a capacitincia de dupla camada e ¢é limitada apenas pela natureza dos
portadores de carga e da sua concentracio na camada limite do substrato do
transdutor. (Faria, R., 2019)

Neste caso, o circuito equivalente consiste numa combinacio de resisténcias e
condensadores. (Zhurauski, P., 2017)

E importante destacar que, no caso de processos nio faradaicos, o foco ¢ dado a
andlise da camada dupla Cq, em vez de Rct. De facto, em experiéncias nio faradaicas, a
transferéncia de carga pode ser negligenciada, pois ndo hd marcadores redox na solucio
e a principal contribui¢io para a impedancia ¢ dada pelo condensador. (Zhurauski, P.,
2017)

2.2.2.2 Voltametria de Varrimento Linear

A Voltametria de Varrimento Linear (LSV) envolve o varrimento (ou rampa) do potencial do

elétrodo de trabalho linearmente com o tempo a velocidades tipicamente entre 1.0 e 1000 mV s-I.

Para qualquer espécie que possa ser reduzida (ou oxidada) na faixa do potencial varrido, a forma de

onda (Figura 9) produz um pico de corrente. (Scott, K., 2016)

A)

voltage Current | 4 Increased scan

| ' rate
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scan rate

= Time
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Figura 9. A) Voltametria de Varrimento Linear. B) Grafico da corrente em funcio da tensio
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Como se pode reparar pela Figura 9. B, cada curva tem a mesma forma, mas ¢ aparente que a
corrente total aumenta com o aumento da taxa de varrimento. Este efeito pode ser racionalizado
novamente considerando o tamanho da camada de difusdo e o tempo necessario para gravar o scan.
Claramente, o voltamograma de varredura linear levard mais tempo a gravar a medida que a taxa de
varrimento diminui. Deste modo, o tamanho da camada de difusdo acima da superficie do elétrodo
sera diferente, dependendo da taxa de varrimento de tensdo utilizada. (University of Cabridge,
2019)

2.2.2.3 Voltametria Ciclica

A Voltametria Ciclica (CV), uma das técnicas eletroanaliticas mais usadas, é uma excelente
técnica eletroquimica qualitativa, mas geralmente ndo é uma boa técnica para andlise quantitativa. A
sua principal vantagem na eletroandlise ¢ a capacidade de caracterizar um sistema eletroquimico.
(Princeton Applied Research, 2019)

Virias experiéncias CV podem ser usadas para uma variedade de aplicagbes, incluindo a
determinacdo da reversibilidade ou irreversibilidade de um par redox, o numero de eletrGes
transferidos numa oxida¢io ou reducio, coeficientes de difusio, entre outras. (Princeton Applied
Research, 2019)

As suas medi¢Ges sdo realizadas aplicando-se um potencial varidvel no WE (varredura
potencial) entre dois limites de potencial definidos, tanto no sentido positivo como no sentido
negativo como mostra a Figura 10. Ao fazer o varrimento, as moléculas eletroativas na solucao
podem perder eletrdes (oxidagdo) ou obter eletrbes (redugdo) nos seus respetivos potenciais e 0s
picos podem ser obtidos em apenas uma varredura de CV. Essa técnica geralmente permite o
reconhecimento juntamente com a quantificacio (pico faradaico) de um grande numero de
compostos em estudo. (Zhurauski, P. 2017)

POTENTIALT i=0

TIME ——»

Figura 10. A) Forma de onda tipica para CV analégica. B) Voltamograma ciclico tedrico para
um caso reversivel. (Princeton Applied Research, 2019)

Como se pode ver pela Figura 10. A, o potenciostato aplica uma rampa potencial ao elétrodo de
trabalho para alterar gradualmente o potencial e, de seguida, reverte a varredura, retornando ao
potencial inicial. Durante a varredura, o potenciostato mede a corrente resultante do potencial
aplicado. Esses valores sio usados para construir o voltamograma da corrente em funcio do
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potencial aplicado (Figura 10. B), que mostra quatro informacSes importantes: a altura do pico
catédico (Ipc), a altura do pico anddico (Ipa), o potencial do pico catddico (Epc) e o potencial do
pico anddico (Epa). (Princeton Applied Research, 2019)

2.2.24 Voltametria de Onda Quadrada

A Voltametria de Onda Quadrada (SWV) permite contornar as cotrentes capacitivas e
monitorizar apenas a corrente faradaica, aumentando assim a sensibilidade do sistema. (Scott, K.,

2016)

Numa experiéncia SWV tipica, o sinal de excitagdo consiste em pulsos simétricos repetitivos de
onda quadrada com amplitude fixa. Tais pulsos sio sobrepostos a uma sfaircase wave com um
potencial fixo e com um periodo de pulso definido. Como resultado, o pulso adiantado da onda
quadrada coincide com o degrau da staircase wave. (Figura 11) (Zhurauski, P., 2017)

Utilizando esse sistema, a corrente ¢ calculada pelo sistema levando em consideracio a
diferenca entre a corrente direta e a reversa. Esta corrente ¢ calculada no final de cada meio ciclo,
respetivamente. Usando um processo de subtragdo, a corrente de segundo plano ¢é suprimida.
Como resultado, a altura da corrente de pico obtida pode ser considerada como o resultado da

reacdo redox (processo faradaico) que é diretamente proporcional a concentracdo das espécies
eletroativas. (Zhurauski, P., 2017)
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Figura 11. Forma de onda da variacio de potencial da voltametria de onda quadrada.
(Zhurauski, P., 2017)

Com esta forma de onda, a resposta atual é medida para a excitagdo potencial, uma vez em cada
pulso para a frente e uma vez em cada pulso reverso. Usando essa técnica, trés possiveis graficos
podem ser gerados: corrente direta em fun¢do do potencial, corrente reversa em fungio do
potencial ou diferenca atual em fungdo do potencial, que é tipicamente utilizado para a maioria das
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aplicagbes analiticas. O voltamograma resultante produz picos para cada espécie eletroativa
presente, sendo a altura do pico proporcional a concentragdo das espécies na solugdo. (Scott, K.,

2016)

Uma vantagem da SWV ¢ o facto de ser uma técnica pulsada e, portanto, poder discriminar a
corrente niao-faradaica e elimina-la, ao contrario da CV de varredura rapida que introduz uma

grande corrente capacitiva de fundo. (Scott, K., 2010)

2.2.2.5 Voltametria de Pulso Diferencial

A Voltametria de Pulso Diferencial (DPV) ¢ uma técnica voltamétrica, semelhante a SWV, com
uma discriminagdo aprimorada das correntes faradaicas (transferéncia de eletrées de e para um
elétrodo), onde o potencial aplicado, que consiste em pequenos pulsos, ¢ sobreposto a uma forma
de onda em escada. (Scott, K., 2016)

Nesta técnica, subtrai-se da corrente medida no final de uma etapa a corrente medida antes da
etapa. Para isso, pulsos de potencial sio sobrepostos a uma rampa stazrease. (Figura 12) (Scholz, F.,
2015)
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Figura 12. Voltametria de Pulso Diferencial A) Sobreposicdo de uma rampa stazrcase com
pulsos de potencial. B) Grafico do potencial em funcio do tempo resultante dessa sobreposigao.
(Scholz, F., 2015)

A DPV ¢é uma técnica muito utilizada pois permite determinar compostos eletroativos numa
gama de 107 - 10® mol L1,
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2.3 Biomarcadores

Os biomarcadores sao definidos pela Food and Drug Administration (FDA) e pelo Instituto
Nacional de Sadde e Bem-estar como uma caracteristica que pode ser objetivamente medida e
avaliada como um indicador de um processo biolégico normal, processos patogénicos ou respostas
farmacolédgicas a uma interven¢do terapéutica. O biomarcador mostra uma caracteristica fisica
especifica ou uma alteracio mensuravel biologicamente produzida pelo corpo, ligada a uma
determinada doenga ou a uma condi¢io de saude especifica. (Selvolini, G. e Marrazza, G., 2017)

Medidas precisas desses biomarcadores tém vindo a ser propostas para facilitar a classificagdo
de células tumorais que decifram as informacdes do prognéstico. Nao obstante, o conhecimento
aprofundado do tipo de cancro em questio ¢ necessirio para um possivel diagnédstico, e
responsavel pela selecio de melhores tratamentos que maximizem a sua eficiéncia e minimizem os
riscos e a mortalidade. (Mittal, S., et al, 2017)

