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Resumo

A presente dissertacdo descreve o desenvolvimento de um dispositivo que se pretende que
contribua para o diagnostico da Doenca de Alzheimer point-of-care, construido com base
na preparacdo de um novo material biomimético e na sua incorporacdo em membranas
poliméricas de poli(cloreto de vinilo), PVC, plastificado para subsequente detecdo
potenciométrica. Para este estudo foi considerado o biomarcador de interesse clinico
convencional no contexto da Doenca de Alzheimer (DA), o péptido B-Amiloide 42 (AB-
42).

O material biomimético foi preparado por ligacdo do péptido (AB-42) a uma superficie
com nanotubos de carbono, seguindo-se de um pré-arranjo monomeérico com mondémeros
de carga positiva. A mistura reacional utilizada para polimerizacdo continha acrilamida
5,0x10* mol/L (mondmero), N,N'-metilenobisacrilamida 1,0x10* mol/ L (reticulante) e
persulfato de amonio (iniciador). O biomarcador foi removido da matriz polimérica por

acao proteolitica da proteinase K.

O material biomimético preparado foi aplicado na construcdo de sensores potenciométricos
e testado relativamente a sua afinidade e seletividade de ligagdo ao péptido Ap-42, por
avaliacdo do desempenho analitico dos elétrodos resultantes. Para este efeito, o material
biomimético foi disperso em membranas de PVC plastificado, que continham ou ndo um
aditivo ionico lipofilico, e aplicado em suporte condutor sélido. A analise morfolégica do
biossensor foi avaliada por RAMAN e Espetroscopia de Infravermelho com transformada
de Fourrier (FTIR).

O desempenho analitico foi avaliado inicialmente em meio tampéo e posteriormente em
soro humano. As melhores caracteristicas de resposta analitica foram obtidas com
membranas preparadas com material impresso e com aditivo cationico, brometo de
tetraoctilamonio. O valor médio do limite de detecdo (LD) foi 0,72ug/mL e o declive
+59,04 mV/década. O biossensor foi aplicado com sucesso na analise preliminar de

amostras de soro humano.

Palavras-chave
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Abstract

This research presents the development of a new sensor device for the diagnosis of
Alzheimer Diseases (AD) in point-of-care, made with new synthetic biomimetic materials
that were incorporated in plasticized poly(vinyl chloride), PVC, membranes, for
subsequent potentiometric detection. This concept was applied to target a conventional
biomarker in Alzheimer diagnosis: 3-Amyloid 42 (Ap-42).

The biomimetic material was designed by attaching the peptide Ap-42 (0.01 pg/mL) to a
surface of carbon nanotubes, and filling the vacant spaces by polymerizing acrylamide
5.0x10* mol/L (monomer), N,N'-methylenebisacrylamide 1.0x10* mol/L (cross-linker)
and ammonium persulphate (initiator), under mild conditions. The template was removed
by protheolitic action of an enzyme (Proteinase K). The stereochemical recognition of Ap-
42 of this material was confirmed by the non-rebinding ability displayed by non-imprinted
(NIP) materials, obtained by imprinting without a template.

The biomimetic material was employed in the construction of potentiometric sensors and
tested with regard to its affinity and selectivity for binding AB-42, by checking the
analytical performance of the obtained electrodes. For this purpose, the biomimetic
material was dispersed in plasticized PVC membranes, including or not a lipophilic ionic
additive, and applied on a solid conductive support made of graphite. The morphological
analysis of materials was evaluated by RAMAN and Fourier Transform Infrared (FTIR)
spectroscopies.

The analytical behaviour of the devices was evaluated first in buffer and later in human
serum. The best analytical performance in buffer was obtained with membranes including
biomimetic material and lipophilic cationic additive, tetra-n-octylammonium bromide. The
average limit of detection was 0.72 pg/mL and the slope was +59.04 mV/decade. The

biosensor was successfully applied to the preliminary analysis of human serum samples.

Keywords:

Alzheimer disease, biosensor, biomarker, f-amiloid, potenciometry.
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Desenvolvimento de um anticorpo plastico para a detegdo potenciométrica de um biomarcador da Doenca de
Alzheimer

Capitulo 1 — Introducéo

Neste capitulo sdo apresentados os varios aspetos tedricos que sustentam o trabalho
realizado ao longo desta dissertacdo. Sdo abordados aspetos relacionados com a Doencga de
Alzheimer (DA) e com o péptido alvo deste estudo, a fisiopatologia, biomarcadores e
respetiva importancia. S&80 ainda apresentadas técnicas de impressdo molecular e de

potenciometria.

1.1 Doencas Neurologicas e deméncia

As doencas neuroldgicas englobam um conjunto de patologias que afetam o sistema
nervoso. Estas doencas podem manifestar-se de diversas formas fisiopatoldgicas,
caracterizando-se frequentemente por fatores comuns como alteracdes comportamentais
(por exemplo, na fala e no humor), mentais, de equilibrio, atencéo, entre outros. Podem ser
causadas por diversos fatores, tipicamente relacionados com aspetos genéticos, falhas no
desenvolvimento do sistema nervoso, infe¢des ou tumores. (*"Neurologic Diseases”, 2015)
Existem centenas de doencas neuroldgicas, no entanto h4 algumas que se destacam pela
sua elevada frequéncia, como a epilepsia, a deméncia, as doencas cerebrovasculares (como
acidente vascular cerebral), a esclerose multipla e a doenca de Parkinson. (World Health
Organization, 2014)

A nivel mundial, os afetados pelas doencgas do foro neuroldgico chegam as centenas de
milhGes: mais de 50 milhdes sofrem de epilepsia; 47,5 milhGes de deméncia; e 6,2 milhdes
apresentam acidente vascular cerebral. (World Health Organization, 2014) A deméncia,
crénica ou progressiva, apresenta um padrdo de deterioracdo da funcdo cognitiva e mais
tarde do controlo emocional, comportamental e motivacional. (World Health Organization,
2015) Existem varios distdrbios que contribuem para o desenvolvimento de deméncia, uns
para 0s quais é conhecido tratamento, como no caso da hidrocefalia de pressdo normal, e
outros ndo, como a DA e a deméncia com corpos de Lewy. (National Institutes of Health,
2013)

As deméncias podem ser originadas tipicamente por taupatias, em que h4 acumulacéo da
proteina tau, e temos como exemplo a DA, por sinucleinopatias, associadas a acumulacéo
da proteina a-sinucleina, como a deméncia por corpos de Lewy; ou por deméncia vascular

e deméncia cognitiva em que ha lesGes nos vasos que irrigam o cerebro. Outras patologias
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que podem causar deméncia sdo, por exemplo, a doenca de Huntington, a doenga de
Parkinson, a doenca de Wilson e a meningite. (National Institutes of Health, 2013) De uma
forma geral, as alteracbes moleculares associadas a deméncia aparecem, contudo,
relacionadas com idade, uma vez que o aumento da prevaléncia de deméncias surge,
maioritariamente, em pessoas mais velhas, associando-se por isso ao envelhecimento da
populacdo mundial.

A organizacdo Alzheimer’s Disease International estima que 46,8 milhdes de pessoas
viviam com deméncia no ano de 2015 e que este nimero duplique a cada 20 anos,
chegando a 74,7 milhdes em 2030 e a 131,5 milhdes em 2050. (ADI, 2015) Estima-se
ainda que em cada ano surjam 9,9 milhdes de novos casos mundiais de deméncia e que, no
total, 70% dos casos correspondam a Doenca de Alzheimer (DA). (ADI, 2015) Apesar de
alguma controvérsia em torno do diagnoéstico inequivoco da DA, esta doenca assume,
assim, um papel relevante no contexto das doengas associadas a deméncia. (Prince et al.,
2013)

1.1.1 Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer € uma —
patologia neurodegenerativa [ g
caracterizada  pelo  declinio [ /{7,L ii?;

progressivo da funcdo cognitiva, f{ (' </ W e
em particular no dominio da ;k).\’ 9» o 26 o
memoéria,  acompanhada  por [ - 3, o
perturbaces  afetivas e de [ ’KJ M -;;:' ‘ oo 18
comportamento, levando a w # j‘";:r;::: @U‘?\“ PO SN
completa dependéncia nas fungGes C _ A ==

basicas da vida diaria até a morte. -

(Bateman et al., 2012; Reitz &
Mayeux, 2014) (“Memeron,” 2009)

A DA foi descrita pela primeira vez em 1907, pelo médico alem&o Alois Alzheimer,
quando na autopsia de uma mulher com morte por doenga mental identificou varios danos
no tecido cerebral. (Alves, Correia, Miguel, Alegria, & Bugalho, 2012; Parihar &
Hemnani, 2004)

Figura 1 - Principais caracteristicas neurodegenerativas da DA.
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Atualmente, a nivel mundial, cerca de 35 milhdes de pessoas sdo afetadas pela DA e
estima-se que em 2050 a prevaléncia possa ser de 115 milhdes. (Povova et al., 2012;
Santana, Farinha, Freitas, Rodrigues, & Carvalho, 2015) Em 2013, em Portugal, existiam
cerca de 110 000 pessoas diagnosticadas com esta deméncia. (Santana et al., 2015)

