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RESUMO

O antigénio carcinoembrionario (CEA) € uma proteina produzida pelas células
que revestem o trato gastrointestinal do feto. No entanto, também pode ser produzida
em adultos, mas em quantidades muito pequenas. Quando se deteta concentracfes
muito elevadas desta proteina no sangue, pode ser indicio de algumas complicacbes
presentes no trato gastrointestinal, como por exemplo cancro do célon e reto. Desta
forma, torna-se importante a criacdo de dispositivos ou formas de detecdo deste
biomarcador, para que a doenca possa ser detetada atempadamente, criando
condic¢des para o tratamento da mesma. Além disso, a procura de novos materiais que
confiram maior seletividade e sensibilidade aos sistemas de detecdo, que apresentem
menores riscos para o doente quando utilizados em dispositivos e que permitam uma

andlise point-of-care, sdo consideradas elementos cruciais no apoio a decisao clinica.

No presente estudo, desenvolveu-se um sensor eletroquimico para a detecdo do
CEA, usando-se como suporte uma superficie de vidro condutor e como material sensor
um polimero preparado por técnica de impressao molecular (MIP). Para avaliacdo do
comportamento da superficie sensora perante a proteina, utlizaram-se métodos
eletroquimicos, como a voltametria ciclica e a espectroscopia de impedancia. O
polimero sensor foi preparado com pirrol e por electropolimerizacdo, tendo-se
otimizadas varias variaveis, como a sua concentracdo em solucdo, gama de potencial
aplicada e a velocidade de varrimento. Também foi preparado um polimero nao
impresso (NIP), preparagédo esta efetuada de forma analoga a do MIP, mas sem a
presenca da proteina em estudo. E de salientar, que algumas etapas na concec¢&o do
MIP e do NIP foram elaboradas, a pensar na integracdo final destes dois elementos

numa célula solar sensibilizada com corante (DSSC).

O sensor desenvolvido foi calibrado por incubagdo consecutiva em
concentragbes crescentes de CEA. A curva de calibracdo apresentou um
comportamento linear entre 5,0x10° a 5,0x10 pg/mL. Os resultados mostraram ainda
boa precisdo (desvio padrédo igual a 13%) e o limite de detecéo obtido foi de 0,935
ng/mL. O dispositivo apresentou, porém, algumas limitacdes a presenca de iodo em

solugédo, pelo que a sua aplicagdo em DSSCs requer estudos adicionais.

Palavras-Chave: Antigénio carcinoembrionério, Eletroquimica, Polimero com

impressao molecular, biomarcadores do cancro.
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ABSTRACT

Carcinoembryonic antigen (CEA) is a glycoprotein produced by cells which are in
contact with the gastrointestinal tract of the foetus. CEA is also found in adults, but in
small quantities. High concentrations of this protein in the blood, may therefore signal
gastrointestinal tract complications, such as colorectal cancer. In this regard, it is
important to create new devices or methods for tracking this biomarker, in order to, detect
colorectal cancer in its early stages. Moreover, the search for new materials that confer
higher selectivity and sensitivity to the detection systems are also crucial elements for

sustaining clinical medical decisions.

In this study, an electrochemical CEA sensor was developed by assembling
directly on a conductive transparent glass a sensing material prepared by molecular
imprinting polymer (MIP) technology. Tthe behaviour of the sensing layer in the presence
of the protein was evaluated by several electrochemical techniques, such as, cyclic
voltammetry and impedance spectroscopy. Several parameters regarding the
polymerization of pyrrole have been optimized, hamely solution concentration, potential
range and scan-rate. A Non-imprinting polymer (NIP) material was also prepared as
control, in the same form as MIP but in the absence of protein. Some procedures were
made having in mind that the sensor would be included in a dye sensitized solar cell
(DSCCQ).

The biosensor was calibrated by consecutive incubation in increasing
concentrations of CEA. The calibration curve displayed a linear behavior from 5.0x10°¢ a
5.0x101 ug/mL. The obtained results revealed a good precision (standard devition of 13%)
and a limit of detection of 0.935 ng/mL. The device displayed however limited behavior in

the presence of iodide, for which its application to DSSCs requires additional studies.

Keys: Carcinoembryonic Antigen, Electrochemical, Molecular Imprinting, Cancer

Biomarkers.
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1.  INTRODUCAO TEORICA

1.1. Cancro do Colo-retal

O cancro do colo-retal (CCR) caracteriza-se por apresentar um tumor maligno
invasivo, com origem nas células que formam a camada epitelial da parede do intestino
grosso (as células epiteliais do cdlon séo responsaveis pela constituicdo do tecido da
mucosa). No seu estado normal, estas células crescem e dividem-se a medida que vao
sendo necessérias, sendo este processo designado por regeneracdo celular. Em
condi¢cdes normais, as células do célon que se encontram mais velhas ou danificadas
morrem. No entanto, quando as células sofrem alteracdes a nivel genético e perdem
este mecanismo de controlo sobre a sua propria morte, tornam-se células cancerigenas;
estas células, nesta condicdo, nao morrem e multiplicam-se desgovernadamente,
gerando novas células que estardo na base de uma massa tumoral e da presenca de

cancro (Figura 1).
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Figura 1 Imagem dos varios estadios do cancro colo-retal Imagem adaptada de (Frazdo, 2016)

Além disso, a invasao celular ndo ocorre apenas no local de origem dessas células.
Apo6s a massa de células anormais assumir uma determinada dimensé&o, as células
do cancerigenas nao se limitam as fronteiras do 6rgao de onde tém origem, invadindo
os tecidos circundantes e dando lugar a processos de metastizagdo, tal como indicado
na figura 1. (cur, 2016) Os processos de metastizagdo implicam que alguma célula
cancerigena conseguiu instalar-se num outro 6rgao e foi capaz de iniciar, ai, a formagéo

de uma nova massa tumoral.

A denominacado do CCR aplica-se quando a doenga cancerigena afeta o célon ou o
reto. Segundo a National Cancer Institute, a denominacgéo especifica de cancro do célon
aplica-se quando a doenga tem inicio no colon, o segmento mais longo do intestino
grosso. Por sua vez, a denominagdo de cancro retal aplica-se quando a doenca tem
inicio no reto. Os dados estatisticos centrados no CCR sé&o reveladores do seu impacto

social.

1.2. Epidemiologia da doenca

Segundo o relatério da Globocan 2012, o CCR é a terceira doenca cancerigena
mais diagnosticada no mundo (Figura 2), sendo ultrapassada apenas pelo cancro da
préostata e pelo da mama. (Europacolony O CCR apresenta uma elevada incidéncia na
Europa, sendo responsavel por 471000 novos casos e por 228000 mortes em 2012.
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Figura 2 Gréfico relativo a incidéncia e a mortalidade por cancro no mundo (dados GLOBOCAN 2012).

De uma forma geral, as taxas de incidéncia de CCR sao mais elevadas nos paises
ditos desenvolvidos ou em vias de desenvolvimento, na sequéncia do estilo de vida
adotado nestes paises. Os pontos mais relevantes no contexto do estilo de vida incluem
uma alimentag&o pouco equilibrada (consumo excessivo de agucar, de carne vermelha
e de carne processada, associada a uma diminuigdo do consumo de fibras) e a pratica

reduzida de exercicio fisico. (Bernd, 2015)

Do ponto de vista europeu, existem diferencas significativas entre os varios paises
que a integram, tal como indicado na Figura 3, onde se representam a incidéncia a 5
anos e a mortalidade dos 20 paises europeus com valores superiores. Portugal assume
aqui a 142 posicao.

Em Portugal, foram identificados 7129 casos de CCR, com o registo de 3797 mortes
pela doenca (Figura 4). De uma forma geral, a incidéncia e a mortalidade associadas ao
CCR é superior em elementos do sexo masculino (Europacolon) Cerca de 15% dos casos
detetado sdo de origem hereditaria, como a polipose adenomatosa familiar (PAF) ou o
CCR néo polipoide (HNPCC). (rinto, 2009/2010) De uma forma geral, os anos potenciais de
vida perdidos, por neoplasia maligna, continuam a ser muito significativos, tendo-se

verificado, no entanto, uma diminuicdo gradual da mortalidade precoce.
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Figura 3 Gréfico relativo a incidéncia e & mortalidade por cancro em paises europeus (GLOBOCAN 2012).
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Figura 4 Graéfico relativo a incidéncia e a mortalidade por cancro em Portugal (dados GLOBOCAN 2012).
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Como se pode verificar na tabela 1, a mortalidade associada ao cancro do colon
mantém valores mais ou menos constantes entre 2010 e 2014, segundo dados da
direcéo geral de saude. Tal como referido anteriormente, as taxas de mortalidade séo

mais elevadas no sexo masculino do que o sexo feminino.

1.3. Fatores de risco associados

O conceito de fator de risco é algo que afeta a probabilidade de contrair uma doenca
como o cancro. Todos os tumores malignos tém fatores de risco diferentes. Alguns
destes podem ser alterados, como por exemplo, deixar de fumar, ter uma alimentacéo
mais equilibrada, praticar exercicio fisico, entre outros. Em contrapartida, existem outros
fatores que ndo dependem do paciente, tais como a idade e histérico familiar ou
antecedentes.

Tabela 1 Indicadores de mortalidade relativos ao cancro do célon, por sexo, em Portugal entre 2010 e 2014 (DGS, 2014)

2010 2011 2012 2013 2014

AMBOS OS SEXOS

N° de 6bitos 2647 2740 2686 2724 2687
Taxa de
mortalidade 25,0 26,0 25,6 26,1 25,8

SEXO MASCULINO

N° de 6bitos 1511 1500 1533 1560 1526
Taxa de
mortalidade 29,9 29,8 30,6 31,4 30,9

SEXO FEMININO

N° de 6bitos 1136 1240 1153 1164 1161
Taxa de
mortalidade 20,6 22,5 21,0 21,2 21,3

Alguns estudos patentes na Internet j& demostraram que existem varios fatores
de risco que aumentam a probabilidade de desenvolvimento de pdlipos ou cancro colo-

retal. Estes podem ser de dois tipos: modificaveis ou ndo modificaveis.

Os fatores de risco modificaveis incluem (a) a obesidade ou o excesso de peso;
(b) a falta de exercicio fisico regular; (c) alguns tipos de alimentacdo (como uma
alimentacdo rica em carnes vermelhas, como a carne de bovino, carne de porco,
cordeiro ou figado) e em carnes processadas (pelo contrario, o consumo de dietas ricas

em vegetais, frutas e graos integrais diminuem o risco); (d) o tratamento de carnes a
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temperaturas elevadas (como fritar ou grelhar, podendo produz substéncias quimicas
toxicas e assocaidas ao CCR); (e) o tabaco (pessoas que fumaram por um periodo de
tempo longo s&o mais propensas a desenvolver CCR do que pessoas nao fumadoras);

(f) e a ingestéo excessiva de &lcool. (American Cancer, 2016)

Os fatores de risco ndo modificaveis incluem (a) a idade, na qual a probabilidade
para se desenvolver este tipo de cancro é mais acentuada a partir dos 50 anos; (b) a
incidéncia de pdlipos adenomatosos (adenomas), que originam um risco agravado de
desenvolver cancro; (c) a doenca inflamatéria intestinal, incluindo a colite ulcerosa ou
doenca de Crohn; (d) o histérico familiar de cancro colo-retal ou p6lipos adenomatosos
(pessoas com parentes de primeiro grau, pais e irmaos, com incidéncia de cancro colo-

retal estdo em maior risco); (e) ter diabetes tipo Il. (American Cancer, 2016)

Independentemente do risco e da epidemiologia associada ao CCR, o diagndéstico

precoce constitui uma das ferramentas primordiais no combate a doenca.