Para o reconhecimento de um biomarcador, sao utilizados elementos de reconhecimento
chamados biorrecetores que interagem com os biomarcadores e produzem uma resposta
dependente da dose relativa. Porém, é necessaria uma sele¢io rigorosa do tipo de biotransdutor que
depende do tipo de sinal bioquimico produzido pela interacdo do biorrecetor e do biomarcador.
(Mittal, S., et al, 2017)

No campo da detecdo de biomarcadores, novos sensores de bioafinidade tém sido
extensivamente investigados e aplicados com sucesso como uma solugdo para varios problemas
encontrados, tornando-se ferramentas analiticas uteis. Na verdade, os biossensores utilizados como
transdutores-recetores integrados podem ultrapassar inumeras dificuldades, fornecendo rapida e
seletiva informagao analitica. (Selvolini, G. e Marrazza, G., 2017)

Recetores biomoleculares (como anticorpos e enzimas) tém sido substituidos por elementos de
reconhecimento artificias, sendo estes maioritariamente tao seletivos como os naturais. Em
particular, polimeros molecularmente impressos (MIPs - Molecularly Imprinted Polymers) sio materiais
sintéticos inteligente capazes de imitar o reconhecimento biologico. (Selvolini, G. e Marrazza, G.,
2017)

2.3.1 Biomarcadores para o Carcinoma Hepatocelular

Como abordado anteriormente, o CHC é um dos maiores problemas de saude em todo o

mundo, estando associado a detecio tardia da doenca bem como 2 falta de terapias eficientes para
estagios avangados da doenca. (Black, A., e Mehta, A., 2018)

Neste sentido, como a maioria dos casos de CHC surge de patologias anteriores, a utilizagdo de
biomarcadores em individuos de alto risco é uma abordagem essencial para a detecdo precoce e
melhoria dos resultados dos pacientes. Sdo entdo urgentemente necessarios biomarcadores mais
sensiveis para reduzir a mortalidade causada pelo cancro no figado. (Black, A., e Mehta, A., 2018)

Embora muitos biomarcadores moleculares tenham sido associados ao CHC, poucos sio os
que tiveram impacto clinico para esta doenga. Duas das técnicas mais utilizadas atualmente para
identificar biomarcadores de CHC sdo a analise proteémica e a analise glicomica. (Black, A., e
Mehta, A., 2018)
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A analise proteémica consiste na identificagdo de proteinas que sdo alteradas no sérum dos
pacientes com CHC. Uma das proteinas mais utilizadas atualmente como biomarcador é a AFP.
Todavia, o uso desta proteina como biomarcador juntamente com o uso do US aumenta
consideravelmente o seu potencial na detecio de CHC. Outra proteina também utilizada como
biomarcador é a desgamma carboxyprothrombin (DCP) e estudos sugerem que poderd ser um melhor
biomarcador que a AFP para tumores de maiores dimensdes assim como para tumores decorrentes
de etiologia viral. (Black, A., e Mehta, A., 2018)

Por outro lado, a analise glicomica baseia-se na identificagdo e caracterizacdo de glicanos
(estruturas de agucar) ligados a moléculas maiores como proteinas. Existe uma grande variedade de
estruturas glicanas que podem estar ligadas a proteinas, e ha bastantes evidéncias que indicam que
essas estruturas podem ser alteradas na presenca de cancro. (Black, A., e Mehta, A., 2018)

Relativamente 2 analise glicomica, varios estudos sugerem que a proteina AFP ligada a 1,6 core
[fucosylated glycan, conhecida como AFP-L3, é um melhor biomarcador que a AFP por si sé. Isto
verifica-se uma vez que hé evidéncias substanciais que sugerem que o aumento da fucosilagio (que
consiste numa alteragio especifica no CHC) ocorre diretamente no tumor e também que
desempenha um papel fulcral no desenvolvimento do cancro. (Black, A., e Mehta, A., 2018)

Muitos outros biomarcadores tém vindo a ser observados através destes dois métodos, mas

poucos sdo aqueles que desempenham um papel clinico relevante na atualidade. (Black, A., e Mehta,
A., 2018)

2.3.2 Alfa-fetoproteina

A Alfa-fetoproteina (AFP) é uma proteina oncofetal, com um peso molecular de cerca de 70
kDa, raramente encontrada em 6rgaos adultos saudaveis, mas ¢ produzida pelos hepatécitos fetais
imediatamente apds o nascimento. O seu nivel sérico diminui gradualmente e atinge o valor de 10
ng/mL em aproximadamente 300 dias. Virios estudos tém considerado a AFP como um marcador
de diagnéstico especifico para o carcinoma hepatocelular (CHC), e o seu de nivel de corte é de 20
ng/mL em pessoas com mais de 1 ano de idade. Deste modo, existe uma correlacio direta entre a
concentra¢io de AFP e a progressio do CHC, desempenhando um papel fundamental na detegio,
diagnéstico e prevengao de cancro no figado. (Selvolini, G. e Marrazza, G., 2017)

Recentemente, foi também descoberto que o nivel de AFP aumenta em mulheres gravidas, em
pacientes com cancro da mama, trissomia 18 e trissomia 21. Portanto, para um diagnéstico
especifico do CHC, os registos médicos dos pacientes devem ser tidos em consideracdo. Pala além
disto, determinar o nivel exato de AFP na gravidez é muito importante e é usado para determinar
os disturbios genéticos exatos do feto. (Heiat, M. e Negahdary, M., 2019)

Existem varios métodos capazes de detetar AFP, destacando-se a eletroforese,
ressondncia de plasma de superficie (RPS), ensaios enzimaticos, colorimetria, quimiluminescéncia,
métodos de fluorescéncia, espectroscopia Raman intensificada por superficie (SERS - Swurface-
enhanced Raman Spectroscopy), e imunoensaios eletroquimicos. No entanto, a maioria destas
abordagens sio dispendiosas, demoradas ou exigem instrumentos altamente sofisticados. Neste
sentido, é de extrema importancia encontrar formas de monitorizar os biomarcadores do cancro no

figado, que tragam também beneficios a nivel econémico e social a longo prazo. (Heiat, M. e
Negahdary, M., 2019)
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2.4 Polimeros Molecularmente Impressos

A impressao molecular é uma abordagem simples e flexivel para a construgdo de recetores
artificiais com capacidade de reconhecimento especifico para determinadas moléculas alvo. (Katfa,
P. et al, 2010)

Este processo, representado na Figura 13, envolve a formagio de um complexo entre uma dada
molécula alvo (femplate) e mondémeros funcionais, incluindo ou nio um cvsshinking, por meio de
interagbes covalentes ou nio covalentes, que sio entdo submetidas a polimeriza¢do para formar
uma espécie de molde. A remogio subsequente do femplate leva a formagdo de cavidades no
polimero que possuem a forma e a orientacdo exatas dos grupos funcionais para permitir o
reconhecimento seletivo das espécies impressas. O resultado final ¢ um MIP, ou seja, um polimero
molecularmente impresso, com afinidade em relagio ao modelo, seja pelos seus locais de ligacio
disponiveis ou pelo formato e tamanho das cavidades. (Lopes, D., 2017)
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Figura 13. Representagdo esquematica da impressio molecular.

(Bitas, D. e Samandiou, V., 2018)

A forma como os mondémeros se ligam ao femplate (ligagdes covalentes ou nio covalentes) tem
as suas vantagens e desvantagens. Nas ligacGes covalentes, existe uma maior homogeneidade nas
ligacbes, menos locais ndo especificos e permite uma maior variedade de condigdes de
polimeriza¢do. No entanto, resulta em maiores dificuldades na remocao do #emplate e os processos
de ligacio e remocdo sdo mais lentos. Estas ligacOes resultam numa melhor qualidade de impressao.

(Pacheco, J., 2017).

Por sua vez, nas ligacées niao covalentes (feitas por pontes de hidrogénio, forgas de Van der
Waals, interagoes i6nicas ou hidrofébicas entre mondmero e femplate), tém uma maior facilidade de
remogao do template, processos de ligagao rapidos e ndo necessitam de sintese de ligacdo covalente
prévia. Contudo, cria uma maior heterogeneidade de locais de ligagdo, mais locais ndo especificos e
exige mais cuidados nas condi¢des de polimerizagdao. Esta é, no entanto, o tipo de ligacio mais
utilizada. (Pacheco, J., 2017)
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Uma vez que o objetivo de um MIP é detetar e reconhecer a molécula alvo, apds a
polimerizagio, esta é removida por procedimentos de lavagem com solventes adequados, sendo eles
organicos ou inorganicos.