As principais alteragbes patoldgicas observadas na DA sdo a perda de celulas em
determinadas areas do cérebro, associadas a deposicao extracelular de placas amiloides e a
formacdo de trancas neurofibrilares nos neurdnios, com filamentos helicoidais pela
hiperfosforilacdo da proteina tau ou p-tau (figura 1). (Kumar, Singh, & Ekavali, 2015;
Reitz & Mayeux, 2014)

A DA pode ter inicio numa fase precoce, ocorrendo entre os 30 e os 60 anos, devendo ser
associada a mutacdes hereditarias. Esta tipologia de DA esta relacionada com mutaces em
3 genes: presenilina-1 (PSEN1), localizada no cromossoma 14; presenilina-2 (PSEN2) no
cromossoma 1; e proteina precursora amiloide (APP, Amyloid Precursor Protein) no
cromossoma 21. As mutagdes nestes genes s@o raras e tém alta penetrancia, sendo na sua
maioria herdadas com padrdo autossomico dominante e representando 2 a 5% dos afetados.
Os genes envolvidos estdo associados a clivagem da APP e a deposicdo de B-amiloide
(APB). A DA de inicio precoce progride mais rapidamente que a DA associada a idade
(Mayeux & Stern, 2012; Reitz & Mayeux, 2014)

A DA apresenta-se tipicamente com um inicio tardio, apds os 60 anos. Esta tipologia
resulta da combinacdo de fatores genéticos, ambientais e psicossociais. (“Alzheimer's
Disease Genetics” 2015; Reitz & Mayeux, 2014), estando relacionada com multiplos
fatores. Sabe-se hoje que a presenca da expressdo do alelo APOE &4 no gene da
apoliproteina E (APOE), localizado no cromossoma 1913, se associa a um aumento do
risco de desenvolver a patologia, principalmente quando se verificam duas copias do alelo,
diminuindo a idade em gue a patologia comeca a manifestar-se. (Reitz & Mayeux, 2014) A
suscetibilidade genética € preponderante para o desenvolvimento da doenca, mas existem
outros fatores de risco que predispbem ao aparecimento da DA, como doenca
cerebrovascular, hipertenséo, colesterol, diabetes tipo 1, sindrome metabdlico, consumo de
tabaco e alcool e peso desadequado. (Imtiaz, Tolppanen, Kivipelto, & Soininen, 2014;
Reitz & Mayeux, 2014) Assim, a DA ¢ observada hoje como uma doenga multifatorial
complexa, cujos diversos fatores se relacionam e interatuam, tornando-se mais evidentes

com o aumento da idade. Por outro lado, existem também fatores que protegem o0s
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individuos ao longo da vida como a atividade fisica e intelectual, o alto nivel de
escolaridade e consumo de dieta mediterranea. (Imtiaz et al., 2014; Reitz & Mayeux, 2014)
O diagnostico para a DA tem sido definido pelo National Institute of Neurological and
Communicative Disorders and Stroke and the Alzheimer’s Disease and Related Disorders
Association (NINCDS-ADRDA), combinando uma série de caracteristicas clinicas e
neuropatologicas que classificam a doenca em possivel, provavel e definitiva e cujos
critérios estdo em constante atualizacdo. (Reitz & Mayeux, 2014)

Os vérios mecanismos incluidos na patogénese dificultam a producdo de tratamentos
eficientes. (Imtiaz et al., 2014) Para o tratamento da doenca é permitida a administracdo de
alguns farmacos, que promovem a amenizagdo dos sintomas mas ndo alteram o curso da
patologia. Ainda assim, decorrem varios estudos para a identificacdo de terapias que atuem
na origem do processo da doenca DA. (Imtiaz et al., 2014; Kumar et al., 2015)

Um dos aspetos criticos no tratamento da DA resulta da ocorréncia de processos
patoldgicos cerca de uma década antes do aparecimento dos primeiros sintomas, 0 que
aumenta a importancia da investigacdo nos estadios precoces da doenca. (Rosén, Hansson,
Blennow, & Zetterberg, 2013)

1.1.2 Fisiopatologia da Doenca de Alzheimer

A disfuncéo progressiva do cérebro da-se por um processo sequencial associado a perda
das funcdes celulares. Inicialmente existe uma lesdo nos neurdnios, seguida por uma falha
na neurotransmissdao, culminando na morte neuronal. (Kumar et al., 2015; Swerdlow,
2007)

A DA é patologicamente caracterizada pela presenga do péptido Ap em placas amiloides
depositadas extracelularmente e pela hiperfosforilacdo da proteina tau que origina trancas
neurofibrilares nos neurénios com filamentos helicoidais. A evidéncia macroscopica destas
patologias traduz-se pela atrofia do hipocampo e do cortex cerebral. Outros mecanismos
que podem estar associados a degeneracdo neuronal, mas com menor influéncia sdo as
respostas pro-inflamatorias, a disfuncdo mitocondrial, o stresse oxidativo, os fatores

genéticos e ambientais e a apoptose. (Chu, 2012; Humpel, 2011)
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A proteina APP é um ponto fulcral no desenvolvimento da DA. Esta proteina, codificada
por um gene no cromossoma 21, é uma proteina transmembranar dos neuronios e de outras
células, cuja funcdo ainda é desconhecida. E sintetizada pelos constituintes celulares dos
neurdnios e metabolizada por clivagens alternativas a, B e y, que recorrem a vias nao
amiloidogénica (figura 2) ou amiloidogénica (figura 3). O péptido A ¢ parte do dominio
transmembranar da APP, sendo constituido por 36 a 43 aminoacidos em resultado de
clivagens enzimaticas. A clivagem pelas enzimas [ e y-Secretase representa a via
amiloidogénica e é relevante do ponto de vista patologico, enquanto a clivagem pela a-
secretase representa a via ndo amiloidogénica e apresenta um carater inofensivo. (Kumar et
al., 2015; Swerdlow, 2007) Estas clivagens sdo controladas por varios mecanismos: a a-
secretase ¢ mediada pelo gene ADAMIO0 e pela enzima de conversio do TNFa; a fB-
secretase pela BACEL; e a y-secretase pelo gene PSEN1, pela nicastrina, Aphl e Pen-2.
(Hooper, Lovestone, & Sainz-Fuertes, 2008)
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Figura 2 - Via ndo amiloidogénica (Fernandes, 2013)
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Figura 3 - Via amiloidogénica (Fernandes, 2013)

As isoformas do péptido AB variam conforme o comprimento na extremidade terminal C,
pela clivagem da y-secretase. As mais frequentes sdo a Ap-40 (40 aminoacidos), seguida
da AB-42 (42 aminodcidos), que devido as suas propriedades hidrofébicas tém bastante
facilidade em agregar e polimerizar. (Humpel, 2011) Este péptido é posteriormente
segregado pelos neurénios e, como ndo sofre degradacdo proteolitica, é responsavel pela
formacédo das placas amiloides. Inicialmente agrega em oligbmeros sollveis, progredindo
até formar estruturas fibrilares insoltveis em conformacdo de folhas B depositadas em
placas senis difusas. Segundo a hipdtese da cascata amiloide, esta alteracdo patoldgica
marca a fase inicial da DA, uma vez que a acumulacdo e posterior inflamagdo em torno
destas placas insoltveis contribui para a destruicdo dos neuronios vizinhos, levando a
degeneracdo neuronal e vascular. (Holtzman, Morris, & Goate, 2011; Kumar et al., 2015;
Swerdlow, 2007) A degeneracdo vascular pode levar a uma hemorragia lobar, isquemia
cerebral e vasculite inflamatoria. (Holtzman et al., 2011; Kumar et al., 2015; Swerdlow,
2007) Os danos oxidativos que dai advém promovem a hiperfosforilagdo da proteina tau,
causam efeitos tdxicos nas sinapses e mitocdndrias e destroem a oligodendroglia. Além
disso, a libertacdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-1b, TNF-a e IFN-y) pela ativacédo
microglial, estimula os astrocitos a produzir mais péptido, resultando em maiores
6
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quantidades de oligdbmeros de AB-42. A oligodendroglia, suscetivel ao stresse oxidativo,
apresenta baixa quantidade de glutationa na forma reduzida e alto teor em ferro, tendo
pouca capacidade de eliminar radicais de oxigénio. (Kumar et al., 2015) Em condi¢cbes
normais ha um equilibrio entre a producédo e a depuragdo de AB-42 no cérebro, o que ndo
se verifica em casos de patologia, tornando o péptido AB-42 um potencial biomarcador
para a DA. (Marilyn et al, 2011; Reitz & Mayeux, 2014) A nivel sinatico, os principais
efeitos toxicos do péptido AP sao a inibi¢do da potenciacdo a longo prazo, a remocéo de
recetores de glutamato e a eliminacdo das respetivas sinapses que estdo diretamente

relacionadas com a memoria e a aprendizagem. (Zetterberg, Blennow, & Hanse, 2010)