1.4. Métodos de diagndstico e rastreio

Alguns sintomas da instalagéo da doencga sao a alteracao persistente dos habitos
intestinais, como o0 aparecimento de prisdo de ventre, diarreia ou fezes muito escuras
sem motivo aparente, perda de sangue pelo reto/anus ou misturado nas fezes sem
irritacdo, dor ou prurido, sensagédo que o intestino ndo esvazia completamente e dor

forte ou desconforto abdominal, podem ajudar na dete¢éo precoce deste tipo de cancro.

De uma forma geral, os tumores originam a invasao de tecidos locais, com
subsequente sangramento e aparecimento de sangue nas fezes. Neste sentido, a
primeira linha de rastreio do CCR consiste na realizagdo do teste de sangue oculto nas
fezes. Este teste origina, porém, muitos falsos positivos, impedindo tomadas de decisdo
clinicas com base na sua informacdo e orientando para a necessidade de exames

complementares.

Os exames imagiologicos, como a colonoscopia, a tomografia axial
computorizada (TAC) ou a ressonancia magnética (RMN), associados ou ndo a material
de contraste, sdo hoje em dia complementares aos testes de sangue oculto.
Relativamente a colonoscopia, 0s procedimentos associados sdo dispendiosos,
invasivos e causam desconforto e dor local, motivo pelo qual quase todas as pessoas
observadas requerem sedacdo antes da realizacdo do exame. A colonoscopia pode,

porém, apresentar a vantagem de permitir a retirada de massa local, contribuindo j& ao
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tratamento do paciente. A TAC ou a RMN sdo realizadas mais no contexto da

confirmacao inequivoca da presenca de CCR.

Uma vez identificada a doenca, o seu acompanhamento é realizado com base
em exames de sangue, que incidem essencialmente no hemograma, em testes da
funcdo hepdtica e na detecdo de marcadores tumorais. O hemograma pretende
quantificar os diferentes tipos de células no sangue e detetar a possivel presenca de
anemia, face a presenca esperada de hemorragias constantes. Os testes da funcdo
hepatica visam despistar a possivel presenca de metastases no figado, uma situacao
muito frequentemente associada ao CCR. A dete¢cdo da presenca de marcadores
tumorais pretende identificar a presenca de biomoléculas produzidas por células
cancerigenas e que se encontram distribuidas pelos fluidos biol6gicos. Os marcadores
tumorais mais comuns no contexto do CCR sao o antigénio carcinoembrionério (CEA)
e CA 19-9. (american Cancer, 2016) Estes marcadores séo glicoproteinas que circulam pelo
soro e cuja concentracao se pode associar ao estadio do CCR (James K. Alexander & al, 2016).
Atualmente, a concentracdo do CEA na corrente sanguinea € determinada em estados
pré- e pos-operatérios de portadores de CCR, para 0 acompanhamento da evolugéo da
doenca. (Polycarpo, et al., 2003) Quando acompanhado de informacdo complementar, a

monitorizacdo de CEA pode também contribuir para a detecdo precoce da doenca.

De uma forma geral, a presenca de marcadores tumorais no sangue tem-se
revelado uma ferramenta crucial na detecdo e no acompanhamento da evolucdo da

doenca.

1.5. Biomarcadores

Os marcadores tumorais sao biomoléculas que facilitam o diagndéstico ou a
monitorizacdo da evolugcdo da doenca, uma vez que sinalizam a sua presenca e a sua
intensidade. Estes marcadores podem ser encontrados em tecidos removidos do tumor

(por biopsia), sangue, urina ou outro tipo de fluido corporal. (Sharma, et al., 2015)

Do ponto de vista molecular, os biomarcadores podem ter varias origens.
Incluem-se aqui o ADN (via alguma mutacdo especifica, translocagédo, amplificacéo,
entre outros), o RNA (sobretudo microRNA circulante) ou proteinas (hormonas,

anticorpos, supressores tumorais, etc.), ou até a préxima célula tumoral circulante.

Os biomarcadores além de terem uma enorme importancia na dete¢éo precoce

do cancro, sdo também considerados uma das ferramentas mais valiosas para a
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determinacdo do estagio de evolucdo da doenca e da resposta ao tratamento de

guimioterapia.

Tabela 2 Biomarcadores mais comuns utilizados na dete¢éo de cancro

Tipo de cancro Biomarcador
Mama BRCAL, BRCA2, CA 15-3, CA 125, CA27.29, CEA, NY-BR-1, HER2/NEU, ER/PR
Esofago SCC
Figado AFP, CEA
Pulméao CEA, CA 19-9, SCC, NSE, NY-ESO-1
Prostata PSA

1.5.1. Antigénio carcino-embrionario

O CEA é uma glicoproteina que atua como um indicador em varias doencas
cancerigenas, como CCR, cancro do péancreas, cancro da mama, adenocarcinoma
pulmonar, entre outros. Este biomarcador é produzido, na maioria dos casos, por células

de cancerigenas do célon e entra na corrente sanguinea. (Minden, 2016)

Mas a identificagéo da quantidade limite a partir da qual se encontra instalada a
doenca cancerigena nao é facil. Por um lado, o CEA é uma biomolécula enddgena,
existindo em niveis baixos em todos os individuos. Por outro lado, ha condicdes
fisiolégicas que condicionam os valores normais esperados para o CEA. Por exemplo,
os fumadores sem doenca cancerigena apresentam niveis de CEA mais elevados do
gue individuos saudaveis ndo fumadores e os homens apresentam valores superiores
ao das mulheres (tabela 3). O mesmo acontece em pessoas que sofrem de cirrose
hepatica ou de colite ulcerosa. Independentemente do valor de referéncia clinico, a
presenca de uma grande quantidade deste biomarcador é sem duvida revelador da

presenga de cancro.

A implementag&o de um método capaz de monitorizar o CEA em contexto clinico
torna-se assim fundamental para a prevencdo da doenca e para minimizar 0s seus
impactos. Os métodos de monitorizacdo de biomarcadores cancerigenos, incluindo o

CEA, séo baseados em técnicas ELISA, as quais exigem condic¢des laboratoriais para

8
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a sua implementacdao, isto €, ndo € possivel a sua realizacdo em contexto clinico, sendo
necessario realizar as analises em ambiente laboratorial. Este constrangimento impede
aimplementacdo mais alargada de métodos de rastreio, que sao na realidade os vetores
principais da detecéo precoce.

Tabela 3 Limites méaximos fisiologico para o biomarcador CEA em individuos saudaveis. (Sousa, 2016)

CEA (ng/mL)

Nao-Fumadores Fumadores Nao-Fumadores Fumadores

No contexto da implementacédo de novas metodologias para a monitorizagéo do

CEA em contexto clinico tém surgido na literatura novos dispositivos promissores,
denominados biossensores. Os dispositivos mais relevantes no contexto da
portabilidade sdo os eletroquimicos. Por outro lado, os mais adequados do ponto de
vista de custo e de estabilidade sdo aqueles que utilizam materiais biomiméticos como
materiais sensores (materiais sintéticos e, portanto, mais estaveis ao longo do tempo do
que material bioldégico). Neste sentido, abordam-se de seguida os temas ligados a
preparacdo de materiais biomiméticos com base em polimeros de impressédo molecular

e de biossensores.

1.6. Polimeros de impresséo molecular

A polimerizacdo de impressao molecular (MIP, do inglés Molecularly Imprinted
Polymer) é uma técnica utilizada para criar recetores artificiais através da formacgéo de
uma rede polimérica em torno de uma molécula que serve de molde. Antes da
polimerizacdo ocorrer, ocorrem varias interagcbes entre a molécula molde e os
mondémeros que irdo dar origem ao polimero (tais como interac6es hidrofébicas,
ligacBes através de pontes de hidrogénio, For¢cas de Van Der Waals e interacdes
eletrostéaticas), que determinam o arranjo espacial dos monémeros em torno do molde.
O arranjo espacial final do molde é fixado por um processo de polimerizagdo que permita
a formacdo de um polimero com elevado grau de reticulagdo. Apos o processo de

polimerizacdo, o molde é removido do polimero deixando locais de reconhecimento
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especifico complementares com a forma, o tamanho e a funcionalidade da molécula

molde. (Ellen Verheyen, 2010)

Do ponto de vista técnico, a impressao molecular pode ser conseguida por um
processo em bulk ou em superficie, sendo estes também designados como impressao
3D e 2D, respetivamente. Na polimerizagdo em bulk a molécula é distribuida
aleatoriamente na matriz polimérica 3D formada, enquanto que na polimerizacdo em
superficie a proteina é colocada numa determinada superficie e o0 polimero cresce ao

seu redor, formando uma estrutura polimérica 2D.

BN

A polimerizacdo mais adequada a impressdao de biomoléculas de grande
dimensao, como o CEA, é a de superficie. A grande dimensdo da molécula molde
dificulta a sua remog¢é&o da cavidade impressa e origina dificuldades na transferéncia de
massa ao longo do material polimérico. Por outro lado, a polimerizagdo de superficie
permite obter uma elevada densidade de locais de ligacdo (para uma rapida
transferéncia de massa), diminuindo ainda a quantidade de molécula molde necessaria
para levar a cabo o processo de impresséo. A eficacia destes locais de ligagdo depende,
porém, de varios fatores, incluindo a forma como a molécula alvo se liga a superficie
recetora e se expde para a superficie externa, e a capacidade de controlar a espessura

da camada de polimero formada. (wang, et al., 2010)

Do ponto de vista da reacdo quimica, as moléculas impressas sé&o
maioritariamente preparadas por polimerizacdo quimica radicalar. Neste tipo de
polimerizacdo, a reacdo é desencadeada por espécies radicalares. Estas espécies
podem ter origem num estimulo quimico ou fisico. Quando o estimulo é quimico, o
processo mais comum baseia-se na utilizacdo de compostos geradores de radicais em
meio aquoso, como por exemplo os perdxidos. Quando o estimulo é fisico, pode basear-
se em radiacdo eletromagnética ou na aplicacao de um potencial elétrico adequado com
base em técnicas eletroquimicas (também chamada de eletropolimerizacdo). Esta
dltima é muito Util quando o biossensor em desenvolvimento é eletroquimico, uma vez
que com um s6 equipamento é possivel montar o material sensor e avalia-lo. Além disso,
a eletropolimerizacdo requer uma baixa quantidade de solucdo de polimerizacdo e
permite uma elevada repetibilidade do processo. Do ponto de vista técnico, a
eletropolimerizacdo pode também ser feita em bulk ou em superficie, sendo que em bulk

0 consumo da biomolécula molde é superior. (Sharma P. e., 2012)

No contexto da polimerizagao eletroquimica, um dos polimeros mais utilizados é
o polipirrol (PPy). Este polimero € um promissor no contexto dos elétrodos redox

supercapacitores, devido a sua cinética rapida de carga/descarga, ao seu baixo custo,

10
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a sua sintese facil e a sua alta densidade energética. Na figura 5, encontra-se

representado o mecanismo associado a eletropolimerizac¢do do pirrol.