Concluido o processo de impressdao, a eficiéncia da impressio pode ser avaliada por dois
parametros principais: capacidade de adsorcdo (Q, pug mg') (equacdo 1), que determina a
quantidade de moléculas adsorvidas por peso de polimero; e eficiéncia de impressio ou fator de
impressio (IF) (Equagio 2), que corresponde a razdo entre as capacidades de adsor¢do de polimero
com impressio molecular (MIP) e de polimero sem impressao (INIP — Non Imprinted Polimer).
(Lopes, D., 2017)

_ (ci=¢cp)v
Q="— 1
IF = Qmip 2
Qnip

Na equacao 1, Ci e Cf correspondem, respetivamente, a concentra¢ao inicial e final da solucio
template (pg mL1), V representa o volume da solucio femplate (mL) e W corresponde ao peso do
MIP ou NIP (mg). Através desta equagio, verifica-se que a capacidade de adsorcio ¢ inversamente
propotcional ao peso do MIP. (Lopes, D., 2017)

Na equacio 2, Qmp ¢ Qnip correspondem respetivamente a capacidade de adsor¢do do MIP e
NIP. O fator de impressdao sera tdo maior quanto menor for capacidade de adsor¢ao do NIP e
quanto maior for a capacidade de adsor¢do do MIP. (Lopes, D., 2017)

Para além destes parametros, o limite de detecio (LOD — Limit of Detection) e o limite de
quantificacio (LOQ —Limito of Quantitation), devem ser levados em especial atengdo. O primeiro
(LOD), consiste na concentra¢do mais baixa de um analito numa amostra que pode ser detetada,
mas ndo necessariamente quantificada, nas condi¢Ses definidas do ensaio. O LOQ ¢é a concentracio
mais baixa de um analito numa amostra que pode ser determinada com precisdo e exatidio
aceitaveis nas condi¢Oes definidas do ensaio. (Shrivastava, A. e Gupta, V., 2011)

Estes pardmetros podem ser determinados através da equagdo 3:

LOD/LOQ = F *= 3

Nesta equacdo, F corresponde a um fator de 3.3 para o LOD e 10 para o LOQ. SD

<

corresponde ao desvio padrio da regressio linear e “m” corresponde ao declive da reta.
(Shrivastava, A. e Gupta, V., 2011)

Os MIPs podem ser preparados para qualquer tipo de substincia, como proteinas, ides
inorganicos, medicamentos, acidos nucleicos, entre outras. Possuem varias vantagens em
compara¢do com as biomoléculas naturais, uma vez que sdo estaveis, especificas, de baixo custo,
faceis de preparar e miniaturizar. Todas estas caracterfsticas tornam os MIPs alternativas

promissoras aos biorrecetores naturais usados na tecnologia de sensores. (Selvolini, G. e Marrazza,

G., 2017)
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Estes sdo frequentemente compostos por monémeros acrilicos e metacrilicos, que geralmente
produzem polimeros com capacidade supetior de ligacio e reconhecimento. Isto deve-se, em
grande parte, a sua flexibilidade em selecionar as funcionalidades apropriadas (devido a grande
quantidade de compostos comercialmente) e protocolo de

polimerizaveis ~disponiveis

polimerizacao. (Selvolini, G. e Marrazza, G., 2017)

Outros grupos quimicos atualmente usados na preparacio de MIPs sido poliacrilamidas,
poliuretanos, siloxanos e polimeros conjugados como polianilina e polipirrol. Existem também
exemplos de MIPs produzidos a partir de 6xidos inorganicos. Tu, X. et al. 2016 sintetizaram uma
série de MIPs de alto desempenho através da impressao molecular por afinidade fotolitografica por
boronato para imunoensaios de glicoproteinas em amostras reais complexas. Uma lista dos
monoémeros funcionais usados em sensores baseados em MIP para analise de marcadores de cancro
¢ relatada na Tabela 1. (Selvolini, G. e Marrazza, G., 2017)

Tabela 1. Monémeros mais comuns e procedimentos de polimerizagio usados em sensores
MIP para a analise de biomarcadores de cancro. Adaptada de Selvolini, G. e Marrazza, G., 2017

Mondémeros Cross Linker Processo de Polimerizagao Biomarcador
MAA EGDMA (A% PSA
Dopamina - Eletroquimica PSA
AAm MBAAm Radical PSA, AFP
Acido Ttaconico EGDMA Térmica PSA
NIPA Am BAAm Térmica AFP
APA+NIPAAm+silane@CDs | MBAAm Térmica AFP
Pirrol - Eletroquimica CEA, AFP
- Ultrassom Bilirubin
Fenol - Eletroquimica CA-125, nucleosideos modificados
Etileno+Alcool vinil - Térmica NMP22
AAHPhPA EGDMA Térmica Calcitonin
MATrp+HEMA - Uv Bilirubin
BTBA+CEBTMB HTBT Eletroquimica Neopterin
AAm+DMAEM - Uuv Modified nucleosides

A crescente necessidade de materiais estaveis e de baixo custo no fabrico de dispositivos

integrados para testes no local de atendimento (POCT - point-of-care testing) levou a um crescente
interesse pela aplicagio de MIPs como eclemento de reconhecimento molecular em sensores,
explorando as suas caracteristicas de ligacdo seletivas. A ligacdo do analito alvo ao MIP pode ser
detetada por uma alteracdo na massa de sensores acusticos, por uma alteracdo no indice de refracdo
nos sensores de ressonancia plasmoénica de superficie (SPR — Swurface Plasmon Resonance) ou por EIS
em sensores eletroquimicos. No entanto, muitos analitos que nao possuem propriedades 6ticas ou
eletroquimicas também podem ser detetados explorando a capacidade dos MIPs de gerar sinais
o6ticos ou eletroquimicos em resposta a ligacdo do femplate aos grupos funcionais no local de
impressao. (Selvolini, G. e Marrazza, G., 2017)

Uma outra limitacdo associada ao desenvolvimento de sensores MIP ¢ a dificuldade em integra-
los em transdutores. A forma mais direta e inteligente de superar esse obsticulo ¢é a
eletropolimerizagiao, na qual o MIP pode ser sintetizado # sit# numa superficie do elétrodo,
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simplesmente controlando a espessura da camada pela quantidade de carga que o atravessa. Esta
abordagem ¢é particularmente util para o fabrico de pequenos dispositivos para diagnéstico clinico,
controle ambiental e para as indudstrias farmacéuticas. (Selvolini, G. e Marrazza, G., 2017)

Relativamente as suas aplicacOes, durante muito tempo, os MIPs eram utilizados com mais
frequéncia em separa¢Ses baseadas em afinidade para pré-tratamento e cromatografia de amostras.

Entretanto, passaram a set também amplamente utilizados em sensores e biossensores. (Chen, L. et

al, 2016)

Ultimamente, os MIPs tém sido aplicados em diversos campos, destacando-se o ambiental,
alimentar, bioldgico e médico. Embora tenham beneficios significativos e diversas aplicagdes, ainda
existem indmeros desafios a superat. (Chen, L. et al, 2010)

2.4.1 Técnicas de Impressao

Existem diferentes técnicas para imprimir um determinado zemplate, como esquematizado na

Figura 14.
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Figura 14. Técnicas de impressdo para a construgiao de um MIP. (Lopes, D., 2017)

Na técnica Bulk Imprinting (Figura 14.2), quando uma molécula modelo ¢é adicionada ao
polimero, as cavidades seletivas sdao distribuidas por todo o volume dentro das camadas internas do
polimero. Esta abordagem pode representar um problema para concluir a remoc¢ido do zemplate, ja
que as moléculas alvo com tamanhos grandes sao mais dificeis de remover. (Lopes, D., 2017)

A técnica Surface Imprinting (Figura 14.b) envolve apenas a impressio na superficie de um
material. Este tipo de impressdo em superficie tem sido o objetivo de muitos investigadores, devido
a maior facilidade com que a molécula alvo é removida, comparada a impressio em Bu/k. (Lopes,
D, 2017)

Por sua vez, a técnica Substructure Imprinting (também conhecida por Epitope Imprinting) (Figura
14.c), é uma alternativa que ndo envolve toda a macromolécula como #emzplate, mas apenas dominios
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relevantes (epitopos). Estes sdo usados no processo e o polimero pode reconhecer toda a proteina.
(Lopes, D., 2017)

Os restantes métodos representados (Figura 14. d, e, f) nio utilizam o #emplate diretamente.