A segunda caracteristica da DA é a formacao de trancas neurofibrilares que aparecem nos
neuronios como filamentos helicoidais, pela hiperfosforilagdo da proteina tau. (Holtzman
et al., 2011) Esta proteina, sintetizada pelos neurdnios, tem como fungdo ligar-se a tubulina
e conferir estabilidade a célula participando no transporte axoplasmatico. No entanto, na
sua forma fosforilada esta ligacdo ndo acontece, formando-se trancas neurofibrilares.
(Holtzman et al., 2011) As fosfoquinases envolvidas neste processo podem ser a GSK3p, a
CDK5 e ERK2. Além da proteina tau, as trancas neurofibrilares podem ter na sua
constituicdo ubiquitina, colinesterase e APP. Estas alteracdes patoldgicas promovem a
interrupcao do transporte axonal e de organelos intracelulares. Em situacGes normais, esta
funcdo é regulada por um balangco entre a expressao e a fosforilacdo de isoformas da
proteina tau. (Alves et al., 2012) Este processo pode ser dependente ou independente da
AB-42 e tem relacdo direta com a progressdo da DA, bem como com os oligbmeros AP
sollveis, extremamente tdxicos para 0s neuronios. (Holtzman et al., 2011)

O processo de neurodegeneracdo e deposicdo da proteina tau ocorre em seis estagios
diferentes: fases /1l assintomaticas, onde apenas existem lesdes no cortex transentorrinal;
I1I/1V indicativas de declinio cognitivo ligeiro com lesbes no cortex entorrinal e
transentorrinal; e V/VI onde ha evidéncia de deméncia e destruicdo neocortical acentuada.
(Holtzman et al., 2011)

Apesar dos grandes avangos na fisiopatologia da DA, ha muitas dividas sobre o verdadeiro
percuso da doenca, cujo periodo de instalacdo na fase assintomatica € muito longo. (Alves
et al., 2012) No essencial, é hoje consensual a necessidade de encontrar biomarcadores que
permitam identificar a presenca da doenca quando esta ainda ndo oferece evidéncias de

lesGes neuronais progressivas.
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Biomacadores da DA

Um biomarcador (marcador bioldgico) é uma caracteristica bioldgica que pode ser medida
e indicativa de um processo biolégico normal ou patoldgico, ou seja, permite diferenciar
uma pessoa afetada de uma sem doenca, ou entdo representar uma resposta farmacoldgica
aquando da aplicacdo de uma terapia. (Henry & Hayes, 2012; Mayeux, 2004)

Os biomarcadores sdo muito Uteis do ponto de vista clinico, uma vez que podem auxiliar
no rastreio, causa, diagndstico, progressdo, monitorizacdo terapéutica e na remissdo de
determinada patologia. (Henry & Hayes, 2012; Mayeux, 2004) Ha varias geracGes que 0s
biomarcadores sdo importantes na medicina e investigacdo em salde e a sua aplicagdo tem
vindo a crescer no ambito das doengas cardiovasculares, infeciosas, oncoldgicas, genéticas
e imunoldgicas, uma vez que proporcionam uma medida mais exata na prestacdo de
determinadas informacdes, que serdo Uteis no diagnéstico e tratamento. Os crescentes
avancos na biologia molecular tém aumentado a pesquisa em biomarcadores moleculares,
tornando-os poderosos decisores na manutencdo de patologias, incluindo a epidemiologia,
prevencao e diagnostico. (Mayeux, 2004)

No contexto do sistema nervoso, 0s biomarcadores sdo utilizados tanto em testes
bioquimicos como em testes imagioldgicos, permitindo que se detetem alteracGes na sua
funcdo ou composicao. Estes podem ser pesquisados no sangue, liquido cefalorraquidiano
(LCR), musculos, nervos, cérebro, urina e pele, consoante o biomarcador pretendido,
havendo sempre preferéncia pela utilizacdo de técnicas ndo invasivas. (Henry & Hayes,
2012; Mayeux, 2004)

Para que seja considerado Util no diagnostico de DA, o biomarcador deve ser indicativo de
um processo de envelhecimento fisiopatoldgico do cérebro, ser sensivel e especifico para a
patologia, permitindo a distincdo de outras deméncias, seguir a progressdo natural da
doenca, reagir a terapia e ser mensuravel ao longo do tempo. A amostra deve ser estavel,
de facil colheita e de transporte. Adicionalmente, a analise deve ser rapida, simples, barata
e reprodutivel. (Hampel et al., 2010; Humpel, 2011)

Quando divididos em categorias, 0s biomarcadores podem ser (i) de exposicao,
representando os fatores de risco de desenvolver a patologia e ndo se alterando com a
presenca da doenca, como a presenca de APOE &4 (Galasko & Golde, 2013), ApoJ (Snyder
et al., 2014), CR1, PICALM, SORL1 (Cummings, 2011), CLU (Snyder et al., 2014), ou
TOMMAO0, entre outros (Cummings, 2011; Holtzman et al., 2011; Snyder et al., 2014); (ii)
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de doenca, e por isso poderdo ser utilizados no diagnostico ou na monitorizacdo da
entidade nosologica em causa. Por exemplo, a atrofia medial do lobo temporal, visivel
através de ressonancia magnética, a presen¢a de AP e da proteina tau no LCR apontam
para AD; e (iii) biomarcadores relacionados com a gravidade da doenca, indicando a sua
progressdo, como a atrofia progressiva e o hipometabolismo, verificados por ressonancia
magnética e tomografia por emissdo de positrbes (PET) no caso particular da DA.
(Cummings, 2011; Dickerson & Sperling, 2005; Mayeux, 2004) Os biomarcadores que
auxiliam na fase pré-clinica permitem a aplicacdo do tratamento antes que 0s sintomas
agravem e sdo muito Uteis no desenvolvimento de novas terapias, enquanto os relacionados
com a doenga permitem que se selecionem pacientes e se prevejam a evolugdo e a
gravidade da doenca. (Cummings, 2011; Hampel et al., 2010)

Atualmente, para o diagndstico da DA, sdo considerados trés biomarcadores no LCR:
péptido AB-42, proteinas tau total e p-tau. Apenas a combinacdo destes trés biomarcadores
aumenta significativamente a validade de um diagnostico de DA. (Rosén et al., 2013) A
identificacdo destes biomarcadores implica, porém, a realizacdo de uma puncao lombar,
um procedimento que acarreta efeitos colaterais, principalmente quando ha necessidade de
seguir o paciente por varios anos. Por outro lado, os biomarcadores por imagem, apesar de
Uteis, tém um preco muito elevado para se constituirem como exames de rotina. De uma
forma geral, a ressonancia magnética funcional permite aferir o volume cerebral e assim
detetar a presenca de neurodegeneracdo; a espetroscopia por ressonancia magneética mede a
quantidade de N-acetil aspartato que estd inversamente relacionado com a viabilidade
neuronal; e a fluorodesoxiglicose (FGD) em PET indica a utilizagdo de glicose pelas
diversas zonas do cérebro, distinguindo-se assim os locais onde esse consumo € reduzido,
associado a detioracdo neuronal. (Chu, 2012; Hooper et al., 2008). Fica assim clara a
necessidade de encontrar biomarcadores em diferentes fluidos corporais como soro, saliva
e urina, que possam ser associados a DA e a procedimentos ndo invasivos. (Humpel, 2011)
Existem efetivamente alguns biomarcadores ndo especificos que se podem associar a DA,
especialmente marcadores inflamato6rios que sdo indicativos do processo neuroinflamatério
do cerebro, que resulta na morte celular neuronal. Estes marcadores (quimiocinas,
citocinas, fatores de crescimento e proteinas de ligagdo) podem ser encontrados no plasma,
permitindo auxiliar o diagnéstico de DA e de comprometimento cognitivo leve. (Humpel,

2011) Outros marcadores relacionados com a patologia e encontrados no sangue podem ser
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a ubiquitina pela associacdo de uma falha na funcdo da ubiquitina-proteossoma a
toxicidade do péptido ApB; a presenca do marcador p53 mutante em fibroblastos, associada
a uma conformacédo anormal, aumento da apoptose em linfécitos T CD4" e natural killer,
acompanhado por um aumento de Bcl-2 (anti-apoptotic protein B-cell lymphoma 2); a
SOD1 (superoxide dismutase 1) e diferentes subtipos de caspases; 0 aumento de proteina C
reativa, VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1), ICAM-1 (intercellular adhesion
molecule 1), cortisol, fator de von Willebrand (CD31) e anticorpos anti-LDL oxidada.
(Humpel, 2011; Snyder et al., 2014) Outros biomarcadores incluem a enzima quinase 3 do
glicogénio sintase (GSK3), que se encontra aumentada nas leucocitos de portadores de DA,
homocisteina, p97, interleucina 1 (IL1), interleucina 6 (IL6), a-1 antiquimotripsina, o-2-
macroglobulina e fator H do complemento. (Hooper et al., 2008)

De uma forma geral, a combinagéo dos niveis dos trés biomarcadores no LCR (AB-42, tau
total e p-tau) é hoje o procedimento mais consensual tendo em vista promover o
diagnostico e a monitorizagdo da DA. Ja os niveis dos varios biomarcadores no sangue
potencialmente associados a DA sdo apenas relevantes para auxiliarem o diagnostico, uma
vez que 0s seus niveis ndo se encontram estabelecidos (Humpel, 2011; Snyder et al., 2014;
Galasko & Golde, 2013)