As propriedades eletroquimicas dos elétrodos a base de polipirrol dependem do
material com que é preparado o elétrodo e do método de preparacdo do material
polimérico, bem como da sua area superficial ativa. E de salientar, que varios estudos
se tém focado principalmente na preparacdo e modificacdo de materiais a base de
polipirrol, otimizando para este efeito as condi¢cdes de obtencédo do PPy, como a gama
de potencial aplicado, o valor de pH, a temperatura e as concentracbes de pirrol
(monémero) mais adequadas. No contexto da eletropolimerizagdo, existem varias
variaveis criticas que requerem otimizacdo, para que no final se obtenha o polimero

desejado, com as caracteristicas desejadas. (Sun, zheng, & Chen, 2010)
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Figura 5 Mecanismo de eletropolimerizagdo do pirrol. (Dubal, Lee, Kim, Kim, & Lokhande, 2012)

1.7. Biossensores

Durante a Ultima década, a investigacdo na area dos biossensores cresceu
exponencialmente na area da salde, dirigida sobretudo ao diagndstico ou ao
acompanhamento de doencas cancerigenas, cardiovasculares ou diabetes. A
investigacdo em biossensores foca-se principalmente no aumento da sensibilidade e na
especificidade dos métodos analiticos de quantificagdo de biomarcadores, tendo em
vista a obtencdo de plataformas mais estaveis e sensiveis. De uma forma geral, 0os
estudos mais recentes tém conduzido a um maior controlo na modificacdo de
superficies, com envolvimento de nanomateriais como nanoestruturas de carbono ou
nanoparticulas metélicas, com subsequentes ganhos em termos de quantidade minima

detetada e de sensibilidade analitica. (Altintas & Tothill, 2013)

11
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Ainda assim, ha ainda poucos biossensores desenvolvidos com sucesso
comercial. Uma das principais razdes para este cenario reside na instabilidade dos
elementos sensores (tipicamente de natureza biol6gica) fora do seu ambiente natural, o
que condiciona fortemente a estabilidade e o tempo de vida dos dispositivos comerciais.
Neste sentido, um dos grandes focos do desenvolvimento de novos dispositivos
biossensores prende-se com a producéo de biossensores com longos tempos de vida
e poucas restricdes as condicbes de armazenagem.

Um biossensor é um dispositivo analitico que incorpora um elemento sensor,
responsavel pelo bioreconhecimento e pela quantificacdo de um determinado composto.
Este elemento funciona como sensor porque interage de forma seletiva com o composto
gue se pretende determinar. A medida desta interacdo € realizada através de um

transdutor e de um detetor (Figura 6). (P.Fonseca, 2003)

Elemento bioreconhecimento

Reconhece
seletivamente o
composto a analisar.

- Detetor
Funciona como

interface de
comunicacgéo do sinal
que resulta da
mudanca de uma
determinada
propriedade na
vizinhanga do agente
bioldgico.

Medicéo e
guantificacao do sinal
captado.

Figura 6 Elementos integrantes de um biossensor

De uma forma geral, o bioreconhecimento de um composto pelo elemento sensor
€ realizado por um processo de afinidade (quando o elemento sensor apresenta uma
afinidade dirigida ao composto a detetar; fazem parte deste grupo, p.e., 0S anticorpos)
ou por um processo catalitico (quando o elemento sensor atua como catalisador de

alguma reacdo; as enzimas sao 0s principais elementos deste grupo).

12
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Complexo
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Figura 7 Formagéo de local de ligagdo em polimero molecularmente impresso.

A transducéo desse reconhecimento pode ser efetuada por varios processos
fisicos. Incluem-se aqui varios métodos que medem alteracdes em propriedades
elétricas (métodos eletroquimicos), propriedades relacionadas com a radiagdo
eletromagnética (métodos 6ticos), ou propriedades térmicas (métods térmicos) (p'orazio,

2003), sendo estes 0s mais usados na literatura.

E de ressaltar que estes dispositivos analiticos sdo baratos, pouco complexos e
eventualmente utilizados em plataformas portateis ou em equipamentos com elementos
descartaveis. Os biossensores também possuem capacidade para efetuar medigdes in

Vivo ou in vitro.

De uma forma geral, um biossensor “ideal” deve possuir varias caracteristicas
relevantes: (a) seletividade, que indica a capacidade de descriminar o composto a
analisar no meio de outros compostos diferentes e resulta de elevada
afinidade/atividade do elemento sensor para com a molécula alvo; (b)
proporcionalidade, que resulta da variacdo de sinal que é proporcional & quantidade de
composto a analisar, permitindo assim uma aplicacdo do dispositivo em analises
quantitativas; (c) rapidez, que diz respeito a um curto tempo de resposta perante o
composto a medir e que permite que a leitura seja realizada em tempo Uutil, favorecendo
a possibilidade de uma detecdo em tempo real; (d) sensibilidade, na qual a variacdo do
sinal por unidade de concentracdo do composto a analisar é suficientemente elevada
para permitir obter resultados exatos e para permitir que a razao entre o sinal analitico
e o ruido seja elevada, reduzindo assim o limite de detecdo do biossensor; (e) e
estabilidade, que diz respeito a constancia do sinal analitico ao longo do tempo, tanto
em periodo analitico como em periodo de armazenagem, permitindo assim obter

dispositivos com tempos de vida adequados e sinais precisos. (P.Fonseca, 2003)

13
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A obtencdo de um sensor ideal € quase irrealista, mas é possivel trabalhar os
materiais e os dispositivos para que os biossensores se aproximem dessa realidade.
Neste contexto, o elemento de bioreconhecimento ou a unidade de transducéo

constituem os elementos criticos neste rumo a idealidade.

1.7.1. Elemento de bioreconhecimento

Como referido anteriormente, 0os elementos de bioreconhecimento sédo aqueles
que interagem com o biomarcador e geram por via dessa interacdo um sinal analitico.
Normalmente, os elementos de bioreconhecimento sdo elementos de natureza
biolégica, como enzimas, recetores celulares, acidos nucleicos, microrganismos ou
anticorpos, mas podem ser também elementos de natureza sintética e que mimetizam
0os elementos bioldgicos anteriores, chamando-se por isso materiais biomiméticos.
(Mittal, Kaur, Gautam, & K.Mantha, 2016) Hoje em dia, os elementos de

bioreconhecimento mais utilizados sdo as enzimas e 0s anticorpos.

As enzimas sdo 0s materiais biolégicos que estiveram na origem do primeiro
biossensor comercial, dedicado & monitorizagdo de glucose pelos diabéticos. De uma
forma geral, é possivel recorrer a enzimas diversas no contexto dos elemento de
bioreconhecimento; séo utilizadas amidases, descarboxilases, esterases, fosfatases,
nucleases, ou oxido-redutases. Os reagentes consumidos ou os produtos formados
podem ser detetados ou quantificados através de transdutores apropriados. A classe de
enzimas que tem tido maior relevancia é a das oxido-redutases; este grupo catalisa
reagbes redox que envolvem processos de transferéncia de eletrdes na conversao

enzimatica do reagente em produto. (P.Fonseca, 2003)

Os anticorpos sao hoje em dia elementos de bioreconhecimento muito utilizados
em biossensores. Estas biomoléculas de natureza proteica constituem as ferramentas
efetoras de defesa imunitaria do organismo, porque se ligam ao composto invasor de
forma muito seletiva e com grande afinidade. Hoje em dia, € possivel produzir um
anticorpo de origem biol6gica para qualquer molécula alvo de interesse, recorrendo a
experiéncias com animais. Neste sentido, 0s anticorpos tornaram-se compostos
versateis e que permitem obter um biossensor de sucesso com passos muito simples.
No entanto, como se pode depreender, a sua producédo (pelo menos numa fase inicial)
constitui ainda hoje um processo controverso por envolver experimentacdo animal, além

de ser um processo lento e dispendioso.

No contexto atual, o mercado de imunodiagnéstico tem um enorme potencial
comercial. Os biossensores preparados neste contexto sdo de simples construcao,
14
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podendo assumir varias configuracdes. O processo mais simples de construcdo de
imunossensores baseia-se na ligacdo direta do anticorpo imobilizado a superficie
transdutora. No entanto, 0os imunossensores apresentam também limitacdes. De uma
forma geral, os anticorpos sdo materiais de origem biolégica e apresentam uma baixa
estabilidade. Por outro lado, a sua afinidade para o antigénio € de tal forma elevada que

as respostas do dispositivo acabam por ser irrerversiveis, ndo permitindo a reutilizacao.

A tentativa de obter materiais analogos aos anticorpos mas de natureza sintética
(e por isso, com maior estabilidaed), levou a aplicacdo da tecnologia MIP na producao
de moldes moleculares e na sua aplicacdo enquanto elemento de bioreconhecimento
em biossensores. O uso de materiais MIP em biossensores € hoje em dia uma pratica
sélida e alargada.

1.7.2. Transdutor

E designado por transdutor o elemento fisico que comunica um sinal ao detetor.
Exemplos comuns de transdutores sdo os medidores de temperatura (termopares, fios
de platina, entre outros) os transdutores de pressao, os fluximetros, os sensores de
humidade, os sensores de densidade luminosa (fotodiodos, dispositivos de carga
acoplada, fotomultiplicadores, fotorrestores) e os transdutores de movimento linear ou
rotacional. Porém, existem outro tipo de transdutores para o caso dos biossensores, que
convertem a variagdo ou mudancgas fisico-quimicas que provém do elemento de
bioreconhecimento num sinal. Os transdutores mais usados em biossensores podem
ser eletroquimicos ou Oticos. Os eletroquimicos incluem o0s biossensores
potenciométricos baseados em elétrodos ou transistores seletivos a ibes especificos e
gue medem o potencial criado pelos gradientes de concentracdo desses ides sem
ocorrer fluxo de corrente elétrica. Incluem também os biossensores amperométricos,
gue envolvem a medicdo da corrente elétrica que flui numa célula eletroquimica em
fung&o do potencial elétrico aplicado. Os transdutores Gticos estdo relacionados com a
medicao de uma variacdo de radiacao eletromagnética, como o caso da absorvancia,

do indice de reflexdo, da refletdncia, da fluorescéncia ou da luminescéncia. (P.Fonseca,
2003)

De acordo com o ja referido, representa-se na Figura 8 os elementos principais
gue integram um biossensor e a forma como o elemento de bioreceptor (no elemento

de bioreconhecimento) pode ser imobilizado na superficie transdutora.
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Catalitico:
- Enzima
- Célula

- Microorganismo

N&o catalitico (complexo L
Imobilizag&o biorecetor-analito) Eletroguimico:

Quimica: - Recetor celular - Amperométrico
- Ligagao covalente; - Anticorpo (imunossensor) - Potenciometrico

Tipo de transdutor

Fisica: - DNA - Condutimétrico
- Adsorcéo Piezoelétrico
- Encapsulamento Cal?rimetrico
Oticos:
- Fluorescéncia

Biossensor

Figura 8 Elementos constituintes de um biossensor.