O método de réplica de anticorpos (Antibody Replica) foi realizado por Schirhagl, R. et al. 2009,
os quais desenvolveram um polimero modelado com imunoglobulina para projetar réplicas plasticas
reais do anticorpo inicial. O grupo constatou que o reconhecimento molecular com base na ligacao
nao covalente, como ligacdes de hidrogénio ou interagoes hidrofébicas, ocorre e é um
comportamento esperado para o reconhecimento imune que geralmente ocotre num local definido
do recetor do antigénio respetivo. Os materiais impressos resultantes reproduziram claramente a
forma da imunoglobulina humana e os detalhes dos locais de ligagdo especificos a nivel moleculat.

O método da camada de sacrificio (Sacifice Layer) foi estudado por Agarwal, R. et al. 2012, que
decidiram enfrentar os desafios no fabrico de nanocarriers, desenvolvendo uma camada de libertacio
de sacrificio baseada em biopolimeros em combina¢do com um material melhorado de nanocarriers.
Concluiram entdo que a camada de sacrificio melhorou a escalabilidade e a facilidade de
modificacio da superficie de impressio devido a sua solubilidade comutavel através da simples
troca de ides entre catides monovalentes e bivalentes. Esse processo pode possibilitar a realizacio
da bio-nanoimpressio eficiente e em larga escala. (Lopes, D., 2017)

No entanto, todas estas técnicas de impressao enfrentam varios obsticulos, nomeadamente no
que se refere a polimerizacio.

2.4.2 Técnicas de Polimerizacao

A polimerizacio ¢ definida como a ligacdo de pequenas moléculas funcionais para criar uma
longa rede 3D que pode ser produzida pela aplicagdo de diferentes estimulos externos, incluindo
calor, luz, carga e produtos quimicos. (Uzun, L. e Turner, A., 2015)

Estudos afirmam que apenas uma pequena parte de todos os sensores eletroquimicos MIPs
eram inicialmente produzidos por eletropolimerizagio, enquanto que a maioria era obtida por
polimerizagdo por radicais livres padrio. A eletropolimerizacio possui indmeras vantagens sobre os
métodos tradicionais de preparacdo, como aderéncia superior a supetrficie do transdutor, velocidade
de preparagio, possibilidade de preparagio aquosa, bem como controle da espessura e morfologia
da camada. No entanto, ha areas em que sdo necessarios avancos na eletropolimerizacio. Isso inclui
a remocdo de modelos impressos e a incapacidade de otimizar simultaneamente as condi¢des de
impressio e ligagdo, como a solubilidade e a minimizacao das interagdes entre o solvente, o alvo e o
monoémero. (Crapnell, R. et al, 2019)

Em geral, os métodos de polimerizaciao aplicados para a producio de polimeros regulares
podem ser modificados para criar MIPs sob as condi¢bes fisico-quimicas necessarias para o devido
processo de impressdo. Porém, como o espaco disponivel nido permite apresentar todas as
abordagens de polimerizagdo, apenas os exemplos mais importantes serdo discutidos. (Uzun, L. e
Turner, A., 2015)

A eletropolimerizagao é um procedimento baseado na deposi¢dao, no qual uma camada de
polimero condutor é formada sobre o elétrodo na presenca do femplate pretendido. Estes
revestimentos eletroquimicos sao criados com o auxilio de trés elétrodos (WE, RE e AE) dentro de
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uma solu¢do contendo um mondémero, um solvente e um eletrélito de suporte, todos os quais sdo
vitais para a morfologia da supetficie do filme polimérico. Esta técnica é conseguida através das
técnicas voltamétricas referidas no capitulo 2.2.2. (Crapnell, R. et al, 2019)

Contudo, os biossensores baseados em MIP podem fornecer baixa qualidade de sinal devido a
variagdo na distancia das cavidades impressas da superficie do sensor. Para evitar esse problema e
aprimorar o sinal, varios investigadores concentraram-se no desenvolvimento de filmes poliméricos
ultrafinos na superficie do sensor. Ao reduzir a espessura do filme, a variagdo da distancia da
cavidade impressa numa rede 3D pode ser limitada. Uma solugio alternativa para esse problema é
colocar o iniciador na superficie do sensor, procedendo-se seguidamente a polimerizacio da
superficie. (Uzun, L. e Turner, A., 2015)

Outro problema que afeta o desempenho de um MIP é a compatibilidade da solu¢io da
superficie do material. Superficies incompativeis podem causar limitagdes de difusdo, levando a
problemas relacionados com o tempo de resposta do sensor e de qualidade do sinal. (Uzun, L. e
Turner, A., 2015)

A reversible addition-fragmentation chain transfer RAFT) e a atom transfer radical polymerisation (ATRP),
também conhecidas como polimerizagdo viva, sio Otimas técnicas para sintetizar polimeros
impressos com o mesmo comprimento de cadeia e peso molecular (Pan et al., 2010; Peeters et al.,
2014; Zhao et al.,, 2012). Essas técnicas permitem melhorar as propriedades do sensor, como

homogeneidade da superficie, espessura, resposta e compatibilidade com a agua. (Uzun, L. e
Turner, A., 2015)

A deposi¢io de vapor quimico iniciada ((CV'D - initiated Chemical Vapour Deposition) é uma
interessante técnica de polimerizagdo para sintetizar nanotubos poliméricos a partir de mondémeros
funcionais tradicionais, que também permite aos investigadores projetar polimeros funcionais para
diversas aplica¢des, como aplicagGes de biossensores, revestimentos e bioafinidade. (Uzun, L. e
Turner, A., 2015)

2.4.3 MIPs e Proteinas

Um dos desafios na utilizacio de MIPs que atualmente tem vindo a ser bastante discutido
consiste na impressiao molecular de bio-macromoléculas e, em particular, de proteinas, devido a sua
complexidade.

Ao imprimir protefnas, hd uma série de questSes-chave a serem abordadas que estdo ausentes
quando se fala de pequenas moléculas, e estdo relacionadas ao tamanho molecular, complexidade,
flexibilidade conformacional e solubilidade:

e Tamanho Molecular: As camadas tradicionais de polimeros tendem a ser
relativamente densas, dificultando a impressio ou extragio de um zemplate
macromolecular. Essa ligacdo inadequada e aprisionamento permanente resultam num
reconhecimento inadequado da macromolécula. A solugdo destes problemas
geralmente exige a quebra e reconstrucdo das camadas do polimero, podendo levar a
exposicao dos locais de ligacdo e a sua danificacio;
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Complexidade: Ao contrario das moléculas de menores dimensdes, as proteinas
apresentam um grande numero de locais de reconhecimento de potencial numa area
superficial relativamente grande. Diferentes regides de uma proteina exibem
propriedades fisico-quimicas distintas e, portanto, podem surgir problemas com o
reconhecimento e a reatividade cruzada. Aceita-se que os MIPs exibam maior
seletividade quando o numero de pontos de interacdo é pequeno, mas as proprias
interagdes sio fortes. Interacoes fracas multiplas s3o menos propensas a produzir um

MIP altamente especifico e tendem a favorecer ligacoes menos especificas;

Flexibilidade Conformacional: Alguns problemas nas condi¢bes de polimerizacido
podem sutgir, ao serem aplicados procedimentos tradicionais de impressio de
proteinas. As condi¢oes ndo fisioldgicas frequentemente empregues durante a
polimerizagdo podem levar a desnaturacdo das proteinas ou forga-las a conformaces
ou agregados que nio siao adequados a impressao. Essa flexibilidade pode afetar a
seletividade, uma vez que uma proteina pode alterar a sua conformacio para se ajustar
a uma impressdo formada para um modelo alternativo. Este efeito pode acontecer
especialmente com familias de proteinas ou com aquelas que foram modificadas

seletivamente;

Solubilidade: Um dos maiores desafios passa pela escolha limitada do solvente. A
maioria das impressGes moleculares ocorre em solventes organicos apolares, na
tentativa de maximizar as interacdes eletrostaticas, como a ligacdo de hidrogénio, na
qual muitos MIPs dependem do reconhecimento. No entanto, a baixa estabilidade e
solubilidade da maioria das proteinas em solventes apolares limita o seu uso. Isso limita
também a escolha de mondémeros, pois muitos deles sao insoluveis ou parcialmente
soluveis em agua. A agua estd longe do solvente ideal para a impressio molecular
convencional, porque competird e potencialmente interromperd qualquer local de

ligacdo de hidrogénio no zemplate e nos monémeros. (Turner W et al, 2006)

E evidente que o tamanho, complexidade das proteinas e seu comportamento em solucdo

desempenhardo um papel importante na impressdo das moléculas. No entanto, os principais fatores

que limitam este trabalho sdo os efeitos que os solventes organicos, normalmente usados para a

impressdo molecular, tém sobre a estrutura e as propriedades da superficie das proteinas.
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3 Procedimento Experimental

Neste capitulo serdo identificados os reagentes, solucoes e equipamentos utilizados para a
realizacdo do trabalho de investigagdo desenvolvido.