1.2.1 Proteina tau Total

A quantidade da proteina tau total estd relacionada com a intensidade da degeneracéo
neuronal. (Rosén et al., 2013) Com o avancar da idade, é comum que 0s seus niveis
aumentem no LCR (<300 pg/mL 21-50 anos; <450 pg/mL 51-70 anos; e <500 pg/mL
mais de >70 anos), sendo que em casos de DA esse valor é ainda maior comparado com as
mesmas faixas etérias. Este parametro pode ser bastante Util no progndstico de um
comprometimento cognitivo leve, uma vez que quando é detetado em niveis elevados,

grande parte das pessoas progridem para DA. (Humpel, 2011)

1.2.2 Proteina tau fosforilada

A proteina p-tau resulta na disfuncdo do transporte axonal. Esta proteina apresenta trinta e
nove locais possiveis para fosforilagdo, e na sua isoforma 181 aparece aumentada no LCR
(>60 pg/mL) comparativamente com individuos saudaveis. (Humpel, 2011) Este parametro
é util na diferenciacdo entre outras deméncias, uma vez que é especifico da DA. (Rosén et
al., 2013)

10
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1.2.3 Péptido Ap-42

No LCR o péptido AB-42 aparece significativamente reduzido devido a sua agregacgdo no
cérebro e consequente ndo depuracdo para o sangue e LCR. (Humpel, 2011; Rosén et al.,
2013) O péptido AB-42 pode encontrar-se aumentado no plasma em casos de DA familiar e
Sindrome de Down, mas ndo na DA esporadica. Os estudos também indicam que ha um
aumento significativo em mulheres com comprometimento cognitivo leve, mas o mesmo
ndo se verifica nos homens. Apesar de se considerar que o aumento de AB-42 no sangue é
um fator de risco para o desenvolvimento de DA, o mesmo ndo é considerado
suficientemente sensivel e especifico para o diagnostico precoce. (Humpel, 2011)

Os niveis plasmaticos de AB-42 aparentam ser bastante instaveis, chegando a ser diferentes
entre os varios tipos de DA. Alguns dos motivos relacionados com esta instabilidade dos
niveis plasmaticos centram-se na dependéncia de outros tratamentos, na sua afinidade para
se ligar a outras proteinas e na sua presenca nas plagquetas em elevadas quantidades. Outra
evidéncia relaciona-se com a degradacdo autofagica anormal dos componentes
intracelulares pela via lisossomal, ou seja, 0s macr6fagos e os mondécitos das pessoas com
DA tém uma fagocitose deficiente do péptido AP. Este evento pode ser visualizado in vitro

utilizando técnicas de imunofluorescéncia ou imunohistoquimica. (Humpel, 2011)

1.2.3.1 Detecao do péptido Ap-42

Para a detecdo do péptido AB-42 existem varios métodos analiticos descritos na literatura e
gue envolvem técnicas Oticas, separativas e eletroanaliticas. Os nomes atribuidos a estas
técnicas sdo inerentes ao fendmeno principal associado a medida.

Alguns dos exemplos dos métodos 6ticos séo a turbidimetria, fluorimetria, colorimetria e
espetrofotometria UV/vis ou infravermelho. Neste tipo de métodos existe um interacao
entre a amostra e a radiacdo eletromagnética, sendo que das varias técnicas disponiveis, as
mais utilizadas s&o as de absorcdo (medem a quantidade de energia radiante absorvida a
determinado comprimento de onda) e de emissdo (medem a quantidade de energia emitida
a determinado comprimento de onda). (Denadai, 2011; Olsen, 1990) Neste sentido, para a
determinacdo do péptido Ap-42 é possivel encontrar na literatura métodos que envolvem a
colorimetria (Teich, Patel, & Arancio, 2013), a fluorimetria (Hudson, Ecroyd, Kee, &
Carver, 2009) e a espetrofotometria UV/vis. (Cook & Marti, 2012)

11
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As técnicas separativas permitem remover o analito de interesse ou a interferéncia da
matriz, antes da quantificacdo. Esta separacdo é baseada nas diferencas fisicas e quimicas
entre estes (analito/interferéncia e matriz). Apesar dos bons resultados fornecidos por este
tipo de andlise, os métodos inerentes requerem muito tempo de processamento, S&o
dispendiosos e tdxicos para o ambiente. (Harvey, 2000) Alguns dos métodos separativos
utilizados para a detecdo do péptido Ap-42 séo a eletroforese capilar (Varesio, Rudaz,
Krause, & Veuthey, 2002; Verpillot et al., 2011), a cromatografia gasosa com
espetroscopia de massa (Damasceno, Ventura, Ortufio, & Segura, 2000) e o HPLC (High
Performance Liquid Chromatography). (Du, Ramaley, McLean, Leonard, & Miller, 2005)
As técnicas eletroanaliticas sdo também utilizadas no contexto da DA. Estas técnicas
recorrem a medicdo de uma propriedade de natureza elétrica, tendo em vista a obtencédo de
varias informacdes sobre a amostra. De uma forma geral, os métodos associados sdo
altamente versateis, apresentam grande precisdo, exatiddao e sensibilidade, e requerem
materiais de baixo custo. (Ozkan, 2009; Uslu & Ozkan, 2011) Em compara¢do com outros
métodos, apresentam um tempo de resposta curto e, por vezes, permitem reduzir
significamente o volume de amostra necessario. (Dogan-Topal, Bozal, Tolga Demircigil,
Uslu, & Ozkan, 2009) Exemplos deste tipo de técnicas sdo a voltametria ciclica, a
potenciometria e a amperometria. (Lubert & Kalcher, 2010) Na literatura podemos
encontrar a utilizagdo da voltametria ciclica para a quantificagdo da AB-42. (Liua et al.,
2013; Rama, Gonzalez-Garcia, & Costa-Garcia, 2014)

De uma forma geral, as técnicas anteriores recorrem a uma interagdo do biomarcador de
interesse com alguma espécie quimica ou bioquimica, de modo a promover uma variagao
na propriedade medida. A forma mais utilizada de interacdo baseia-se em reacles
antigénio-anticorpo. A utilizacdo desta interacdo biologica torna as técnicas muito seletivas
e precisas. Exemplos de métodos que utilizam este principio sdo o ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) (Teich et al., 2013) e 0 RIA (Radioimmunoassay). (DeMattos et al.,
2002)

De forma a reduzir 0s custos associados a utilizagdo de anticorpos naturais, podem utilizar-
se anticorpos artificiais ou plasticos (biomiméticos) que além de menor custo podem
oferecer outras vantagens, como por exemplo elevada seletividade, estabilidade e

possibilidade de reutilizacdo. (Mayes & Mosbach, 1997)
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1.3 Polimeros de impressdo molecular

A teoria de Pauling, em que o objetivo era utilizar um antigénio como molécula molde para
criar o anticorpo complementar, deu origem ao conceito de impressdo molecular. Este
conceito consiste na sintese de uma estrutura rigida tridimensional a partir de uma
molécula molde, simulando uma interacdo antigénio-anticorpo. (Tarley, Sotomayor, &
Kubota, 2005)

Os Polimeros de Impressdo Molecular (MIP, do inglés Molecularly Imprinted Polymer)
sdo materiais biomiméticos com elevada estabilidade, ao contrario do material biologico
que, quando se encontra fora do ambiente natural, pode perder as suas caracteristicas.
Além disso, sdo também menos caros e mais faceis de produzir do que os seus analogos de
origem natural. (Liang, Zhang, & Qin, 2009; Newman & Setford, 2006) Outras
caracteristicas vantajosas sdo a seletividade para o alvo, a afinidade e robustez. (Liang et
al., 2009) A importancia dos materiais MIP revela-se sobretudo pela sua aplicacdo em
varias areas, com especial relevancia nas andlises clinicas, no diagndstico médico, na
monitorizacdo ambiental e no controlo de drogas. (Bossi, Bonini, Turner, & Piletsky,
2007)

Para a construcdo de materiais MIP sdo necessarios mondmeros funcionais, moléculas
molde, agentes de reticulacdo e iniciador. (Liang et al., 2009) Inicialmente, a molécula
molde, idéntica ou semelhante em tamanho e funcionalidade a molécula alvo, interage com
0s mondmeros através de ligacdes covalentes ou ndo covalentes, formando um complexo.
Os monomeros devem ser escolhidos consoante as suas propriedades, para que interajam
com a molécula molde. De seguida, para iniciar a polimerizacdo, é adicionado um agente
de reticulacdo e um iniciador que, ao promover ligagdes cruzadas no polimero, forma uma
matriz polimérica rigida tridimensional. (Tarley et al., 2005; Wizeman & Kofinas, 2001)
Posteriormente, é removida a molécula molde utilizando agentes apropriados, que podem
até envolver a clivagem quimica nos casos de ligacdo covalente com o monémero (figura
4). (Tarley et al., 2005; Wizeman & Kofinas, 2001) Ap6s a remocdo surgem cavidades
estaveis com as funcionalidades, forma e dimensdo da molécula molde. (Wizeman &
Kofinas, 2001)
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Figura 4 - Sintese do polimero de impresséo molecular