1.8. Aplicagao dos biossensores no cancro

Dado que os biossensores combinam um elemento de bioreconhecimento com
uma unidade de conversao de sinal (transdutor), estes dispositivos podem ser utilizados
em diversas aplicacbes (tabela 4), que apresentam perspectivas de crescimento
econdmico interessantes e que motivam o investimento industrial nesta area. O exemplo
mais comum desta aplicacdo € a medicao eletroquimica de concentracdes de glucose
no sangue, desde hé& véarias décadas com aplicacdo de ambito comercial. Hoje em dia,
aparecem outras aplicagdes, ainda limitadas ao dominio da investigagdo, que incidem
sobretudo na monitorizagdo de biomoléculas associadas a véarias doengas como o

cancro.

A utilizac@o de biossensores no dominio do cancro tem inUmeras vantagens
sobre outros métodos de andlise. O tempo de resposta curto e a possibilidade de
aplicagdo em contexto clinico permitem reduzir o tempo envolvido em todo o0 processo
analitico, contribuindo para a rapidez de diagndstico e para a reducdo de custos

associados a salde. (Rasooly & Jacobson, 2006)

Os biossensores mais relevantes do ponto de vista comercial apresentam
transdutores eletroquimicos. Tal como referido anteriormente, estes dispositivos
baseiam-se na medi¢do da corrente elétrica associada aos eletr6es envolvidos num
processo de oxidacao-reducao.
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Tabela 4 Areas de aplicacéo de biossensores. (P.Fonseca, 2003)

Area de aplicagéo Mercado (%) Crescimento anual (%)
Diagnostico clinico 53 25
Controlo de processos 11 50
Instrumentos médicos 11 30
Agricultura/veterinaria 8 60
Ambiente 5 35
Investigagéo 3 50
Outros 9 30

Na Figura 9 é possivel visualizar-se um esquema representativo da caraterizacdo
de um biossensor eletroquimico. O exemplo ilustrado recorre a um elemento de
bioreconhecimento enzimatico. A enzima imobilizada no elétrodo de trabalho, reage
com um composto especifico presente na amostra. Por sua vez, a concentracao deste
composto € determinada através da variacdo dos eletrdes gerada pela reacdo redox

envolvida. (P.Fonseca, 2003)

(elétrodo de trabalho com enzima imobilizado)

S
=
.| Transdutor

L sy s
(platina sem enzima) —b elEtI'ICO

-

(eléctrodo de referéncia)

Figura 9 Esquema representativo do funcionamento de um biossensor eletroquimico com uma enzima imobilizada num

elétrodo de platina.

A resposta de um biossensor eletroquimico enzimético depende de varios
fatores, nomeadamente a cinética da reacao, a construcao do biossensor, e 0 modo de
operagdo analitico. De uma forma geral, o tipo de resposta pode ser controlada por
difusé@o ou pela cinética da reacdo. Quando a quantidade de enzima ativa é muito baixa
acontece o controlo cinético, dando origem a limitacGes analiticas pois as respostas

maximas ocorrem para concentracdes do composto a analisar muito baixas. Por outro
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lado, o controlo difusional do elétrodo enzimético caracteriza-se por elevadas
guantidades de enzima imobilizada no elétrodo, sendo a corrente elétrica gerada
independente de pequenas variagdes da concentragdo da enzima e da sua atividade
biolégica, pelo que a resposta € uma funcéo da concentracé@o e da difusdo do analito a
detetar. Os biossensores eletroquimicos mais relevantes apresentam transdutores
classificados potenciométricos, amperométricos e condutimétricos, apresentando de
uma forma geral anticorpos com elementos de bioreconhecimento (Figura 10).

Os biossensores potenciométricos envolvem a medicdo da diferenca de
potencial, entre um elétrodo de referéncia e um elétrodo indicador, a uma corrente quase
nula. Portanto, nos dispositivos potenciométricos, a informagéo analitica é obtida por
conversdo do processo de bioreconhecimento num sinal elétrico em conjunto com a
utilizacdo de elétrodos de ibes seletivos. Este tipo de transdutor é constituido por
membranas de permeabilidade seletiva e sensiveis a espécies ibnicas cuja

concentracao é variavel num processo biolégico.

% . & __:_::'3-'

* % - Amperométrico
& . % —’ —’ - Potenciométrico
* - - Condutimétrico

® N

&ne | . Sinal

= i Interacio / elétrico

* Antigénio-Anticorpo

Figura 10 Representacdo esquematica de um imunossensor

Os biossensores amperométricos operam pela aplicacdo de um potencial constante
e um controlo de corrente associado a reducao ou oxidacao de espécies electroativas
envolvidas no processo de reconhecimento. Este tipo de biossensor consegue ser mais

atraente dada a sua alta sensibilidade, simplicidade e miniaturizag&o. (wang J. , 2006)

Os biossensores condutimétricos baseiam-se numa técnica na qual se mede a
alteracdo da condutancia na solugéo, a um potencial constante, resultante da producao
ou consumo de espécies idnicas, como sucede em certas atividades metabdlicas de
microrganismos. Embora esta técnica permita miniaturizacao, resposta rapida, sensivel,
apresenta, no entanto, uma baixa seletividade. Além disso, a sensibilidade deste tipo de

medicdes é muitas vezes prejudicada pela conduténcia da matriz da amostra. (R.Eggins,
2002)
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1.9. Técnicas eletroquimicas

As técnicas eletroquimicas sdo uma poderosa ferramenta analitica. Apresentam
algumas carateristicas vantajosas, como a elevada sensibilidade das determinacdes,
custo moderado e portabilidade. Contudo, a versatilidade desta técnica merece algum

destaque dado que é possivel controlar as reagcfes nos elétrodos modificando a

interface elétrodo-solucéo e selecionando o potencial aplicado & célula. (Lowinsohn & Bertotti,
2006)

Os processos de oxidacdo-reducdo que ocorrem nos elétrodos sédo efetuados
através da troca de eletrdes na interface solucédo-elétrodo, quer estejam em equilibrio
na interface ou sob o controlo cinético total ou parcial. Salienta-se que na maior parte
dos processos de transferéncia de carga ocorre troca de eletrdes, podendo as reacdes
no caso mais simples ser representadas pela equagéo 1.1, na qual (O) é a espécie

oxidada e (R) a espécie reduzida.

O+ne  ©R Equagdol.l

Assim, para que o processo de reducdo ocorra, os eletrdes no elétrodo devem
ter uma energia minima para que possam ser transferidos do elétrodo para a orbital
recetora de eletrbes da espécie oxidada. Por outro lado, para que o processo de
oxidacgdo ocorra, a energia dos eletrées da espécie reduzida tem de ser igual ou superior
a energia dos eletr6es no nivel de Fermi (os eletr6es podem ser recebidos ou fornecidos

apenas a volta deste nivel de energia) do elétrodo. (G.zoski, 2007)

Por entre as varias técnicas eletroquimicas, as mais utilizadas com fins analiticos
sdo a voltametria ciclica e a espectroscopia de impedancia, que se passam a detalhar

em seguida.

1.9.1. Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica corresponde a medida da corrente do elétrodo de trabalho
em fun¢ao do potencial aplicado, uma condi¢cdo que favorece a polarizacéo do elétrodo
de trabalho. O registo grafico de corrente-potencial, designado por voltamograma

(Figura 11), permite a interpretacdo quantitativa em aspetos termodinadmicos (potencial
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redox) e cinéticos (transferéncia de carga, reacdes quimicas) em curso a superficie do
elétrodo. (G.zoski, 2007) De uma forma geral, para um sistema redox reversivel o varrimento
para valores de potencial superiores origina a oxidagdo de uma espécie e a inverséo do
sentido do varrimento do potencial promove a reagdo inversa. Em alternativa, o sistema
redox avaliado pode ser irreversivel (sem pico da direcao inversa) ou quasi-reversivel
(situacao intermédia).

Faradaic EPO Anodic (oxidation)
Current - Positive Current
Capacitive (analyte)

Current
(background)

fM
P it T ------ /““-P otential/V

Cathodic (reduction)
- Negative Current

Current/ uA

lpc

b.a.patel@brighton.ac.uk

Figura1l Voltamograma genérico obtido em voltametria ciclica, com indicagéo do potencial do pico (Ep) anddico (a)
ou catddico (c) e das correntes Faradicas e Capacitivas.

De uma forma geral, os fenbmenos que acontecem na interface, entre a
superficie do elétrodo de trabalho e a camada fina de solucdo adjacente a essa
superficie, fornecem informacdes sobre o analito. Essas informac¢des sdo obtidas
através da medi¢do da magnitude da corrente elétrica que surge no elétrodo de trabalho
(ao ser aplicada uma diferenca de potencial entre um elétrodo de trabalho e um elétrodo

auxiliar), sob condigbes de completa polarizagdo do elétrodo de trabalho.

A corrente resultante da aplicagdo de um potencial € constituida por: (i) Corrente
Farddica, baseada na transferéncia eletronica na interface elétrodo/solucdo e que
corresponde maioritariamente a corrente gerada pela reagdo redox da espécie em
estudo (e minoritariamente a presenga de impurezas nos reagentes usados ou pela
presenca de oxigéenio dissolvido no meio); (ii) e Corrente Capacitava, onde ndo ocorre
transferéncia eletronica e que provém da separacdo de cargas na dupla camada entre
o0 elétrodo e a solucdo. A interferéncia promovida pela presenca do oxigénio pode ser
facilmente eliminada através do arejamento da solugdo com um gas inerte, como é o

caso do azoto. (A.Skoog, M.West, Holler, & R.Crouch, 2005)
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A voltametria ciclica € uma técnica muito Uutil do ponto de vista da avaliacdo
qualitativa do sistema em estudo. Ela apresenta a capacidade de fornecer rapidamente
a informacdao termodinamica relativa a processos redox, a cinética das reagfes quimicas
acopladas ou a processos de adsor¢do. A voltametria ciclica permite, ainda, uma rapida
detecdo dos potenciais de oxidacao/reducéo das espécies envolvidas e uma avaliacao
do efeito das alterac6es do meio nos processos redox.