3.1 Reagentes

Os reagentes utilizados na execucdo do trabalho experimental, foram usados tal como foram

recebidos, sem qualquer purificagdo ou tratamento adicional.

Hexacianoferrato (II) de potassio (Sigma-Aldrich, puriss.p.a.), hexacianoferrato (I1I) de potassio
(Sigma-Aldrich, Puriss.p.a.), fosfato de potissio monobdsico (Riedel-de Haén, puriss)
hidrogenofostato de di-potassio (Riedel-deHaén, puriss), acido sulfarico (Panreac 96% PA-ISOL),
cloreto de potassio (VWR chemicals, 99.8%) , acido acético glacial (VWR), dodecilo sulfato de
sodio (SDS, Panreac).

A proteina AFP (1.57 mg/ml, Fitzgerald) foi obtida a partir de sérum de corddao umbilical
humano, fornecida na forma liquida em Tris (Trisaminametano), 50 mM e NaCl 150 mM, pH 7.2,
contendo 0.09% de azida de sédio (ou triniteto de sédio).

O polimero utilizado foi o pirrol (Sigma Aldrich, 98%).

3.2 Solugdes

Para a realizacdo das medicoes eletroquimicas prepararam-se solu¢des de tampao fosfato 0.1 M,
pH 7.2, juntando as quantidades apropriadas de KoHPO4 e KHoPOy e acertando o pH até ao valor
desejado. Foram também preparadas solucoes didrias de [Fe(CN)¢]3~/4+ 1mM em KCI 0.1M.

A solucio padrio AFP foi mantida no frigorifico a 4°C. A partir destas solucdes foram
preparadas diluicdes diarias de diferentes concentracdes em tampao fosfato 0.1M, pH 7.2 mantidas
no frigorifico a 4° C durante o dia de trabalho.

Diferentes concentracSes de polimero (pirrol) foram preparadas diariamente em tampao fosfato
0.1M, pH 7.2, aos quais se adicionou diferentes concentracdes de AFP para obtencio de solucdes
de polimerizacio.

Para a extragdo da AFP do MIP ap6s polimerizagio foram preparadas semanalmente solugGes
aquosas de 1% SDS com 1% de acido acético.

Todas as solu¢oes foram preparadas com dgua putificada (resistividade = 18.2 MQ/cm) obtida
a partir de um sistema de ultra purificagdao de agua Millipore (Simplicity 185).
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3.3 Equipamento

Todas as medi¢oes voltamétricas foram realizadas num potenciostato/galvanostato da marca
Metrohm Autolab, EQ.PSTAT 8.

A analise da impedancia eletroquimica espectroscopica (ELS - Electrochemical  Impedance
Spectroscopic), foi feita num potenciostato da marca Metrohm Autolab, EQ.PSTAT 5.

Estes dois equipamentos acima referidos foram controlados a partir do soffware de eletroquimica
NOVA da Metrohm Autolab, versoes 1.11 e 1.6.

Foram usados elétrodos impressos de ouro (Au-SPE, da marca Metrohm DropSens, modelo
DRP-C223BT), bem como de carbono (C-SPE, da marca Metrohm DropSens, modelo DRP-110).

Para a medicido de liquidos e preparacdo de solugbes utilizou-se material volumétrico de vidro
como baldes volumétricos de 20 mL e 50 mL e gobelés. Foram também utilizadas micropipetas
Eppendorf Research plus de 10 pL, 200 puL. e 1000 pL. e micropipetas VWR 10 pL, 20 uL, 200 uL e
1000 pl..

Todas as pesagens foram realizadas numa balanca analitica (Metller Toledo), com precisao de
0.00001 g.

Para auxiliar a dissolu¢io de algumas solugdes utilizou-se o equipamento Banho Ultrassons-HD
com aquecimento (5°C a 80°C), TP.ULSON.04. Foi também utilizado um termostato de bloco
TEMBLOC, TBO1.

3.4 Preparacao do Polimero Molecularmente Impresso

A construcido do sensor MIP foi realizada por eletropolimerizagio diretamente da superficie
dos elétrodos Au-SPE.

Para isso, 50 uL. de solucdo de polimerizagio (contendo pirrol e AFP) foram colocados no
elétrodo, procedendo-se de seguida a formacio de um filme polimérico usando Voltametria Ciclica

numa gama de potencial entre 0.0 e +1.0V, durante 20 ciclos com uma velocidade de varrimento de

100 mV/s.
Ap6s a polimerizac¢io, os elétrodos foram lavados com 4gua pura e posteriormente secos.

Seguidamente, colocou-se 50 pl. de tampio fosfato 0.1M, pH 7.2 em ambos os elétrodos e
aplicou-se Voltametria de Pulso Diferencial, numa gama entre 0.0 e 1.2V.

Por ultimo precedeu-se a extragio da AFP impressa no filme polimérico usando um solvente de
extragdo. Aliquotas de 10 uL foram sucessivamente colocadas no elétrodo de trabalho durante 2h.

O mesmo procedimento foi aplicado na preparacdo de polimeros niao impressos (NIP), sem
colocar AFP na solugido de polimerizacio.
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3.5 Medicoes Eletroquimicas

Para o estudo do comportamento eletroquimico da AFP na superficie de elétrodos de C-SPE
procedeu-se a estudos por CV de uma solugio de AFP 5 pg/ml em tampao fosfato 0.1M, pH 7.2,
com uma gama entre -0.2 e +1.2V. Realizou-se ainda uma curva de calibracio medindo-se o pico
obtido por DPV entre 0.0 e +1.2V em funcio da concentracido de AFP.

As interacbes entre a proteina AFP e o NIP e MIP, foram avaliadas através de medi¢Ges
indiretas, usando para isso o sinal eletroquimico de uma solu¢io de [Fe(CN)g>~/4 1mM em KCI
0,1M. Usando esta solu¢io, precedeu-se a medicdo do sinal de redu¢io por DPV de +0.4 a -0.2V.
De seguida, o MIP ou NIP foram lavados com 4gua ultrapura e secos. 5 pl. de AFP foram entio
colocados nos elétrodos por um periodo de 20 min ao fim do qual os elétrodos foram de novo
lavados com 4agua ultrapura e secos. Por fim realizou-se uma nova DPV em [Fe(CN)¢|>~/4 1mM em

KCI 0.1M. O sinal obtido corresponde a diferenca entre o pico inicial e o pico apds incubagio.

Para caracterizar o NIP e o MIP durante a construcdo dos sensores e de todo o processo de
otimizacao de resultados, foram ainda usadas técnicas voltamétricas como a CV e EIS, usando
sempre como solucio [Fe(CN)g]>~/+ 1mM em KCI 0,1M.
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4 Resultados Obtidos e Discussao

Neste capitulo serio referidos todos os resultados obtidos, procedendo-se também a discussao

desses mesmos resultados.

4.1 Caracterizacdo do comportamento eletroquimico da AFP

Inicialmente procedeu-se ao estudo do comportamento eletroquimico da AFP, de forma a

avaliar se a proteina seria ou nio eletroativa.

Como o objetivo final do trabalho ¢é o desenvolvimento de um sensor para a realizacdo de
testes rapidos, de uma forma simples, com facil utilizagdo e que possa ser descartavel, optou-se por
executar o trabalho em elétrodos comerciais denominados “sereen printed (SPE)”. Uma das principais
vantagens da utilizacdo destes elétrodos é o seu tamanho reduzido, permitindo que o volume da
amostra seja baixo, cerca de 30 a 40 uL. Esta caracteristica ¢ importante quando se pretende analisar
amostras biologicas. Além disso a sua integracdo em dispositivos eletronicos portateis é facil, sendo
indicados para o desenvolvimento de aplica¢des de testes rapidos.

Para estudar o comportamento eletroquimico da AFP usou-se elétrodos de carbono (C-SPE).

4.1.1 Estudo por Voltametria Ciclica

O comportamento eletroquimico de uma solugio de AFP 10 pug/ml em tampio fosfato 0.1M,
pH 7.2 foi estudado por voltametria ciclica. Os resultados obtidos estdo representados na Figura 15.
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Figura 15. Comportamento eletroquimico da AFP 10 ug/mL por volametria ciclica em tampao
fosfato 0.1M pH 7.2 em elétrodos C-SPE. Velocidade de varrimento de 100 mV/s
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Como se pode observar existe uma diferenca entre o sinal branco (controlo) contendo apenas
tampao fosfato (pH 7.2), e o sinal contendo a solucio de proteina na gama de potenciais entre -0.2
e +1.2V. Nesta gama verifica-se um pico de oxidac¢do aos +0.8V. Nenhum pico de reducio foi
observado. Nenhum outro pico foi observado para uma gama de potencial mais alargada usado a
mesma concentracio de AFP. Por pesquisa na literatura ndo se encontrou nenhum mecanismo de
oxidag¢do para a AFP.