S8o essas cavidades formadas na matrix poliméria que fazem a captura do analito de
interesse na amostra ou da molécula removida, mesmo que em quantidades reduzidas
(figura 5). (Bezbaruah & Kalita, 2010) De uma forma geral, quando a interacdo entre
monomero e molécula molde é de natureza ndo-covalente, esta associacdo pode ser
revertida através de lavagens apropriadas, permitindo a reversdo do processo e a
recuperacdo do material original. (Bergmann & Peppas, 2008; Wizeman & Kofinas, 2001)

N
A 4

Ligacao/dissociacio
reconhecimento

Figura 5 - Processo de reconhecimento do MIP

A detecdo utilizando materiais MIP pode ser feita por métodos eletroquimicos,
piezoelétricos, 6ticos e por impedancia, sendo que a forma preferencial para obter um
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sensor comercial € através da eletroquimica utilizando métodos amperométricos, o metodo

subjacente a monitorizacéo de glucose pelos diabéticos. (Chen et al., 2009)

1.3.1 Impressdo molecular de proteinas

Alguns dos modelos para os quais foram criados locais de reconhecimento através de
materiais MIP incluem compostos de baixo peso molecular, como drogas, e proteinas. A
sintese de moldes para proteinas apresenta um grau de dificuldade superior ao do desenho
de moldes para espécies ionicas ou moleculares de menor dimenséo. (Bossi et al., 2007)
Esta dificuldade decorre das caracteristicas tipicas das proteinas, como serem compostos
solGveis em &gua, com uma estrutura flexivel e cuja conformacéo se altera consoante as
condi¢des ambientais (temperatura, pH e natureza do solvente) em que se encontra. Mas
nem tudo sdo desvantagens... As proteinas apresentam muitos grupos funcionais onde é
possivel estabelecer interacfes na fase de pré-arranjo monomeérico, uma caracteristica que
€ uma vantagem relativamente as espécies de menor dimensdo. (Bossi et al., 2007; Hansen,
2007)

Neste sentido, para que a impressao molecular de proteinas tenha sucesso é essencial que
na sintese do MIP se utilizem moléculas com afinidade elevada para a proteina alvo e
condicdes experimentais que permitam conservar a conformacdo da proteina no seu
ambiente nativo. (Singh & Yadav, 2014)

1.3.2 Sintese do MIP

Na sintese do MIP existem alguns fatores a ter em conta. Um deles diz respeito aos
monomeros e ao agente reticulante utilizados. Estes reagentes devem ser escolhidos
consoante o tipo de ligacdes existentes entre 0 mondmero/agente reticulante e a molécula
alvo. Por exemplo, reagentes com grupos acidos interagem melhor com analitos a imprimir
com grupos basicos e vice-versa. Além disso, o solvente ndo deve interferir com a
interacdo analito-mondmero. Apesar dos solventes que possuem caracteristicas apolares e
baixa constante dielétrica serem tipicamente os mais indicados para a sintese do MIP, esta
condicdo ndo se aplica quando as proteinas sdo utilizadas como molde, uma vez que estas
alteram grandemente a sua conformacgdo em ambiente apolar. (Tarley et al., 2005)

A interacdo entre 0s monomeros e a espécie a imprimir pode ser de natureza covalente ou
meramente eletrostatica. Apesar dos polimeros que envolvem interagdes com ligacOes
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covalentes serem mais seletivos e estaveis, pela sua uniformidade nos locais de ligacédo, a
sua utilidade € limitada a poucos analitos. Neste sentido, decorre uma preferéncia clara por
fendmenos de interacdo associados a ligacdes ndo covalentes, onde a aplicabilidade é
maior e a escolha dos monomeros mais flexivel. (Haupt & Mosbach, 2000; Tarley et al.,
2005) Além disso, as ligagBes ndo covalentes representam o que acontece na realidade. H&
ainda investigadores que propdem a combinacdo de um protocolo que retina as vantagens
de cada um dos tipos de ligacdo. (Haupt & Mosbach, 2000)

Existem varias técnicas para a sintese do MIP, cada uma envolvendo o controlo de
diferentes pardmetros, que resultam em polimeros com propriedades diferentes. Alguns dos
métodos sdo a polimerizacdo em bulk, precipitacdo e core-shell em emulséo (Pérez-Moral
& Mayes, 2004; Qiao, Sun, Yan, & Row, 2006) Dada a sua importancia, as proteinas sao
0s compostos mais estudados na impressdo macromolecular e para as quais existem
técnicas adequadas para a sua impressao molecular. Além da polimerizacdo em bulk, existe
ainda a polimerizagdo em superficie, particle-based imprinting e epitope imprinting.
(Kryscio & Peppas, 2012; Qiao et al., 2006)

O método mais simples para sintetizar materiais MIP é o método em bulk, no qual se
aplicam as caracteristicas anteriormente referidas. (Kryscio & Peppas, 2012; Tarley et al.,
2005) Na reacgéo de polimerizagéo, a quantidade de solvente e de iniciador deve ser igual e
a molécula molde removida por extracdo ou hidrdlise. Para que se obtenham polimeros de
tamanho adequado, ap6s a remoc¢do do molde, o bloco polimérico deve ser triturado e
peneirado. (Kryscio & Peppas, 2012; Pérez-Moral & Mayes, 2004) Apesar de ser 0 método
mais simples e comum, este apresenta algumas desvantagens como a irregularidade das
particulas obtidas, a destruicdo dos locais de interacdo e perda de material no processo de
trituracdo e o elevado tempo reacional. (Qiao et al., 2006; Tarley et al., 2005) A
complexidade quimica e geométrica das proteinas, leva a que o0s polimeros sintetizados por
este método apresentem locais de ligacdo heterogéneos, transferéncia de massa reduzida,
fixacdo permanente da molécula molde, baixa integridade do polimero e restringe a
escolha do solvente. (Gai et al., 2008; Moreira, Dutra, Noronha, Cunha, & Sales, 2011)

No entanto, no contexto da impressdo de proteinas a polimerizagdo em superficie é o
método mais utilizado. Neste caso, e tal como o nome indica, as proteinas sdo ligadas a
uma superficie, onde se desencadeia posteriormente a reacdo de polimerizagdo. Os locais

de ligacdo resultantes deste processo encontram-se a superficie do polimero (plano ou
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esférico), sendo o processo de polimerizacdo genericamente idéntico ao do método
anterior. (Kryscio & Peppas, 2012) A impressdo molecular em superficie apresenta uma
elevada taxa de eficiéncia na recuperacdo dos locais de ligacdo, tendo em conta que estes
se encontram a superficie facilitando a remogéo e a absorcdo da molécula molde. (Li, He,
Chen, & Zhang, 2009; Wang et al., 2010) Apesar de ser menos especifica, esta técnica
apresenta uma rapida transferéncia de massa e diminui a probabilidade da proteina ficar
aprisionada. (Kryscio & Peppas, 2012; Li et al., 2009) No essencial, este método de
impressdo de proteinas € amplamente utilizado para colmatar as desvantagens da

polimerizagdo em bulk. (Kryscio & Peppas, 2012)

1.3.3 Recetores sintéticos vs recetores naturais

Atualmente, tanto os recetores sintéticos como 0s recetores naturais tém uma vasta gama
de aplicacdes. Os recetores naturais podem ser induzidos por qualquer molécula estranha
ao hospedeiro, envolvendo na maioria dos casos a utilizagdo de animais, enquanto 0s
recetores sintéticos sdo sintetizados por manipulacdo de biomoléculas ou sintese total.
(Hansen, 2007)

De uma forma geral, a impressdo molecular é uma forma rapida de obter recetores
sintéticos, possivelmente para qualquer molécula alvo, funcionando como anticorpos
artificiais (ou plasticos). (Hansen, 2007) As ligacGes dos recetores sintéticos sdo
comparaveis as dos naturais, mas com a vantagem de suportarem condi¢des adversas como
temperatura e pressdo elevadas, extremos de pH e solventes organicos. Além disso, sdo
menos caros e podem ser sintetizados em série com boa reprodutibilidade. (Bossi et al.,
2007)

Existem algumas desvantagens associadas aos recetores sintéticos como a fraca
acessibilidade aos locais de ligacdo, baixa capacidade de ligacdo e a existéncia de ligacdes
ndo especificas, no entanto, para compensar, apresentam elevada estabilidade de
armazenamento, sdo de facil preparacdo e podem estar sujeitos a operacgdes repetidas sem
perda de atividade. (Bossi et al., 2007; Piletsky, Alcock, & Turner, 2001; Qiao et al., 2006)
Apesar de tipicamente mais seletivos, 0s recetores naturais exigem mao-de-obra
qualificada, implicando trabalho intensivo e caro. Isto, aliado a todas as vantagens dos
recetores sintéticos e acrescido ao facto da impressao molecular sintetizar polimeros

robustos, a baixo custo e com afinidade e especificidade adequadas, faz com que o0s
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trabalhos que usam estes materiais, como 0s biossensores, tenham cada vez mais interesse.
(Piletsky et al., 2001)