1.9.2. Espectroscopia de Impedancia

A espetroscopia de impedancia eletroquimica consiste na aplicacdo de um potencial
de corrente alternada com diferentes valores de frequéncia. Este método apresenta
diversas vantagens relativamente as técnicas que utilizam corrente continua,
nomeadamente a utilizacdo de sinais muito pequenos, evitando a perturbagdo nas
propriedades do elétrodo, a resisténcia de polarizagdo e a capacitancia da dupla

camada podem ser determinadas numa mesma medida.

A Lei de Ohm (equacédo 1.2) é utilizada neste contexto para estabelecer a relagéo
entre o potencial e a corrente aplicada, na qual (E) é o potencial em Volt que atravessa

uma resisténcia (R) em Ohm, resultando numa corrente designada por (I) em Ampere.

E=IXR Equacéo 1.2

Caso o sinal seja de corrente alternada, a resposta de um circuito para um
regime sinusoidal forcado pode ser descrita pela Lei de Ohm generalizada, como se

pode observar na equacao 1.3, na qual (Z) é a impedancia do circuito em Ohm.

E(t)=Z xI(t) Equaciol3

Por outro lado, a andlise de resultados experimentais também pode ser feita
através de representagfes graficas, para melhor visualizagdo e andlise. Na
representacdo de Nyquist, também denominada como representacdo de Argand ou
Cole-Cole, os valores experimentais da parte real Z'(w) e da parte imaginéria Z”(w), que
representam o médulo do nimero complexo de Z, sdo dispostos num gréfico de -Z’

versus Z”. Trata-se de uma representacao de um semicirculo de raio 0,5R; e centro em
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Rc + 0,5R,. E de referir, que valores baixos de frequéncia angular (w) encontram-se no
lado direito do semicirculo, sendo que o ponto correspondente a w=0 esta sobre o eixo
Z e éigual a Rc+Rp (em que Rc é a resisténcia do capacitor e R, é a resisténcia de
polarizacdo). Portanto, a medida que a frequéncia angular aumenta, os pontos
deslocam-se para a esquerda, passando pelo ponto indicado por wmax €, para valores
que tendem para infinito voltam a aproximar-se do eixo Z’, no ponto indicado por R.
(Wolynec, 2003)

Na figura 12 encontra-se representado um diagrama tipico de Nyquist e o seu

circuito equivalente.

Circusto equivalents

Ro

Impedancia Imagnana ry

- Rnb-t Rt > Ri
ra Impedancia real
A = Regiao de altas frequéncias (100 a 70 kHz)
B = Regiao de baixas frequéncias (107a 10 Hz)

Figura 12 Diagrama tipico de Nyquist com o seu circuito equivalente

1.9.3. Sistema de trés elétrodos

Um sistema eletroquimico com trés elétrodos contém trés elétrodos diferentes
(de trabalho, de referéncia e auxiliar), imersos numa mesma solug¢do. O elétrodo de
trabalho serve de suporte a reacdo de interesse e pode conter varios materiais
condutores, inertes ou reativos. O elétrodo de referéncia (tipicamente de Ag/AgCl) tem
como funcao fornecer um potencial estavel, com o qual é feito uma comparacdo com o
potencial do elétrodo de trabalho. O elétrodo auxiliar, ou contra-elétrodo, consiste num
material condutor e quimicamente inerte (por exemplo platina ou carbono vitreo) e tem
como fungéo principal reduzir os erros causados pela resisténcia da célula no controlo
do potencial do elétrodo de trabalho; este elétrodo deve ficar o mais proximo possivel
do elétrodo de trabalho e a corrente resultante (entre este elétrodo e o elétrodo de

trabalho) é a corrente registada no equipamento analitico.

Num sistema de trés elétrodos, os elétrodos sdo conectados ao potenciostato,

gue detém dois circuitos principais e, tipicamente, um amplificador operacional. Dos dois

22



PRODUCAO DE MATERIAIS BIOMIMETICOS PARA CELULAS FOTOVOLTAICAS

circuitos principais, um aplica o potencial na célula eletroquimica (entre o elétrodo de
trabalho e o elétrodo de referéncia) e o outro mede a corrente na célula (entre o elétrodo
de trabalho e o elétrodo auxiliar). O amplificador operacional serve para corrigir o
potencial do elétrodo de referéncia, fazendo com que a resisténcia do elétrodo de
referéncia aumente e a do elétrodo auxiliar diminua sempre que necessario. Desta
forma, a corrente circula entre o elétrodo de trabalho e o auxiliar, evitando disturbios
como por exemplo a eletrélise no elétrodo de referéncia. Por outro lado, ajuda a manter

o potencial do elétrodo de referéncia constante durante as medidas.

Este tipo de sistema apresenta algumas vantagens, entre as quais, ser mais
adequado para solugbes diluidas; poder ser utilizado para solu¢cdes de elevada
resisténcia (solventes organicos, mistura agua-solvente organico); e poder ser usado
com eletrdlitos de suporte mais diluidos. A interferéncia de oxigénio é tipicamente
minimizada pela introducdo de um gés inerte em solucgéo (Figura 13), com subsequente

remocao do oxigénio dissolvido.

Tipicamente, a solugdo onde os elétrodos se encontram mergulhados deve
conter um eletrélito de suporte dissolvido, numa concentragdo minima de 110 mol/L,
para assegurar uma condutividade média da solugdo requerida nas medidas
eletroquimicas. Este eletrélito deve ser escolhido, tendo em conta que nao pode
interferir nas reacdes eletroquimicas das espécies electroativas analisadas numa

determinada gama de potencial de interesse. (Aleixo, 2016)

AZOTO

1Vl

Figura 12 Sistema trés elétrodos, com ligacéo a fluxo de azoto para eliminar a interferéncia causada pelo oxigénio.
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1.10. Obijetivos e Organizagdo da dissertagao

O presente trabalho tem como objetivo principal desenvolver um material sensor que
€ capaz de gerar informacao quantitativa relativamente a CEA. O material deve ser
preparado em suporte de vidro, tendo em vista a sua integracdo posterior em células
fotovoltaicas, para o seu enquadramento (para além desta tese) em sistemas geradores

de corrente elétrica.
A presente dissertacdo esta dividida em quatro partes distintas:

» Capitulo 1 — Contém a Introducéo, tal como uma abordagem mais teérica com o
intuito de contextualizar o trabalho desenvolvido.

» Capitulo 2 — Sao descritos os materiais e métodos desenvolvidos no presente
estudo, desde a preparacdo de solugdes, preparacdo de MIP e NIP como a
construcao do biossensor.

» Capitulo 3 — Séo apresentados todos os resultados obtidos, tal como é feita uma
pequena discussao sobre estes.

» Capitulo 4 — Descrevem-se as principais conclusdes que se retiraram do trabalho
desenvolvido.
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2. DESCRICAO EXPERIMENTAL

Neste capitulo descrevem-se de modo detalhado todos os aspetos de natureza
experimental associados a preparacdo do sensor biomimético/potenciométrico para o
biomarcador CEA. Séo descritos também materiais e equipamentos envolvidos, bem

como reagentes e procedimentos especificos necessarios.

2.1. Material e equipamento utilizados

As solugdes de concentracao rigorosa foram preparadas em balBes volumétricos de
classe A, com um volume variavel entre 10,00 e 250,00 mL. A medicdo rigorosa de
volumes inferiores a 25,00 mL foi efetuada em pipetas automaticas de volume regulavel
(2-20 pL, 20-200 pL, 100-1000 pL e de 1000-5000 pL, marca VWR).

Os soélidos foram pesados na balanca Metler Toledo (Figura 14), com precisédo de
+0,00001 g. Utilizaram-se gobelés com capacidades entre 10 e 50 mL. O banho de
ultrassons termostatizado, BANDELIN Sonorex Digitec (Figura 14), foi utilizado algumas

vezes de forma a reduzir o tempo envolvido na dissolucdo de substancias sélidas.

Os ensaios de voltametria ciclica e espetroscopia de impedancia (controlada pelo
Software FRA) foram efetuados num potenciéstato/galvanostato Autolab Metrohm
PGSTAT302N (figura 15).
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Figura 13 Fotografia da balanca (esquerda) e do banho de ultrassons (direita) utilizados neste trabalho.

Figura 14 Potenciéstato/galvanostato Metrohm PGSTAT302N
Também foram utilizados vidros condutores que continham um filme de éxido de

estanho dopado com fldor (FTO, com resisténcia a volta de 13,0 Q/sq). Estes vidros

foram usados como elétrodo de trabalho no qual o suporte condutor era FTO.

2.2. Reagentes e solugdes

A agua utilizada para a preparacédo das solu¢bes aquosas foi desionizada e
apresentava uma condutividade inferior a 0,1 inferior uS/cm. As solu¢des aquosas foram
preparadas por pesagem rigorosa dos sélidos correspondentes.
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No presente trabalho utilizaram-se reagentes que se encontram descritos na
tabela 6.

Tabela 5 Lista de reagentes utilizados ao longo do presente trabalho e as marcas comerciais correspondentes.

Nome Marca
lodo Riedel-DeHaen
lodeto de Litio Riedel-DeHaen
Acido Sulfarico AnalaR Normapur
CEA (antigénio carcinoembrionario) Fluka
Pirrol Aldrich chemistry
Pastilhas tampéao Fosfato-salino (PBS) Amresco
Etanol AnalaR Normapur
Acido Oxalico Merck
Cisteamina Merck
Acido hexacloroplatinico (IV) hexahidrato (~40% Pt) Merck

As solucdes padrédo de CEA, necessarias a realizacdo deste trabalho, tinham uma
concentracdo de 200 ug/mL. Utilizou-se como solucdo-tampéo as pastilhas de fosfato-

salino (PBS), de concentrag&o 0,1mol/L e com um pH de 7,4+ 0,1.

2.3. Elétrodos utilizados

Para a analise voltamétrica e impedimétrica foi necessaria a montagem de um
sistema de trés elétrodos. Como elétrodo de referéncia utilizou-se um elétrodo comercial
de Ag/AgCl (adquirido a Metrohm), um contra-elétrodo de carbono (adquirido a
Metrohm) e um elétrodo de trabalho de vidro condutor com FTO (6xido de estanho
dopado com fltior), com uma area de imobilizacéo que rondava cerca de 4 cm?. Na figura
16 é possivel observar a montagem deste sistema de elétrodos e a cuba utilizada para

as medigOes eletroquimicas.

2.4. Preparacao de material bhiomimético

Neste ponto de trabalho passou-se a preparacdo de dois tipos de sensores: (i) um

foi o material impresso, identificado por (MIP — do inglés molecularly-imprinted polymer);
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(ii) e outro foi ndo impresso, denominado por NIP (do inglés non-imprinted polymer) e

que serviu como controlo da impresséo presente no material MIP.