Quando se realizam ciclos consecutivos os sinais eletroquimicos da AFP no elétrodo de
carbono tornam-se consecutivamente menores (Figura 16), sugerindo que a superticie do elétrodo
pode ser bloqueada pela adsor¢io da AFP e/ou evidenciando um comportamento irreversivel da
oxidagdo da proteina.
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Figura 16. Voltamogramas ciclicos consecutivos para uma solu¢io AFP 10 pg/mL em tampao
fosfato 0.1M pH 7.2 em elétrodos C-SPE. Velocidade de varrimento de 100 mV/s

Estes resultados indicam a necessidade de lavar ou descartar os elétrodos apés a 1* medicio da
AFP. Deste modo, nos ensaios seguintes precedeu-se a analise do primeiro voltamograma, sendo
que cada nova medicio foi realizada apds a lavagem do elétrodo com 4gua ultrapura.

Uma vez que estudar e identificar o mecanismo de oxidagio de uma proteina é um
procedimento demorado e complexo que vai muito além do objetivo deste trabalho, nio se
avangou com esse tipo de estudos

4.1.2 Influéncia do Tempo de Equilibrio

Em estudos eletroquimicos onde a interagdo entre a espécie eletroativa e a superficie do
elétrodo possa ter uma influéncia grande na qualidade do sinal analitico, é importante fixar um
tempo de equilibrio.

Para o estudo da influéncia do tempo de equilibrio, foram realizadas medi¢cdes de 5 e 100
segundos. Os resultados demonstraram que esse tempo nio teve qualquer influéncia no valor do
pico de oxidag¢io obtido. Deste modo foi usado o menor tempo de equilibrio.
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4.1.3 Influéncia da velocidade de varrimento

A dependéncia do potencial de pico, E,, bem como da corrente de pico, ip, na velocidade de
varrimento, v, foram estudadas numa gama de 5 a 150 mVs-1. Na Figura 17 estdo representados os
resultados obtidos.
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Figura 17. Voltamogramas ciclicos para uma solucao de AFP 10 ug/ml em tampio fosfato
0.1M pH 7.2, para diferentes velocidades de varrimento

Observa-se um aumento da intensidade de corrente do pico de oxidagdo a medida que se
aumenta a velocidade de varrimento na gama de velocidades estudadas. Para maiores velocidades de
varrimento ndo se observaram alteracoes significativas na intensidade do pico. Esta caracteristica
influencia, portanto, o comportamento eletroquimico da AFP. Nio se verificou nenhuma tendéncia
de mudanca de potencial de oxidacdo para a direita ou esquerda em funcio da velocidade de

varrimento.

Por sua vez, analisando i, em funcao de Vv, Figura 18, verifica-se uma linearidade no grafico
obtido (y=3.00 * 1078x + 2.00 * 10”7, R? = 0.9988). Ja a relacio entre i, em fungdo de v nio foi linear.
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Figura 18. Grafico de i, em fun¢io de vv.

Estes resultados parecem indicar que o processo de oxidagdao da AFP ¢ irreversivel e controlado
por difusdo. Para além disso, a linearidade observada na relacao entre log(ip) e log(v), representada
na Figura 19, com um declive de cerca de 0.406, ¢ indicativa mais uma vez de um fenémeno de
difusio.
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Figura 19. Grafico de log(ip) em funcio de log(v).

Tal como descrito na literatura um declive préoximo de 0.5 indica um processo de difusao
enquanto que um declive proximo de 1 indica um fenémeno de adsorgao.
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4.1.4 Curva de Calibracao

De modo a estudar a linearidade da resposta analitica da AFP, foi feita uma curva de calibracio.

Esta foi estabelecida aplicando-se DPV a virias concentragdes de AFP: 5 pg/ml., 10 pug/ml,
20 pg/mL, 30 ng/mL, 40 pg/mL e 50 ug/mL. O voltamograma obtido e trespetiva curva de
calibracdo estdo representados na figura seguinte.
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Figura 20. DPV aplicada a AFP. A) Voltamograma para diferentes concentra¢des de AFP. B)
Curva de calibracio

Através do grafico A da Figura 20, verifica-se que quanto maior a concentragido de AFP, maior
o pico de oxida¢io obtido. A curva de calibragio (y= 5.00 * 1077x — 1.00 * 107, R? = 0.9943 ), grafico
B da Figura 20, mostra uma relacio linear da corrente em func¢io da concentracio de AFP.

4.2  Desenvolvimento de um sensor seletivo para a AFP

Umas das partes fundamentais de um sensor é o elemento de reconhecimento, que vai permitir
que exista seletividade para o analito que pretendemos analisar. Neste trabalho utilizou-se a
tecnologia de impressdao molecular de forma a preparar um sensor seletivo para a AFP.

A técnica de preparagio foi “surface imprinting” por eletropolimerizagio. Esta ¢ uma técnica com
bons resultados para a impressdao de proteinas. Além disso, permite imprimir diretamente na
supetficie dos elétrodos, permite controlar facilmente a espessura do polimero e a sua morfologia,
ajustando as condigoes eletroquimicas. Este controlo da espessura é particularmente importante
quando se “imprime” uma proteina, de modo a garantir condi¢des em que a proteina ndo fique
impressa irreversivelmente (dificuldades de a extrair posteriormente). Esta técnica permite também
que a impressdo e comunicagdo direta entre o polimero obtido e a superficie do transdutor se
realizem num unico passo, garantindo maior repetibilidade no processo.

Tendo por base esta técnica e a possibilidade de oxidagao da AFP, foram inicialmente
realizados estudos de impressdo molecular com polimeros condutores tentando analisar os picos de
oxida¢io da proteina. Contudo, ndo foi possivel a obtencdao de resultados positivos. Ou a AFP
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podera ter um comportamento eletroquimico diferente na presenca desses polimeros, ou entdo
nenhum deles foi eficaz na impressao desta molécula.

Assim, optou-se por estudar a impressdo com polimeros nido condutores, e medicao indireta da
AFP usando um par redox. Para isso usaram-se elétrodos de Au, pois permitem mais facilmente
formar camadas poliméricas ndo condutoras. Apés o teste de varios polimeros, o pirrol mostrou ser
o unico eficaz dentro dos testados.

A construgio e funcionamento do sensor estio representados na Figura 21.
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Figura 21. Esquema de construcio e funcionamento do sensor.

Adaptado de Pacheco, J. 2017

Tal como ilustrado neste esquema, a construgdo do sensor envolve 3 etapas:

1) Preparacio da solugdo de polimerizac¢io;
2)  Eletropolimerizag¢io de um polimero a volta da proteina previamente adsorvida;
3) Extracido da proteina, criando um filme polimérico com “cavidades” especificas.

Tendo-se optado por uma medicdo indireta, a andlise voltamétrica foi realizada utilizando
[Fe(CN)e]*~/*como solucio para estudar a oxidagdo-reducdo a superficie dos elétrodos. Desta
forma, sera possivel medir as diferencas entre os sinais antes e depois da ligacdo da proteina de uma
forma indireta. Tendo isto em consideracio o funcionamento do sensor envolve as seguintes
etapas:

4)  Medigio do sinal eletroquimico com “as cavidades livres” usando [Fe (CN)g)|3/+;

5) Incubacio por tempo definido de AFP;

6) Medicdo do sinal eletroquimico com “as cavidades parcialmente ocupadas” usando
[Fe(CN)e)>~/4-.
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4.2.1 Impressdao Molecular

A impressdo molecular da AFP na superficie de elétrodos Au-SPE, foi realizada por
eletropolimerizacio de uma solu¢io contendo 2.5 mM de pitrol e 10 pg/mL de AFP em tampio
fosfato 0.1M pH 7.2. A eletropolmerizagio foi feita por voltametria ciclica,realizando-se 20 ciclos
entre 0.0 e +1.0 V. Deste modo, foi ciada uma camada de pirrol com moléculas de AFP impressas,
formando assim um MIP.

Foi também criado um NIP de controlo, com uma solu¢io contendo 2.5 mM de pirrol em
tampao fosfato sem a presenca da protena.