1.3.4 Biossensores

A necessidade de analise rapida de multiplas amostras e de uma detecdo em tempo real
gerou a necessidade de criar novas metodologias, miniaturadas e portateis. (Bezbaruah &
Kalita, 2010) Os biossensores constituem uma possibilidade de resposta a esta necessidade.
A necessidade de obter resultados rapidos, fiaveis, com poucos gastos, principalmente sem
a necessidade de recorrer ao espaco fisico de um laboratério, levou a que a investigacdo em
biossensores crescesse exponencialmente. Além disso, é hoje notério o elevado nimero de
areas em que se utilizam estes dispositivos, tornando esta investigacdo um processo

continuo, onde ha sempre espaco para melhorias. (Saleem, 2013)

Os biossensores séo dispositivos utilizados para reconhecer e determinar a concentracao de
analitos. S8o constituidos por material bioldgico, material biologicamente derivado ou
biomimético intimamente ligado a um transdutor que transforma o sinal recebido num
facilmente quantificado. A detecdo das alteracbes bioldgicas e fisioldgicas emite um sinal
que o transdutor converte em dados eletronicos proporcionais a concentracdo do composto.
(Rodriguez-Mozaz, et al., 2004; Saleem, 2013) A aplicacdo dos biossensores existe desde
1962 e atualmente tem aplicacGes em varias areas como a medicina, investigacao
biomédica, farmacéutica, agricultura, entre outras. (Rodriguez-Mozaz et al., 2004; Saleem,
2013) Os avancos tecnoldgicos permitiram que 0s biossensores se tornassem dispositivos
de andlise rapida, seletivos e sensiveis. O bom desempenho analitico e a robustez destes
dispositivos levaram ao desenvolvimento de uma grande variedade de biossensores com
base em componentes de reconhecimento artificial, amplificando a sua aplicabilidade a

varios compostos e melhorando a sua seletividade e sensibilidade. (Saleem, 2013)

Uma das formas de caracterizar os biossensores é com base no elemento de
bioreconhecimento que utilizam. Estes elementos podem ser anticorpos, enzimas,
aptameros, oligonucle6tidos ou polimeros de impressdo molecular. Os elementos de
bioreconhecimento s@o a chave central dos biossensores, permitindo que estes facam a
detecdo do analito alvo. (Chambers et al., 2008)

Grande parte dos biossensores com sistemas de detecdo rapida tem na sua constituicao

anticorpos como elemento de bioreconhecimento. A sensibilidade e especificidade das
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ligacGes antigénio-anticorpo séo a grande vantagem deste elemento de bioreconhecimento,
ndo havendo também a necessidade de purificagdo do alvo antes da sua detecao.
(Chambers et al., 2008) Os biossensores com anticorpos, também conhecidos como
imunossensores, constituem hoje uma alternativa a outros métodos analiticos tais como
HPLC ou ELISA. (Saerens et al., 2008) Para um melhor desempenho do sensor, 0
complexo antigénio-anticorpo deve encontrar-se em condi¢fes de minimizar as ligacdes
ndo especificas. A detecdo pelos imunossensores pode ser de forma direta, através da
ligacdo antigénio-anticorpo ou entdo de forma indireta pela medicdo de um sinal que
indique a ocorréncia da ligagdo, normalmente um marcador enzimatico acoplado ao
antigénio ou ao anticorpo. (Holford et al., 2012; Thévenot et al, 2001) De uma forma geral,
0 anticorpo utilizado deve satisfazer alguns requisitos como elevada especificidade num
meio complexo, propriedades de ligacdo bem definidas, estabilidade, caracteristicas de
imobilizacdo a superficie do sensor e possibilidade de produgdo em massa. (Saerens et al.,
2008) Para este tipo de biossensores é necessario ter em atencdo as condi¢fes de ensaio
que podem interferir na ligacdo do antigénio ao anticorpo, como por exemplo, o pH e a

temperatura. (Chambers et al., 2008)

A grande variedade de enzimas disponiveis, bem como a sua especificidade, também
tornam este composto um bom e frequente elemento de bioreconhecimento. A base
catalitica dos biossensores enziméticos faz com que estes sejam muito utilizados,
resultando em produtos mensuraveis tal como protdes, eletrdes, luz e calor. (Chambers et
al., 2008) Este tipo de biossensores foi o0 primeiro a ser descrito atraves da monitorizacéo
dos niveis da glicose em diabéticos, utilizando a glicose oxidase. Atualmente, é também
muito comum para a determinacdo da ureia em individuos com doencas renais, produtos
fermentativos e compostos fendlicos. (Ronkainen, Halsall, & Heineman, 2010) A enzima
reage seletivamente com o substrato e a resposta é dada pela concentracdo do produto
dessa mesma reacdo. Tal como os imunossensores, estes também podem fazer detecdo
diretamente a partir do analito ou indiretamente quando héa interacdo com produtos que
promovam a geracdo de sinal. As enzimas também podem participar em sensores de
afinidade quando utilizadas como marcadores. (Amine, Mohammadi, Bourais, & Palleschi,
2006; Pohanka & Republic, 2008)

Em concreto, os biossensores que utilizam MIP constituem uma associacdo mais recente

na literatura e proliferam grandemente pela elevada acessibilidade, elevada especificidade,
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boa sensibilidade e baixo custo. (Chambers et al., 2008) A sua associacdo a métodos de
natureza elétrica é também cada vez mais frequente. Neste contexto, a utilizacdo da
potenciometria associada a materiais MIP é também uma possibilidade que permite
implementar métodos a baixo custo, nunca descrito na literatura para algum biomarcador

do Alzheimer.

1.4 Potenciometria

A potenciometria € uma técnica eletroanalitica utilizada nas mais variadas areas. Esta
técnica é frequentemente utilizada na determinacdo do pH em meios liquidos e apresenta
como principais vantagens ser um método simples e ndo poluente. (Noyhouzer, Valdinger,
& Mandler, 2013; Bakker & Pretsch, 2013) A potenciometria tem-se revelado adequada
para medir baixas concentragdes em pequenos volumes de amostra, uma vez que,
idealmente, tem a vantagem de ndo influenciar quimicamente a amostra, tornando-se assim
uma técnica de grande interesse. (Grieshaber, MacKenzie, V6roés, & Reimhult, 2008) Além
disso, pode facilmente tornar-se portatil, d& uma resposta rapida, seletiva, exata e precisa,
sem necessidade de manipulacdo da amostra. (Ganjali et al., 2010)

Na sua execucao sdo necessarios dois tipos de elétrodos, um indicador que varia consoante
a composicdo da amostra e outro de referéncia cujo potencial se mantém constante (figura
6). Estes elétrodos sdo ligados por uma ponte salina, que é responsavel pelo fecho do
circuito elétrico. (Ganjali et al., 2010)
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Figura 6 - Célula eletroquimica de potenciometria com ESI de membrana (Godinho, 2005)

1.4.1 Considerac0es tedricas

O objetivo da potenciometria € determinar a diferenca de potencial existente entre o
elétrodo indicador e o elétrodo de referéncia, na auséncia de fluxo de corrente. Esse
potencial fornece informacdes sobre a atividade do ido (no caso dos elétrodos seletivos de
ido, ESls), sendo proporcional ao logaritmo da sua atividade na amostra. Assim, é possivel
determinar a variacdo da concentracdo do analito quando adicionado a uma solucéo.
(Ganjali et al., 2010; Perumal & Hashim, 2014)

A relacdo entre o potencial e a concentracdo € traduzido pela Equacdo de Nernst-Nicolski

representada na equacdo 1.1,

2,30RT
ZAF

E = "constante" + loga, (1.2)

Nesta equacdo, E € valor experimental de potencial de um elétrodo seletivo de ido ou forca
eletromotriz (mV); R a constante dos gases perfeitos (8,314 J/K x mol); T a temperatura
termodinamica, K; F a constante de Faraday (96485 C/mol); Za a carga do ido; aa a
atividade do ido principal (mol/L ou mol/Kg); e “constante” a conjugacdo do potencial
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normal do elétrodo seletivo, do potencial do elétrodo de referéncia e do potencial de juncéo
liguida (mV). (“Electrochemistry (potentiometry),” 2015; Pohanka & Republic, 2008;
Grieshaber et al., 2008)

O calculo através da atividade do ido, tal como indica a Equacdo de Nernst-Nicolski,
antevé o conhecimento de alguns parametros que, para um grande numero de espécies
i0nicas organicas, sdo impossiveis de se obter informacdo, como o tamanho iénico do ido
alvo. Assim, é frequente alterar-se a atividade do ido de interesse pela sua concentragéo,
quando a forga idnica, I, se encontra ajustada. A forca ionica traduz-se pela equacao abaixo
indicada (equacdo 1.2), quantificando a intensidade do campo elétrico tendo em conta a
concentracdo de todos os ides em solucdo, pela concentracdo do ido (Ci, mol/L) e a carga
do mesmo (Z;) (Buck & Lindner, 1994, Sales, 1999).