Figura 15 Montagem sistema trés elétrodos, (A) Elétrodo de referéncia Ag/AgCl, (B) Elétrodo de trabalho FTO, (C)
contra elétrodo de carbono

Antes de preparar o material sensor, foi necessario preparar o vidro com FTO para
receber este material. A primeira fase deste preparacdo consistiu na limpeza da
superficie condutora do elétrodo. Para este efeito, foram inicialmente efetuadas varias
lavagens em agua desionizada e Extran; de seguida, os vidros foram colocados em
banho de ultrassons, durante 10 minutos. Numa fase seguinte, foram depositados 10L
de platina sobre o FTO, com a ajuda do Spin-Coater, que utiliza a for¢a centrifuga e
altas velocidades (2000 rpm) para espalhar o material de revestimento e produzir um
filme fino. ApOs este passo, foram delimitadas as areas (Figura 17) para posterior

introdugéo do material sensor.

Figura 16 Delimitac&o das areas de trabalho no vidro FTO

O material sensor MIP foi preparado pela incubacdo do FTO/Pt em cisteamina
durante 2 horas. Posteriormente, incubou-se a proteina CEA sobre a superficie do vidro
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FTO/Pt/Cys, ao longo de 3 horas. O polimero foi obtido posteriormente por
eletropolimerizagdo de pirrol sobre a superficie anterior. A eletropolimerizacéo foi
conduzida por voltametria ciclica, de uma solucéo de pirrol (5,0x102 mol/L) preparada
em solugéo tampéo de PBS pH 7,4(x0,1), aplicando-se a gama de potencial entre -0,8
e +0,8 V, por 10 ciclos, com uma velocidade de varrimento de 50 mV/s. O CEA foi
removido da matriz polimérica por incubacdo em acido oxdlico, durante 3 horas; o

material sensor foi posteriormente lavado e incubado em PBS e seco em fluxo de azoto.

O material NIP foi preparado de modo analogo ao descrito para o MIP, tendo-se
retirado a etapa da incubac&o com o biomarcador CEA. Este material serviu de controlo
ao processo de impressao realizado no MIP. Resumem-se na Figura 18, 0s passos
principais para a obtencdo do material sensor MIP e NIP.

Fto-Platina Adigao grupo amina ) Adigao de proteina

Retoma da Remocgao
proteina da proteina

Figura 17 Passos sequenciais da preparacéo do MIP.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, serdo apresentados e discutidos todos os resultados obtidos, tal
como todas as etapas de otimizagdo até obtencdo dos polimeros molecularmente

impressos e nao impressos.

3.1. Limpezado elétrodo de trabalho (vidro FTO)

De forma a garantir a reprodutibilidade entre os varios materiais sensores, foi
necessario efetuar-se um processo de limpeza preliminar do vidro condutor. Além de
permitir resultados mais reprodutiveis para vidros diferentes, este procedimento
contribuiu ainda para a uniformizacdo da superficie condutora dentro da mesma unidade

sensora.

Num fase inicial, os vidros de FTO foram sujeitos a uma limpeza superficial de
dois periodos em banho de ultrassons, o primeiro com agua desionizada e Extran e o
segundo com etanol. Este processo de limpeza foi importante e contribuiu para a
eficiéncia da adesdo uniforme do hexacloroplatinico (IV) hexahidrato (~40% Pt) a
superficie condutora do vidro FTO. Por sua vez, a adi¢do da platina foi efetuada com a
finalidade de baixar a resisténcia e de aumentar a condutividade da superficie

condutora.

Apos a deposicao da platina (FTO-Pt), foi efetuada uma limpeza eletroquimica
em &cido sulftrico (0,5M). Esta limpeza consistiu na imposicdo de uma série de
varrimentos ciclicos na solugédo de &cido sulfurico, até se obter uma voltamograma

estavel. Este procedimento visou, novamente, garantir a limpeza e a uniformizacéo da
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superficie de platina, de forma a garantir o sucesso das modificacées a implementar
posteriormente. A verificacdo do sucesso do processo de limpeza foi efetuada pelo
tracado de voltamogramas consecutivos, nos quais ndo se identificou a presenca de
espécies estranhas ou comportamentos elétricos anémalos.

Tabela6 Condicdes utilizadas para a limpeza eletroquimica do suporte sensor de vidro com FTO

Velocidade de varrimento (V/s) 0,050
Numero de ciclos 4

Potencial maximo (V) 1,50

Potencial minimo (V) -0,10

3.2. Aminacao da superficie

Este passo consistiu na conversdo da superficie de platina em superficie
aminada, de modo a facilitar a ligagéo subsequente da proteina. A introducao do grupo
amina na superficie do elétrodo de trabalho limpo foi conseguida por incubacédo deste

elétrodo numa solugdo aquosa de 25mM em cloridrato de cisteamina, durante 2 horas.

Cl

H3 N\/\SH

Figura 18 Forma estrutural da cisteamina cloridrato (MerckMillipore, 2016)

De seguida, a superficie aminada obtida (FTO-Pt-Cis) foi analisada e comparada
com a anterior (FTO-Pt), por voltametria ciclica e por espetroscopia de impedancia,
tendo em vista confirmar a modificacédo efetuada e analisar as alteracdes elétricas da
superficie decorrentes dessa modificacdo. Esta analise foi efetuada em solucao de iodo,
cujas concentracfes se encontram indicadas na tabela 7, tal como as condi¢cdes de

voltametria ciclica.
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Tabela 7 Condicdes eletroquimicas em voltametria ciclica e composicéo da solucéo de iodo utilizada

Potencial minimo aplicado (V) -0,20
Potencial maximo aplicado (V) 0,90
Velocidade de varrimento (V/s) 0,050
Numero de ciclos 3
Concentragéo lodo (I2) mol/L 1,00x103 em PBS
Concentracéo lodeto de Litio (Lil) mol/L 1,00x10-3 pH 7,420,1
120
0.002
(a) 100 (b)
®
0.001 o 80 ]
— 60
< N N0 @ FTO-Pt
Q == u | )
£05 Bl 1 20 [ FTO-Pt-Cist
S 0001 0
- ——FTO-Pt 0 200 400 600
-0.002 FTO-Pt-Cist
Potencial aplicado (V) 2 (@)

Figura 19 Registos eletroquimicos das superficies de vidro de FTO limpo com platina, sem (FTO-Pt) e com (FTO-Pt-

Cis) cisteamina, por (a) voltametria ciclica, (b) e por espectroscopia de impedancia.

Os dados obtidos em voltametria ciclica (Figura 20a) revelaram que a presenca

de cisteamina aumentou a intensidade de corrente elétrica registada pelo elétrodo de

trabalho, sendo este aumento de corrente acompanhado por um aumento da separacao

de potencial de pico. De uma forma geral, o voltamograma apresentou um pico de

oxidacéao por volta dos +0,6 V, que possivelmente indicou a oxidacéo do iodeto a iodo

(I2), e um pico de reducdo na zona de +0,3 V, que possivelmente traduziu a reacdo

inversa, de reducéo do iodo a iodeto (I).

3.3.  Eletropolimerizac¢éo

A eletropolimerizagéo de Pirrol foi sempre realizada em elétrodos FTO-Pt-Cys.

Numa fase inicial, a polimerizacdo foi estudada e otimizada em elétrodos sem a

proteina, ou seja, em material de polimero nao impresso (NIP). Este estudo foi iniciado

com uma solugéo de pirrol de concentragéo igual a 5,0x102 mol/L, para uma janela de
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potencial entre —0,2 e +0,9V, com uma velocidade de varrimento de 0,025 V/s, ao longo

15 ciclos.

Uma vez concluida a eletropolimerizacéo, foi ainda necessario aplicar condi¢cbes
que permitissem a sobre-oxidacdo do polimero formado. Este procedimento consistiu
em mergulhar o NIP numa solucdo de tampédo fosfato 0,1 mol/L, pH 7,4+0,1. As

condi¢cbes impostas a esta sobre-oxidacdo encontram-se na tabela 8.

Tabela 8 Condigdes de sobre-oxidagéo do NIP

Potencial minimo aplicado (V) -0,20

Potencial maximo aplicado (V) 0,40

Velocidade de varrimento (V/s) 0,050
Numero de ciclos 20

Dado que se obtiveram valores de resisténcia elétrica muito elevadas, na ordem
dos 2,0x10° Q, decidiu-se diminuir a concentracdo da solucédo de pirrol. O polimero
formado na superficie adquiriu uma resisténcia elevada; quanto maior a concentracéo
de pirrol maior a quantidade de polimero formado, pelo que maior sera a resisténcia
esperada.

Neste sentido, os estudos seguintes prenderam-se com o efeito da concentracédo
de pirrol no polimero formado. Para este efeito, procedeu-se a producdo de polimero
nas mesmas condic¢des eletroquimica mas com uma solugédo 10x menos concentrada,

igual a 5,0x10° mol/L. Os resultados aqui obtidos encontram-se indicados na figura 21.

5.00E-05 120000
100000 ¢

4.00E-05 °
— — 80000 °
% 200805 Conc. 5,0E-02 g 60000 . ® Conc. 5,0E-02
£ 2.006-05 - mol/L N a0000 | (@ mol/L
s ) K )
G 1.00£05 / Conlt-LiDE 03 20000 Con‘c.LS,DE 03

0.00E+080 = = ol 0 mol/
70.% 0 0.5 1 0 40000 80000

“1.00£-05 .

Potencial Aplicado (V)

Figura 20 Registos eletroquimicos de (a) voltametria ciclica e de (b) espectroscopia de impedancia relativos a
polimerizagdo em superficies de vidro de FTO-Pt-Cis com concentragdes de pirrol iguais a 5,0x10% e a
5,0x102 mol/L.

Através da analise da figura 21, confirmoe-se que a variacdo da concentragéo

de pirrol influenciou os valores da corrente e da resisténcia elétrica observados, com a
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solucédo de pirrol mais diluida a gerar resisténcias ligeiramente inferiores, pela presenca
de uma menor quantidade de polimero na superficie do elétrodo. No entanto, os valores
associados a resisténcia continuaram muito elevados, na ordem dos 10* O, mesmo para

a solucdo mais diluida.

De uma forma geral, espera-se que a proteina promova um aumento de
resisténcia na superficie quando presente, pelo que o sistema analitico ira beneficiar em
ter como sinal de base um valor de resisténcia baixo. Neste sentido, foi necessario
proceder com uma otimizagdo mais detalhada das condi¢bes de eletropolimerizacdo do
pirrol. Os parametros aqui considerados aqui foram: a velocidade de varrimento, a gama

de potenciais e o numero de ciclos.

3.3.1. Efeito da velocidade de varrimento

A velocidade de varrimento foi avaliada para 50, 100 e 200 mV/s, tendo como meio
de eletropolimerizacdo uma solucéo de pirrol com uma concentracéo igual a 5,0x103
mol/L, mantendo-se o nimero de ciclos igual a 15, e a gama de potencial a variar entre
-0,2 e +0,9V.