A Figura 22, mostra o voltamograma registado durante a polimerizagio de um MIP, bem como
o primeiro ciclo de polimeriza¢io de um MIP e de um NIP.
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Figura 22. Voltamogramas registados durante a polimerizacao por CV. A)Voltamogramas da
polimerizagido de um MIP por CV; B) Primeiro ciclo de polimerizagio de um MIP e de um NIP
por CV

O processo redox tipico irreversivel do pirrol foi observado no grafico A da Figura 22. Verifica-
se que o aumento no numero de varrimentos reduz a intensidade da corrente de oxidagio,
indicando que a quantidade de polimero formado na superficie do elétrodo aumenta formando-se
nestas condi¢oes polipirrol ndo condutor. Apés o 1° pico de oxidacdo do pirrol, nos seguintes
ciclos ha uma clara diminui¢ao desse pico provando a formac¢io de uma camada nio condutora.

No grafico B da Figura 22, ¢ evidente a diferenca entre o 1° ciclo de polimerizacio do MIP e do
NIP, sendo que o NIP tem um pico de corrente ligeiramente mais alto que o MIP. Além disso o
pico de oxida¢io do pitrol no 1° ciclo de polimerizacio esta ligeiramente mais deslocado para a
direita no caso do MIP. Isto indica uma maior dificuldade de oxidacdo do pirrol que pode estar
relacionado com a presenca da AFP na solucdo e pela possivel criagdo de uma interagdo entre o
mondémero e a proteina. Verificou-se ainda (dados ndo mostrados) que se 0 monémero e a proteina
ficassem em contacto algum tempo antes da polimerizacio, ndo se verificava praticamente pico de
oxidagdo do pirrol, impossibilitando até a formacdo de um filme de polipirrol. Por um lado, estes

dados indicam uma boa capacidade de interagio entre AFP e pirrol, sendo isso positivo para a
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preparacio de um MIP com boa seletividade. Por outro lado, a polimerizagio deve ser realizada no
mais curto espago de tempo apds a preparacao da solugdo de polimerizagio.

Posteriormente procedeu-se a analise por DPV dos filmes obtidos, usando uma solu¢ao de
1mM de [Fe(CN)g)]>/* em tampio fosfato (0.1 M, pH 7.2). De seguida procedeu-se a extracio da
proteina usando uma solugdo de 1%SDS el % 4acido acético, durante 2h, e analisou-se por DPV
usando a solucdo anterior. Os resultados obtidos estdo ilustrados na Figura 23.
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Figura 23. Voltamogramas DPV do MIP e NIP, apés a polimerizagdo e apds a extragio.

Analisando esta figura é possivel observar uma clara diferenca entre o MIP e o NIP tanto apds
polimerizagdo como apds extracio. Apds polimerizacio, embora ambos os sinais estejam baixos
devido a formagao de um filme ndo condutor, o sinal do MIP ¢ ligeiramente mais baixo, provando
o sucesso da impressdo da AFP. Apés extracao, existe uma pequena subida do sinal do NIP, devido
aos efeitos do solvente, no entanto o aumento no MIP é muito mais significativo. Estes resultados
mostram que foi possivel extrair com sucesso a AFP impressa, formando cavidades no polimero,
a0s quais o ferro consegue aceder na altura da medicio do sinal.

4.2.2 Otimizacgao das Condi¢des de Polimerizagao

Na preparacao de MIPs por eletropolimerizacdo existem varios parimetros que podem ser
otimizados de modo a garantir uma resposta mais eficaz.

Desta forma, foram estudadas as condi¢cdes de polimerizacio, nomeadamente o estudo da
concentragdo de pirrol, da concentracio de AFP, do nimero de ciclos de polimerizagdo, do tempo
de extragdo e incubagido. Os resultados sdo apresentados como a diferenga entre a intensidade de
corrente de pico apds a extracdo inicial de AFP e a intensidade da corrente de pico apds a
incubagio com AFP, sendo definida como Aip, usando medi¢des por DPV de uma solu¢do 1mM
de [Fe(CN)g)]>/*em tampio fosfato (0.1 M, pH 7.2).
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4.2.2.1 Concentragdo de Pirrol (Py)

Foram testadas diferentes concentra¢ées do monémero pirrol na solugiao de polimerizagao (1,

2.5, 5,10 e 20 mM)

Na Figura 24, esta representado o grafico correspondente a otimizag¢do da concentracio de

pirrol.
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Figura 24. Variacdo do Aip em func¢io de concentragio de pirrol, no NIP e MIP

No grafico, relativamente ao MIP, ¢ notéria uma subida acentuada de Aip entre 1 e 2.5 mM,

seguindo-se uma descida gradual até 20 mM.

Por sua vez, verifica-se que o NIP teve uma descida gradual até aos 10 mM, mantendo-se

praticamente constante dos 10 mM até aos 20 mM.

Para a concentracio mais baixa, o sinal do NIP ¢é até superior ao MIP. Deste modo a
concentragdo de monémero, que permite nao s6 um sinal maior para o MIP como também uma
maior diferenca de sinal MIP e NIP, é de 2.5 mM.
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4.2.2.2 Concentragdo de AFP

Relativamente a concentracdo 6tima de AFP, foram também testadas vatias concentracoes (0.1,
1, 10, 25, 50 e 100 pg/mL).

Na Figura 25, estio ilustrados os resultados obtidos correspondentes a otimizacio da
concentracio de AFP.
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Figura 25. Variacdo do Aip em funcio da concentragio de AFP, no MIP

Através do grafico acima representado, é possivel determinar que a concentragiao 6étima de AFP
¢ de 10 pug/mL. E evidente uma subida acentuada entre 0.1 e 10 ug/ml,, seguindo-se de um
dectréscimo até 100 pg/mL.

Assim sendo, para as concentragdes mais baixas de AFP, quantidades menores da proteina
foram impressas no polimero, levando a menos cavidades e menores valores de Aip. Por outro
lado, para uma concentragao supetior a 10pg/mlL, o valor de Aip diminui, provavelmente devido a
dificuldade de extrair a proteina da matriz polimérica, levando também a um numero menor de

cavidades formadas e a valores de Aip mais baixos.
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4.2.2.3 Numero de Ciclos

Na eletropolimerizagao, é possivel controlar a espessura do polimero, controlando o nimero de
ciclos de varrimento. Assim sendo, foram entdo testados diferentes nimeros de ciclos CV (5, 10,
15, 20 e 30 ciclos). Os resultados estdo representados na Figura 26.
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Figura 26. Variacdo do Aip em funcio da do nimero de ciclos, no MIP

A partir destes resultados, verifica-se que o Aip aumentou dos 5 até aos 20 ciclos, seguindo-se
uma diminui¢do dos 20 para os 30 ciclos. Esta diminui¢do deve-se a formag¢io de um polimero mais
espesso (ndo condutor), que dificulta a transferéncia de eletres na supetficie do elétrodo.

Por este motivo, foram escolhidos 20 ciclos de polimerizagdo para as etapas de otimizacio
subsequentes.

4.2.2.4 Tempo de Extracdo

A remocao da protefna da matriz polimérica é um processo fundamental na preparacdo de um
MIP. Deste modo este é um parametro importante de estudar.

Foram entdo testados diferentes tempos de extracdao, de 30 min até 4h horas. Verificou-se que a
resposta do sensor ndo variou significativamente apés um 2h de extragdo. Deste modo este tempo
foi o utilizado ao longo do trabalho
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4.2.2.5 Tempo de Incubagdo

Foram testados diferentes tempos de incubacio, de 5 min até 30 min, tendo-se verificado que a

resposta ideal foi obtida para 15 min de incubagio, sendo este o tempo utilizado nas fases seguintes
do trabalho.

4.2.3 Caracterizacdo do Sensor

Foi realizada uma caracterizagdo passo a passo da construcdo e utilizacdo do sensor
desenvolvido. A caracterizacdo do sensor foi realizada através da medicdo da CV e da medicio da
impedancia eletroquimica espectroscopica (ELS - Electrochemical Impedance Spectroscopic), utilizando
uma solu¢io de ImM de [Fe(CN)e)]>/+em tampao fosfato (0.1 M, pH 7.2), e medindo o sinal apds
cada etapa de construgio e funcionamento do sensor.