=2
2

X GZ? (1.2)

1.4.2 Elétrodo de referéncia

O elétrodo de referéncia tem um potencial conhecido, preciso e constante, totalmente
independente da temperatura e da concentragdo dos ides na solucdo. (“Electrochemistry

(potentiometry),” 2015)

Para que um elétrodo possa ser usado e considerado como de referéncia, é necessario que
cumpra algumas caracteristicas, permitindo o bom desempenho da medicdo. Assim, 0
elétrodo deve obedecer a Equacdo de Nernst, manter um potencial constante durante o
processo, ser de facil preparacdo, passivel de acerto rapido a um determinado potencial,
reagir a variacdo de temperatura, sendo capaz de repor o potencial quando este volta ao
valor inicial e ndo reagir a pequenas correntes que passem pelo elétrodo, ou seja baixa
polarizabilidade. (Godinho, 2005; Moreira, 2009)

Os elétrodos de referéncia mais comuns sdo os elétrodos de calomelanos (mercurio/cloreto

de mercdrio) e os de prata/cloreto de prata. (Delgado, 1993)

1.4.2.1 Elétrodos de calomelanos
Os elétrodos de calomelanos sdo constituidos por um fio de platina em contacto com uma
solucéo de mercdrio/cloreto de mercdrio em cloreto de potéssio de concentracdo conhecida
22
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(0,2 M, 1 M ou concentracdo da solucéo saturada), dentro de um tubo de vidro, estando em
contacto com uma solucéo de cloreto de potassio do tudo exterior, através de uma pequena
abertura (figura 7). (Godinho, 2005; Moreira, 2009)

Orificio de 'H*— Fio de Pt
enchimento ({1l ) o
|| {}|—— Solucao KC/
:"t [
’ l | Pasta de
1 ‘\ Hg/Hg,C/, sat
Diafragma | ‘sﬁ\t‘ sol. KCl
=N T K/sélido

Figura 7 - Elétrodo de calomelanos (Godinho, 2005)

Apesar da facil construcdo, as variagdes de solubilidade do cloreto de potéassio com a
variacdo da temperatura fazem com que este elétrodo apresente um potencial variavel,
constituindo assim uma desvantagem a sua utilizagdo. Nos casos em que é necessario mais
rigor, utilizam-se os elétrodos com KCI 0,1 M ou 1 M, uma vez que sdo menos afetados

pelas alteracBes da temperatura. (Godinho, 2005; Moreira, 2009)

1.4.2.2 Elétrodos de prata/cloreto de prata

Os elétrodos de prata/cloreto de prata sdo constituidos por um fio de prata mergulhado
numa solucdo saturada de cloreto de potassio, com concentra¢do conhecida, saturada por
cloreto de prata. (“Electrochemistry (potentiometry),” 2015; Moreira, 2009) Este tipo de
elétrodo é talvez o mais utilizado pela facilidade de preparacdo, baixo custo e grande

resisténcia a variacao da temperatura. (Godinho, 2005; Moreira, 2009)

1.4.3 Eletrodo indicador
O elétrodo indicador, depois de mergulhado na solucdo, gera um potencial que dependera

da atividade ionica da amostra uma vez que se pretende que seja sensivel a espécie a
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determinar. Este elétrodo deve obedecer a determinadas caracteristicas como ser rapido a
responder e reprodutivel na presenca de variacdes na concentracdo do analito. Alem disso,
deve ser seletivo ao ido para o qual foi construido quando se encontra na presenca de um
grande nimero de outras espécies idnicas. Existem dois tipos de elétrodos indicadores, 0s
metélicos e de os de membrana. (“Electrochemistry (potentiometry),” 2015; Moreira,
2009)
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Figura 8 - Elétrodo Ag/AgC/(Godinho, 2005)

1.4.3.1 Elétrodos metalicos
Os elétrodos metalicos podem classificar-se em inertes, de primeira classe, segunda classe
e terceira classe. Os elétrodos inertes sdo caracterizados pela participacdo do metal apenas
como condutor na reacdo eletronica, ou seja, 0 seu Unico papel é aceitar ou fornecer
eletrdes. Sdo particularmente utilizados quando se pretende estudar o equilibrio reversivel
de oxidacdo-reducdo. Apenas os elétrodos de prata e de mercurio sdo classificados como
primeira classe. Na sua constituicdo tém um metal puro imerso numa solugdo contendo
i0es da mesma espécie do metal, medindo assim a atividade do i&o metalico em solugéo.
Os elétrodos de segunda classe respondem diretamente ao ido a dosear e consistem num
metal imerso numa solucdo com anides que formam um sal pouco sollvel com ibes

metalicos, ou também pode ser um metal recorberto com o referido sal, determinando
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assim a atividade do anido em solugdo. Sdo exemplos desta classe os elétrodos de
Ag/AgCl. Os de terceira classe além de serem pouco utilizados, apresentam baixa
seletividade. Na sua constituicdo tém um metal em contacto com um sal pouco soltvel do
proprio metal e um sal ligeiramente mais soltvel de um segundo metal, os dois envolvendo
um ido comum. (Godinho, 2005; Moreira, 2009)

1.4.3.2 Elétrodos de membrana

Os elétrodos de membrana s&o fundamentalmente diferentes dos elétrodos metélicos, tanto
no seu aspeto como no seu principio de funcionamento. O elétrodo de membrana mais
comum é o elétrodo de pH. Estes elétrodos, comumente conhecidos como elétrodos
seletivo de ido (ESI) possuem uma membrana seletiva semi-permeavel que discrimina a
espécie alvo. Esta membrana deve também apresentar baixa solubilidade, condutividade
elétrica e reagir seletivamente ao analito. (Delgado, 1993; Perumal & Hashim, 2014)
Algumas das grandes vantagens destes dispositivos prendem-se com o facto de serem
muito estaveis, responderem a uma gama de concentracdes alargada, ndo serem afetados
pela cor ou turvacdo da amostra, serem de facil construcdo e operacdo com material de
baixo custo, tornando a sua utilizacdo muito ampla. (Godinho, 2005; Moreira, 2009)

Na sua constituicdo o elétrodo estd imerso numa solucdo que se encontra separada da
amostra por uma membrana seletiva de iGes. A diferenca de potencial da-se pela passagem
dos ibes da solucdo para a membrana, através de reacGes de complexacdo, de cristalizacédo
ou de permuta iénica.(Godinho, 2005; Moreira, 2009)

Estes elétrodos podem classificar-se com cristalinos e ndo cristalinos. Os cristalinos
subdividem-se em homogéneos, nos quais a membrana € um material cristalino feito de um
unico composto ou uma mistura homogénea de compostos, e heterogéneos, formados por
uma substancia ativa ou mistura de substancias ativas com uma matriz inerte (como por
exemplo, a borracha e o silicone) para formar a membrana de detecdo. Os ndo cristalinos
tém uma membrana rigida que contém um permutador de ibes intercalada entre duas
solucBes aquosas, sendo que a matriz da membrana pode ser porosa (éster de celulose) ou
ndo porosa (vidro ou PVC). Os elétrodos ndo cristalinos podem também subdividir-se e sdo
classificados como elétrodos de vidro ou de locais moveis. Tal como o nome indica, 0s
elétrodos de vidro tém uma membrana de vidro em que as suas caracteristicas sdo

determinantes para a seletividade da membrana. Os elétrodos com locais mdveis tém na
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sua constituicdo um permutador, um solvente mediador e uma matriz. Neste caso, 0
material constituinte do permutador sera o responsavel pela resposta do elétrodo.
(Godinho, 2005; Moreira, 2009) O permutador serd um composto com interacdo favoravel
para 0 ido a medir, tais como um composto ionico lipéfilo ou um material MIP

desenvolvido especificamente para o ido alvo.

1.4.4 Caracteristicas gerais da resposta potenciométrica

A diferenca de potencial medida entre o elétrodo de referéncia e o elétrodo indicador é
representada pela curva de calibracdo. Esta representacdo grafica traduz a atividade do ido,
em que a forca eletromotriz e o logaritmo da atividade (ou concentracdo) se encontram na
ordenada e na abcissa, respetivamente. Informacdes importantes como o limite de detegéo
(LD), limite inferior de resposta linear (LIRL) e o declive podem ser retiradas a partir deste
tracado experimental (figura 9). O LD ¢é definido como sendo o valor mais baixo em que o
analito pode ser distinguido da sua auséncia e é determinado pelo ponto de intersecdo do
prolongamento das retas do comportamento linear e ndo linear da curva de calibragéo,
correspondendo a concentracdo ou atividade de um ido. O LIRL corresponde ao valor
minimo, da concentracdo ou atividade do ido, a partir do qual a resposta potenciométrica
tem um comportamento linear. O declive da-nos informacdes sobre a sensibilidade e
qualidade da resposta potenciométrica. Em condi¢des normais de temperatura e pressdo o
declive deve representar 59,16/zA mV/década. (Buck & Lindner, 1994; Burnett et al.,
2000)

Do ponto de vista experimental, existem varios parametros que podem afetar os valores
obtidos como LD, LIRL e declive. Entre estes incluem-se a composicdo da solucdo e sua
concentracdo ionica, as utilizagdes anteriores do elétrodo seletivo, a temperatura e a
agitacdo (Buck & Lindner, 1994; Burnett et al., 2000).
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Figura 9 - Caracteristicas gerais da curva de calibracdo (Burnett et al., 2000)

A seletividade e o tempo de resposta sdo propriedades de um ESI também obtidas a partir
de curvas de calibracéo, descritas pelas recomendac6es da IUPAC (International Union of
Pure and Applied Chemistry). (Buck & Lindner, 1994)