1.20E-04
1.00E-04
8.00E-05

6.00E-05
0,05 V/s
4.00E-05
0,1V/s
2.00E-05

0.00E+00 S ——
-B90E-05 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Corrente (A)

0,2V/s

o
I

-4,00E-05
Potencial aplicado(V)

Figura 21 Representagao grafica da aplicagédo de velocidades diferentes sobre NIP’s diferentes

A figura 22 indica, que a medida que se aumentou a velocidade de varrimento
aplicada a eletropolimerizacdo, mais unidades de pirrol contribuiram para formar
polimero NIP a superficie do elétrodo, pois a corrente elétrica aumentou
substancialmente entre 0,050 e 0,20 V/s. Apesar da ocorréncia de uma boa
eletropolimerizacao ser crucial para a impressao da proteina em estudo, um excesso de

polimero a volta da proteina podera, no entanto, aprisionar a proteina na matriz
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polimérica, impedindo assim a criacdo do molde do CEA. Neste sentido, os estudos

posteriores foram realizados para uma velocidade de varrimento igual a 50 mV/s.

3.3.2. Efeito da gama de potencial

Considerando que a eletropolimerizacao esta a ser conduzida por CV, e que a
oxidacao do pirrol (que esta na origem da formac&o do polimero) acontece entre cerca
de +0,6 e 1,2V, o0 estudo seguinte consistiu na avaliacéo do efeito da janela de potencial
usada para este efeito, com inicio a —0,8 e términus a +0,65, +0,80 V ou +1,40 V. Este
estudo foi realizado tendo como base uma concentracéo de pirrol igual a 5,0x10 mol/L,
uma velocidade de varrimento igual a 0,05 V/s e um namero de ciclos igual a 15. Neste
estudo foi ainda avaliado o efeito da cisteamina no eletropolimerizagéo subsequente,
uma vez que a sua presenca afetou as propriedades elétricas da superficie do elétrodo
de trabalho, afetando subsequentemente as caracteristicas com que a

eletropolimerizagdo decorreu.

Os resultados de electropolimerizagéo relativos aos materiais FTO-Pt-Cis-PPy e
FTO-Pt-PPy obtidos neste estudo encontram-se indicados na Figura 23. De uma forma
geral, o aumento do potencial de +0,65 V para +0,80 V originou um aumento da corrente
registada em CV, o que se relacionou com o facto de haver mais moléculas de pirrol a
serem oxidadas e contribuirem para a formacao de polimero. Por sua vez, 0 aumento
do valor maximo de potencial para +1,40 V originou um decréscimo de corrente,
sugerindo que a espécie de pirrol oxidada sofre alteracdo quimica a potenciais mais
elevados, com implicacao direta na quantidade de polimero formada (e que podera

eventualmente nem corresponder a mesma estrutura quimica).
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Figura 22 Registos da eletropolimerizacéo do pirrol por voltametria ciclica desde —0,8V a (a) +0,65V; (b) +0,80V; (c) e
+1,40V.
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O comportamento de cada um dos materiais FTO-Pt-Cis-PPy e FTO-Pt-PPy

obtidos com potenciais diferentes face ao padrao redox de iodo foi avaliada por

voltametria ciclica e por espectroscopia de impedancia. Os gréaficos relativos aos dados

obtidos nos ultimos trés ensaios encontram-se indicados nas figuras 24 a 26.
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Figura 23 Registos eletroquimicos (a) por voltametria ciclica e (b) por espetroscopia de impedancia dos elétrodos FTO-
Pt-Cis-PPy e FTO-Pt-PPy, numa solugdo padrdo redox de iodo, com polimero produzido entre -0,80 e
+0,65V.

No caso da gama de potencial mais estreita, os elétrodos com cisteamina

apresentaram uma menor corrente relativa a reacao redox do iodo por voltametria ciclica

(figura 24a) e, tal como esperado, uma resisténcia mais elevada por espectroscopia de

impedancia (figura 24b). Este resultado é consistente com a presenc¢a de um filme de

polimero mais espesso no caso dos elétrodos com cisteamina. Note-se ainda que foi

dificil obter sinais estaveis entre as varias leituras consecutivas, com uma variagdo mais

intensa para os elétrodos preparados sem cisteamina.
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Figura 24 Registos eletroquimicos (a) por voltametria ciclica e (b) por espetroscopia de impedéancia dos elétrodos FTO-
Pt-Cis-PPy e FTO-Pt-PPy, numa solugdo padrdo redox de iodo, com polimero produzido entre -0,80 e
+0,80V.
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Para uma eletropolimerizacao até +0,80V, os resultados obtidos em termos de
corrente foram o contrario do ensaio com a gama mais estreita de potencial. Os sinais
de corrente foram genericamente inferiores para os elétrodos sem cisteamina (figura
25a), sugerindo que nesta superficie o polimero foi formado com maior intensidade. Os
resultados de espectroscopia de impedancia (figura 25b) foram coerentes com este
registo, originando valores de resisténcia superiores para os elétrodos preparados sem
cisteamina. Do ponto de vista de estabilidade, mais uma vez os elétrodos sem
cisteamina foram mais instaveis, fornecendo sinais consecutivos com uma maior
variabilidade. Em contrapartida, os registos para os elétrodos com cisteamina foram

mais estaveis.
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Figura 25 Registos eletroquimicos (a) por voltametria ciclica e (b) por espetroscopia de impedancia dos elétrodos FTO-
Pt-Cis-PPy e FTO-Pt-PPy, numa solugdo padrdo redox de iodo, com polimero produzido entre -0,80 e
+1,40V.

Para uma eletropolimerizacdo até +1,40V (figura 26), os resultados relativos
entre os dois tipos de elétrodos (com e sem cisteamina) foram semelhantes aos obtidos
até +0,80V. A intensidade de corrente absoluta foi porém muito inferior, sugerindo a
presenca de um filme de polimero muito mais espesso (figura 26a). Este registo é
coerente com o facto de que até +1,40V é fornecida energia suficiente para oxidar todas
as moléculas de pirrol em interacdo com a superficie, promovendo assim a formacao de
uma maior quantidade de polimero. Mais uma vez, os resultados de espectroscopia de
impedéancia foram coerentes com este registo (figura 26b), com valores de resisténcia
superiores para os elétrodos preparados sem cisteamina, sendo estes sinais também
0s mais instaveis. Os sinais para os elétrodos com cisteamina foram mais estaveis, mas
corresponderam a valores de resisténcia muito elevados.

De uma forma geral, o estudo anterior permitiu identificar a melhor gama de
potencial para producéo do filme polimérico ndo impresso, de forma a obter um polimero
estavel e com uma gama de valores de resisténcia adequada a realizacao de ensaios

de calibracdo. O intervalo de potencial escolhido para os ensaios posteriores foi de
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-0,8V a +0,8V. Resumem-se na tabela 9 os valores das condi¢cbes eletroquimicas

selecionadas até esta fase do trabalho.

Tabela 9 Valores fixados através de estudos efetuados

Concentragéo Pirrol (mol/L)
Velocidade de varrimento (V/s)
Gama de potencial (V)

Cisteamina

3.3.3. Efeito do nimero de ciclos

5,0x10°3

0,050

-0,8V a +0,8Vv

Presente

A avaliacdo do efeito do numero de ciclos teve como objetivo encontrar a

espessura do polimero mais adequada a obtencéo de um filme estavel, de baixo valor

de resisténcia e também adequado a impressao da proteina (evitando que a proteina

usada como molde ficasse aprisionada na matriz polimérica). Neste estudo, o nUmero

de ciclos utilizado foi igual a 5, 10 ou 20 ciclos. Os resultados obtidos encontram-se

patentes nas figuras 27 a 29.
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Figura 26 Registos eletroquimicos (a) por voltametria ciclica e (b) por espetroscopia de impedancia dos elétrodos FTO-
Pt-Cis-PPy, numa solugdo padrédo redox de iodo, com polimero produzido entre —0,80 e +0,80V, numa
solugéo de pirrol de concentragéo igual a 5,0x10 mol/L e com 5 ciclos.
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Figura 27 Registos eletroquimicos (a) por voltametria ciclica e (b) por espetroscopia de impedancia dos elétrodos FTO-
Pt-Cis-PPy, numa solucdo padréo redox de iodo, com polimero produzido entre —0,80 e +0,80V, numa
solug&o de pirrol de concentracdo igual a 5,0x10 mol/L e com 10 ciclos.

800

600
% e Eletropolimerizag3o 20 ciclos % 400 e ¢ Ensaio 1

] —— Ensaic h g

5 - 200 4 "‘* = Ensaio 2
——— Enssio 3 1 Ensaio 3

0

0 500 1000 1500 2000
Z(Q)
Potencial aplicado (V)

Figura 28 Registos eletroquimicos (a) por voltametria ciclica e (b) por espetroscopia de impedéancia dos elétrodos FTO-
Pt-Cis-PPy, numa solugdo padrédo redox de iodo, com polimero produzido entre —0,80 e +0,80V, numa
solugdo de pirrol de concentragéo igual a 5,0x10° mol/L e com 20 ciclos.

De uma forma geral, seria expectavel que com a diminuicdo do numero de ciclos,
a resisténcia também diminuisse, visto que haveria menos polimero a ser formado na
superficie do elétrodo. No entanto verificou-se precisamente o contrario. Curiosamente,
0s sinais mais estaveis foram aqueles obtidos na condig&o intermédia deste estudo: 5
ciclos.

Sem muita explicacdo para este registo, 0os polimeros subsequentes foram
obtidos para 10 ciclos consecutivos num procedimento de voltametria ciclica, com uma
concentracdo de pirrol igual a 5,0x10 mol/L, a uma velocidade de varrimento igual a
0,050 V/s e numa gama potencial entre —0,80V a +0,80V. Reunidas as condi¢cbes que
pareceram mais adequadas a producdo de um material sensor para o CEA, foram

testadas de seguida varias as formulagfes MIP.

3.4. Preparacéo do MIP

A preparacao do MIP foi iniciada pela incubagdo da proteina no material FTO-

Pt-Cys. Para este efeito, foram colocados 60uL de uma solu¢cdo de CEA com uma
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concentracdo igual a 5 pg/mL em cima da superficie sensora. Esta solugdo permaneceu

ai por 3 horas, tendo-se lavado a superficie com tampé&o apos este periodo.

Concluida a incubacdo da proteina na superficie aminada, teve lugar a
eletropolimerizacdo do pirrol. Neste caso, recorreu-se as condi¢cdes identificadas
anteriormente, tendo-se porém ajustado o intervalo de polimerizagdo para —0,20 a
+0,90V. Este ajuste de gama de potencial permitiu eliminar o efeito da interferéncia do
CO? dissolvido, dado que a sua reducéo ocorreria a cerca de —-0,5 a -0,6V. De forma
semelhante ao NIP, apos eletropolimerizacdo também se deu lugar a sobreoxidacao,
recorrendo as mesmas condicdes identificadas anterioremente. Esta sobreoxidacéo

conferiu uma maior estabilidade ao polimero.