Os resultados obtidos da CV e EIS estdo representados na Figura 27.
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Figura 27. Caracterizagdo da construgio passo a passo do sensor MIP Au-SPE. A)
Voltamograma CV. B) Diagrama de Nyquist EIS

Como se pode observar, no voltamograma ciclico da Figura 27 (A), ha dois picos redox
bastante evidentes que correspondem ao elétrodo niao modificado Au-SPE. Apés a polimerizagio,
esse pico diminui consideravelmente, deixando de existir picos redox, resultado do bloqueio da
transferéncia de eletrGes por parte do polimero. Apds a extracdo, os picos redox voltam a aparecer,
indicando uma boa remocio da proteina. Nesta fase sio criadas cavidades no polimero e a
porosidade do MIP aumenta, facilitando a difusdo do ferro até a superficie do elétrodo e
possibilitando a reacdo redox. E possivel observar, contudo, que este sinal ainda se encontra
distante do sinal para um elétrodo nao modificado. Este dado mostra que a extracdo nao remove o
polimero da superficie do elétrodo, permitindo apenas a extracdo da proteina. Por sua vez, apds a
incubagdo com a proteina, os picos redox voltam a diminuir consideravelmente. Este fenémeno
pode ser explicado pelo facto das moléculas de AFP preencherem as cavidades do polimero,

diminuindo assim do sinal do ferro.
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Analogamente, na Figura 27 (B), esta representado o diagrama de Nyquist EIS, cujas
caracteristicas s@o semelhantes ao voltamograma CV. Neste, a curva observada para frequéncias
elevadas corresponde ao processo de transferéncia de eletrOes e a parte linear que precede a curva
corresponde a difusdo. A pequena linha reta preta corresponde ao elétrodo nio modificado Au-
SPE e representa um processo de difusio com rapida transferéncia de eletrdes tipico de um
elétrodo condutor. Apds a polimerizagio, a curva atinge um pico de impedancia mais elevado,
indicando uma redugio da transferéncia de eletrSes e num aumento da resisténcia ao fluxo de
eletrdes, devido a camada de polimero criada na supetficie do elétrodo contendo a proteina. Depois
da extragio da proteina, observa-se uma diminuicio da impedancia que pode ser explicada pela
formacdo de cavidades, facilitando a difusdo do ferro pela camada polimérica e, consequentemente,
a transferéncia de eletrdes. Por dltimo, depois da incubagdo da proteina, verifica-se um ligeiro
aumento da impedancia por parte da curva, indicando mais uma vez que as moléculas de proteina
preencheram as cavidades do polimero.

E importante ressaltar que tanto a andlise EIS como a CV demonstram grandes diferencas entre
o elétrodo nio modificado Au-SPE e o MIP Au-SPE depois da extragio.

4.2.4 Resposta Analitica

Ap6s a construgio do sensor, pretendeu-se avaliar a qualidade da resposta analitica para
diferentes concentragdes de AFP. Com essa finalidade testou-se a resposta de um MIP a diferentes
concentra¢des da proteina entre 0 e 50 ng/mL. Apds incubacio em cada uma das solucoes de
diferente concentragio, registou-se o voltamograma (DPV) para cada um dos sensores., como se
observa na Figura 28.
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Figura 28. Resposta do MIP a diferentes concentracoes de AFP
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Analisando os resultados, verifica-se que existe uma diminuicdo da intensidade de corrente do
pico com o aumento da concentragdao da proteina, comprovando-se que o sensor apresenta uma

resposta a concentragao.

Com base nestes dados construiu-se uma curva de calibracdo. Para isso, as variacbes das
intensidades de corrente dos picos entre a resposta sem proteina e apos incubacdo com virias
concentra¢des foram representadas em funcio da concentragio (Figura 29).
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Figura 29. Curva de calibracio com o sensor MIP.

O sensor mostra um comportamento linear entre a Aip e a concentracio na gama testada, com
uma equagdo da reta y = 2.71 % 1078x 4 2.58 * 10~%c um 2 = 0.9947.

Com estes dados estimaram-se limites de detegdo (LOD) e quantificagio (LOQ) de 2.4 ¢ 7.9
ng/mlL, respetivamente.
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5 Conclusoes e Trabalhos Futuros

Pela revisdo da literatura, conclui-se que as ultimas décadas tém vindo a testemunhar um
crescimento nos métodos terapéuticos contra o CHC bem como um interesse cada vez maior na
dete¢do de AFP, sendo esta um bom biomarcador para esta doenca oncolégica.

Do mesmo modo, os MIPs tém-se mostrado como elementos sensores promissores para a
detecdo desta proteina. Estes combinam a alta afinidade por moléculas alvo, um baixo custo na sua
producgio, estabilidade e maior flexibilidade na escolha dos mondémeros e das técnicas de
polimerizagio. A jun¢do destes elementos de reconhecimento com materiais em nanoescala oferece
um aprimoramento na seletividade, bem como na sensibilidade, contribuindo para uma melhotia no
desenvolvimento de dispositivos de diagndstico altamente versateis e capazes de realizarem analises
clinicas diretamente ao lado do paciente.

No presente trabalho, um elétrodo de ouro SPE foi modificado com um polimero impresso
para a detecio do biomarcador de cancro do figado AFP.

No entanto, numa fase inicial, estudou-se o comportamento eletroquimico da AFP (por
voltametria ciclica, em elétrodos de carbono), de forma a avaliar se a proteina seria ou nio
eletroativa. Verificou-se um pico de oxidagdo aos +0.8V, mecanismo tipico de difusio em elétrodos
de carbono. Contudo, a sensibilidade da detecdo direta bem como a pouca especificidade da
resposta ndo foram suficientes para a dete¢do de AFP nos niveis de dete¢do pretendidos.

Estudou-se também a influéncia do tempo de equilibrio e da velocidade de varrimento. O
primeiro estudo revelou que o tempo de equilibrio ndo tem qualquer influéncia no valor de pico de
oxidag¢do obtido. Ja o aumento da velocidade de varrimento, provoca um aumento da intensidade

de corrente do pico de oxidagao.

Através do estudo da corrente de pico em funcio da velocidade de varrimento, conclui-se que o
processo de oxidacdo da AFP ¢ irreversivel e controlado por difusio.

Para além disso, estudou-se a linearidade da resposta analitica da AFP através de uma curva de
calibragdo, aplicando-se DPV a varias concentragdes de AFP. Os resultados demonstram uma
relacdo linear da corrente em funcdo da concentracio de AFP, sendo que quanto maior a

concentragdo, maior o pico de oxidacio.

De seguida, procedeu-se ao desenvolvimento do sensor seletivo para a AFP, através da técnica

“surface imprinting’ por eletropolimerizagao.

Para tal, foram realizados estudos de impressao molecular com polimeros condutores, tentando
analisar os picos da proteina. Porém, como a AFP podera ter um comportamento eletroquimico
diferente na presenca desses polimeros, ou entdo nenhum deles foi eficaz na impressio desta
molécula, ndo se obteve resultados positivos. Assim sendo, optou-se por estudar a impressio com
polimeros nio condutores, e medi¢ao indireta da AFP usando um par redox. O par redox utilizado
foi o [Fe(CN)¢]>~/+ como solug¢do para estudar a oxidacio redugiio a superficie dos elétrodos.

Os dados obtidos indicam uma boa capacidade de interacdo entre a AFP e o pirrol, sendo isso
positivo para a preparacio de um MIP com boa seletividade.
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Foram entdo otimizadas as condi¢bes de polimerizagdo e realizou-se uma caracterizacdo do
sensor obtido por voltametria ciclica e por espetroscopia de impedancia eletroquimica.

Por fim, apés a construgdo do sensor, avaliou-se a qualidade da resposta analitica patra
diferentes concentracoes de AFP. Foi entido estabelecida uma relacio linear entre a intensidade de
corrente de pico e a concentragio de AFP entre 0 e 50 ng/mL, com um limite de dete¢ao (LOD)
de 2.4 ng/ml. e um limite de quantificacio (LOQ) de 7.9 ng/mlL.. Estes limites, estando abaixo dos
nfveis de corte usados em praticas clinicas, revelam-se promissores para um bom funcionamento

deste sensor.

Porém, no decorrer deste trabalho surgiram algumas dificuldades relacionadas com a realizacao
de sucessivas analises utilizando o mesmo sensor. Verificou-se que, apds cada nova extracio o sinal
obtido era diferente, sendo dificil obter um sinal constante.

Para além disso, ndo foi possivel proceder com os estudos de seletividade, exatidio e precisio,
bem como a aplicacdo a amostras reais de, por exemplo, pacientes em tratamento. Hstas sio
algumas sugestoes para trabalhos experimentais futuros nesta drea.

Deste modo, sugere-se que, futuramente, sejam realizados mais ensaios utilizando amostras
reais. Esses ensaios deverdo ser feitos com amostras contaminadas e, posteriormente, com amostras
ja com um diagnéstico prévio realizado através de técnicas convencionais. Assim, sera melhorada a

seletividade deste tipo de sensores.
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