Terminados 0s ensaios de estabilizacdo do polimero molecularmente impresso,
procedeu-se a remocdo da proteina, por incubagcdo do MIP numa solugédo de acido
oxalico 0,10 mol/L, durante 3 horas. Apoés este tempo de espera, lavou-se com solugéo
tampdo para retirar possiveis restos de proteina na superficie e incubou-se durante 30
minutos com solucao tampado de PBS (pH 7,4+0,1) para ajustar o pH na superficie

sensora. Os resultados obtidos encontram-se indicados na figura 30.

1.50E-04 450
400
1.00E-04 150
= 5.00E-05 / 3
b J a 250
% z E\etropo\im.eriz =N‘ 200 CEA-Pirrol
o acdo CEA-Pirrol
6'1 0.5 1 150 . .
S emocao CEA
CEA-Pirrol 100
-1.00F04 50
0
-1.50E-04 Remogdo CEA 0 500 1000 1500

7'(Q
Potencial aplicado (V) (€2)

Figura 29 Registos eletroquimicos (a) por voltametria ciclica e (b) por espetroscopia de impedancia dos elétrodos FTO-
Pt-Cis-CEA/PPy, numa solugéo padrao redox de iodo, com polimero produzido entre —0,20 e +0,90V, numa
solucéo de pirrol de concentragéo igual a 5,0x10° mol/L e com 3 ciclos, relativos aos varios estagios de
producéo do material MIP.

Apesar de, na figura 30(a) se evidenciar um ligeiro decréscimo na intensidade da
corrente elétrica gerada com a remocdo da proteina relativamente a sua
eletropolimerizacdo com o pirrol, a figura 30(b) mostra que poucas alteracdes
aconteceram. Estes resultados sugerem a possivel formacgéo de polimero em torno da
proteina, rodeando-a e impedindo a sua remoc¢ao. Outras hipéteses podem também ser

consideradas, como o tempo de incubacao ndo ser o mais adequado, ou até mesmo a
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gquantidade de proteina incubada ser relativamente baixa, ou a solucdo de remocéo ndo
ser a mais apropriada. Perante este cendrio, e na impossibilidade de aumentar a
concentracao de proteina a “moldar”, optou-se por diminuir a concentracéo de pirrol para
5,0x10* mol/L, ou seja, diluir 10 vezes a concentracdo utilizada anteriormente e avaliar

novamente o comportamento do sistema sensor.

Ao mesmo tempo, foram preparadas solu¢des-padréo de CEA compreendidas
entre 5,0x10?! a 5,0x10° ug/mL, como se pode observar na figura 31, para se poder
tracar a curva de calibracdo. Cada solucdo-padrao foi incubada durante 30 minutos,
efetuando-se de seguida a leitura voltamétrica e de impedancia (Figura 32).

100 10uL solugdio 1+ 90uL PBS 0,1 mol/L 10uL solugio 2 + 90uL PBS 0, Imol/L

90 ul PB5 0,Imal/L

=

Aliquota Solugdo-mde Solugio 1 Solugdo 2 Salugdo 3
Concentragdio: Sug/mL Concentragdio: 0,5ug/mL Concentragdio: 0,05 ug/mL Concentragto:
Volume: 200 ul Volume: 100 ul Volume: 100ul 0,005ug/nl.

v vV v v
U

Repeticio do procedimento até d concentracdio de 5,0e-06 ug/mL

Figura 30 Procedimento adotado para a preparagdo de soluges padrao envolvidos no tragcado da curva de calibracao.

Analisando a figura 32a, verifica-se uma diferenca acentuada entre o material
NIP e o MIP. O MIP apresenta um pico de corrente em torno de 6,0x10* amperes,
enquanto o NIP se encontra na década 10°%. Relativamente a figura 31(b), denota-se
gue apds a remoc¢ao da proteina, houve um aumento de resisténcia elevado, mais
especificamente de 200 para 550 Q. Com a adi¢éo sucessiva de solu¢des padrdo, ou
seja, da solucdo mais diluida para a menos diluida, observou-se que os valores de
impedéancia iam diminuindo a medida que a solucao padréo ia ficando mais cada vez

mais concentrada.

41



PRODUCAO DE MATERIAIS BIOMIMETICOS PARA CELULAS FOTOVOLTAICAS

0.0007 600 400 ® Eletropolim
0.0006 ﬁ ©5,0e-06 molfL 350 | &y erizagio NIP
500
0.0005 5,0e-05 mol/L 300 ,?Q’ S
. ncubagdo
. 0.0004 400 %" 250 4 acido
< 0.0003 = * 5,0e-04 mol/L a ® oxélico
] ®] = 200 | 4
£ 0.0002 —ne [|5300 8 i - 5,0e-06
7] ' N 5,0e-03 mol/L ) | !
5 0.0001 MIP I [ 109 @ mol/t
6 0.
© -~ 200 ®5,0e-02 mol/L 100 o ®
4 o @ 5,0e-04
- 100
L T 0 1 ®5,0e-01 mol/L 50 i mol/L
-0.0002 0
0 ® Remocgdo CEA 0 1000 ® 5,0e-03
-0.0003 0 2000 mol/L
Potencial aplicado (V) Z'(Q) Z(©)

Figura 31 Registos eletroquimicos (a) por voltametria ciclica e (b,c) por espetroscopia de impedancia dos elétrodos
MIP (b; FTO-Pt-Cis-CEA/PPy) e NIP (c; FTO-Pt-Cis-PPy), numa solugéo padréo redox de iodo, com polimero
produzido entre —0,20 e +0,90V, numa solugéo de pirrol de concentragéo igual a 5,0x10 mol/L e com 3
ciclos.

Em resumo, a curva de calibragdo apresentou a tendéncia oposta a que seria
esperada. Note-se também que a espectroscopia de impedancia mede a resisténcia a
transferéncia de carga e que esta resisténcia depende também do grau de protonacdo
da superficie, que por sua vez depende também da carga geral da proteina presente
em solucdo. Ou seja, havendo a possibilidade da proteina se encontrar carregada
positivamente, um padrdo redox de carga negativa (como o iodo) podera sentir-se
atraido para a superficie sensora, diminuindo assim a resisténcia observada.

Comparativamente ao MIP, o NIP apresentou uma variacdo de sinal sem
significado, como é possivel observar na figura 32c. Note-se que a construcao do NIP
passou pelas fases de eletropolimerizacéo e de incubacdo com &cido oxalico, mesmo

na auséncia de proteina.

3.4.1. Curva de Calibragéo

Através de uma ferramenta integrante do médulo FRA measurement
potentiostatic, denominada por Eletrochemical fit, no programa Autolab, foi possivel
retirar o valor das resisténcias de polarizacdo (Rp.R) referentes a cada semicirculo
obtidos através da andlise de espetrometria de impedéancia associada a cada adi¢ao-
padrdo. Inicialmente tragou-se uma curva de calibracdo entre a resisténcia de
polarizacdo e a concentracdo de CEA para a gama de concentracdes estudadas, mas

verificou-se que ndo havia uma relacédo linear entre estes dois parametros.
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Desta forma, verificou-se uma tendéncia linear entre os valores da resisténcia de
polarizacdo e o logaritmo das concentragcdes padrdao da proteina CEA. A equacgédo de
regressao linear encontra-se representada na figura 33.

1.6 y =-0.0698x + 1.0728
R?=0.9905
14 @ @
...... PO N
1.2 Y NIITIii o’ y =-0.0078x + 1.2606
@ "’ R?=0.9918
1 —~~
3 e MIP
0.8 [od
o NIP
0.6 =
T e Linear (MIP)
0.4 Linear (NIP)
0.2
0
0 -1 -2 -3 -4 -5 -6
LOG[CEA] ug/mL

Figura 32 Curva de calibragdo do material sensor MIP e NIP.

Através da andlise da figura 33, verificou-se que os materiais MIP e NIP
apresentaram comportamentos muito distintos em termos de resposta linear. O sensor
FTO-Pt-Cis-CEA/PPy forneceu uma resposta sensivel e linear, enquanto que o material
de controlo ndo evidenciou resposta linear (a sensibilidade foi quase nula, indicando que
o sinal permaneceu quase constante ao longo das varias incubacdes em solugéo

padréo). O limite de detecao estimado para a calibragéo obtida foi igual a 0,935 ng/mL.

Por motivos de comparacdo com o estado-da-arte, apresentam-se na tabela 10
as caracteristicas de desempenho analitico de outros sensores para o CEA publicados
na literatura. Tal como se pode observar, 0 método que aqui se descreve apresenta
caracteristicas analiticas comparaveis aos demais ja publicados e oferece vantagens do
ponto de vista de simplicidade e custo. Nesta fase, € ainda expectavel que as
caracteristicas de desempenho dos elétrodos venham a melhorar, uma vez que ainda é

possivel implementar alguns ajustes em termos de algumas variaveis experimentais.
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Tabela 10 Valores de limite de detecdo e de intervalo linear para varios métodos de detecédo de CEA (Sai Xu, 2016)

Intervalo

Método de detecao Sistema Linear Detélrgc:t?nd?mL)
(ng/mL) & 9
Colorimétrico Nano particulas 10-120 3
Foto-Eletroquimico FTO/QDS 0,5-500 0,017
Ressonancia Plasmon Superficial Chip sensor CM5 5-80 25
Quimioluminescéncia vidro coloidal de ) 5 1 0,12
silica
Espetrofluorimetria NEND PEERS 1-1000 0,5

magnéticas
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4. CONCLUSAO e PERSPETIVAS FUTURAS

Neste estudo foi desenvolvido um sensor eletroquimico para a detecdo do
biomarcador antigénio CEA. Este biomarcador esta associado ao cancro do colén retal
e visto que este tipo de cancro esta entre 0s cinco primeiros cancros com maior taxa de

mortalidade, é importante a criagdo de formas de monitorizagdo com elevada

sensibilidade, de resposta rapida, de baixo custo, de pequenas dimensdes e portateis.

O biossensor aqui proposto foi baseado na produgéo de um material sensor em
vidro condutos, baseado na técnica de impressdo molecular e tendo-se utilizado
polimeros nao impressos (NIP) como controlo. O polimero utilizado para a impressao
foi baseado em mondmeros de pirrol e obtido por eletropolimerizacéo, sendo esta uma
técnica simples e de facil implementacao experimental. Verificou-se ainda que a escolha
das condi¢des experimentais mais adequadas associadas a eletropolimerizacdo (como
a concentracdo de mondmero, velocidade de varrimento, gama de potencial e numero

de ciclos) se revelou crucial para a obtencéo de um polimero estavel.

De uma forma geral, o desempenho analitico do material sensor desenvolvido
pareceu adequado a sua implementacdo na analise de amostras. Esta fase carece,
porém, de ensaios adicionais, para validacdo destas caracteristicas em amostras

controlo e aplicagdo pratica subsequente.
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