1.4.4.1 Tempo de resposta

O tempo de resposta € calculado pelo tempo decorrido entre 0 momento em que 0S
elétrodos estdo em contacto com a amostra ou quando ha alteracdo da atividade do ido até
ao momento em que AE/At iguala o tempo limite estabelecido (At) (figura 10). Este tempo
limite deve ser definido segundo questdes relacionadas com a experiéncia ou pela exatidao

desejada nos resultados potenciométricos.
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Figura 10 - Representagdo grdfica do tempo de resposta, t (AE/At), de ESI (Buck & Lindner, 1994)

O tempo de resposta do ESI € influenciado pela concentracdo absoluta do ido presente na
amostra bem como pela variacdo a que este é sujeito, desde a concentracdo inicial a
concentracdo final do ido. (Buck & Lindner, 1994; Burnett et al., 2000)

1.4.4.2 Seletividade

A seletividade de um elétrodo € caracterizada pela sua capacidade de distinguir e responder
ao ido alvo perante a presenca de outros ides na mesma solucdo. O coeficiente de
seletividade potenciométrico, Kjfgt, é avaliado através da forca eletromotriz do ESI na
presenca de uma solugcdo com o ido principal (A) e ides interferentes (B) ou entdo em
solugcbes em que A e B se encontram separados. Atualmente sdo estudados variados
materiais da membrana, que possuam diferentes propriedades de reconhecimento de ides,
para que possam conferir elevada seletividade. (Bakker & Pretsch, 2007)

As atividades do ido principal e ido interferente séo definidas pela equacdo modificada de
Nikolsky-Eisenman, expressa na equagéo 1.3.
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2,303RT
ZpF

Za
E = “Constante” + x log [aA + Y, Kby lag] /25 (1.3)

Nesta equacéo, E € o valor experimental de potencial de um elétrodo seletivo de ido ou
forca eletromotriz (mV); R a constante dos gases perfeitos (8,314 JK x mol); T a
temperatura termodinadmica, K; F a constante de Faraday (96485 C/mol); Za a carga do i&o;
Zp a carga do ido interferente; aa a atividade do ido principal (mol/L ou mol/Kg); ag a
atividade do ido interferente (mol/L ou mol/Kg); e “constante” a conjugagdo do potencial
normal do elétrodo seletivo, do potencial do elétrodo de referéncia e do potencial de juncéo
liquida (mV). (Bakker & Pretsch, 2007; Umezawa, Umezawa, & Sato, 1995)

Os coeficientes de seletividade potenciométrica podem ser determinados por 3 métodos
distintos, sendo eles 0 método de interferéncia fixada, o das solucbes separadas e o do
matched potential. Quanto menor for o valor, maior é a seletividade do ESI para o ido de
interesse.

No método de interferéncia fixada, a medicdo da diferenca de potencial faz-se com a
concentracdo do ido interferente constante enquanto a concentra¢do do ido principal na
solugdo varia (ou vice-versa, testando-se a resposta do ESI ao ido interferente até obtengéo
de um padrao linear). No calculo do coeficiente de seletividade potenciométrico € utilizada
a equacdo 1.4. As limitacdes deste método prendem-se pelo facto de ndo se conseguir
aplicar a equacdo de Nernst e de o ido interferente ndo possuir a capacidade de igualar o
potencial do ido principal. (Bakker & Pretsch, 2007; Buck & Lindner, 1994)

KPo = 24— (1.4)

ZA/
Z
a B

B

No método das solucdes separadas, a diferenca de potencial é medida separadamente. Uma
solucdo contém apenas o ido principal e a outra o ido interferente, sendo que ag=aa, ou
seja, devem apresentar o mesmo valor de atividade. Neste caso e ap6s a medicdo da
diferenca de potencial registada pelo ido principal (Ea) e do ido interferente (Eg), calcula-
se 0 coeficiente de seletividade potenciométrica através da equacdo 1.5. Na teoria, o valor
(zaF)/(2,303RT) corresponde ao inverso do valor do declive tedrico de um ESI e, em

condicOes experimentais, deve ser substituido pelo declive da curva de calibragdo. O facto
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de as medicOes serem efetuadas em separado é considerado uma desvantagem ao método,

impedindo a competicdo entre os ides, que por sua vez ndo corresponde a realidade.

Eg—Ep)ZpF Z
logKyy' = (;3# + [1 - ﬁ] loga, (1.5)

No matched potential é utilizada uma solucdo de referéncia para a determinacdo da
atividade do ido interferente, e promovida uma variacdo de potencial pelo ido principal que
deve ser igualada pelo ido interferente. Neste caso o coeficiente de seletividade
potenciométrica obtém-se a partir da equacdo 1.6. Neste método existem duas medidas
potenciométricas independentes, uma delas € o valor da variacdo de potencial maximo
(a’a) e minimo (aa) pelo aumento da concentracéo do ido principal e a concentracdo de ido
interferente necessaria para que se obtenha a mesma variacdo de potencial. Apesar de ndo
ter relagdo com os pressupostos tedricos da equacdo de Nernst, este € 0 método que mais se
identifica com uma condicdo experimental inerente a analise de uma amostra. (Bakker &
Pretsch, 2007; Buck & Lindner, 1994)

Kpy == (1.6)

E importante salientar que os valores obtidos por estes trés métodos sdo apenas indicativos
do grau de seletividade, uma vez que em cada um destes sdo gerados valores tipicamente
diferentes. (Umezawa et al., 1995) Entre todos, o método mais proximo da realidade
(aquando da analise de uma amostra real) é o matched potential, mas este ndo conta com a

auséncia de resposta Nernstiana gerada pela espécie interferente.

1.4.4.3 Efeito do pH

Atentando a elevada forca ionica das solucbes utilizadas, é certo que, entre os ifes da
amostra, estardo presentes aqueles que influenciam o pH. E de ter em conta que o pH
condiciona a resposta da membrana e a carga das proteinas e, por isso, € necessario ter
atencdo a sua variacdo no decorrer de uma avaliacdo experimental. Para este efeito,
recorre-se a solucdes tampédo, que permitem controlar a atividade dos ides de hidrogenio,

em que o pH pode ser escolhido e ajustado ao valor que proporcione melhor resposta
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potenciométrica e que o0s sinais analiticos ndo dependam deste pardmetro. Para se
identificar qual o valor de pH ideal, o procedimento mais adequado baseia-se no tracado de

curvas de calibracdo obtidas a valores de pH distintos. (Buck & Lindner, 1994)

1.4.5 Sensores Potenciométricos

Os sensores potenciométricos apresentam uma série de vantagens que aumentam a sua
aplicabilidade, como o baixo custo e portabilidade do equipamento de medicdo, a
simplicidade, a alta seletividade, e detecdo direta, rdpida e seletiva, sem necessidade de
destruicdo da amostra. (Ganjali et al., 2010; Koncki, 2007) De uma forma geral, todos os
sensores potenciométricos tém-se revelado bem-sucedidos, mas principalmente os
baseados em MIP, pelo facto de as moléculas molde ndo precisarem de se difundir pela
membrana para gerar uma resposta analitica, diminuindo assim o tempo de resposta.
(Liang et al., 2009; Newman & Setford, 2006)

Segundo a IUPAC os biossensores potenciométricos apresentam duas caracteristicas
importantes: uma delas é o facto de o componente bioldgico ser parte integrante do recetor
do sensor e a outra pelo facto do sinal gerado ser um valor de potencial. (Koncki, 2007)
Considerando todo o enquadramento teérico anteriormente descrito, o trabalho que se
segue destinou-se a construcdo de um biossensor potenciométrico para um biomarcador da
DA, utilizando membranas seletivas de polimeros molecularmente impressos em

nanotubos de carbono carboxilados.
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Capitulo 2 — Métodos

Este capitulo descreve todos o0s aspetos experimentais relacionados com o
desenvolvimento de um sensor potenciométrico para a dete¢do de um biomarcador da DA
através de um polimero de impressdo molecular. Incluem-se aqui a descri¢do dos materiais,
dos equipamentos e das metodologias utilizados, bem como da avaliacdo e da aplicagéo

dos elétrodos preparados.

2.1 Material e Equipamentos

Na preparacdo de solucdes foram utilizados balGes volumétricos de classe A, com
capacidades entre 10,00 a 250,00 mL. Os volumes rigorosos, superiores a 5,00 mL, foram
medidos com recurso a pipetas de vidro classe A, e 0s volumes inferiores, com pipetas
automaticas de volume regulavel da VWR de 2-20 uL, 20-200 pL, 100-1000 uL e de 1000-
5000 pL.

Os reagentes foram pesados com recurso a uma balanca RADWAG XA 110/X, com
precisdo de + 0,0001 g, utilizando gobelés com capacidades entre 10 e 50 mL.

Em alguns passos do procedimento foi necessario utilizar o banho de ultrassons
termostatizado, BANDELIN Sonorex Digitec, reduzindo o tempo de dissolucdo de alguns
reagentes sélidos.

Na medicdo da diferenca de potencial entre o elétrodo de referéncia e o elétrodo indicador
foi utilizado um decimilivoltimetro Crison ppH 2002 (sensibilidade + 0,1 mV), a
temperatura ambiente, e sob agitacdo constante, por meio de um Crison, micro ST 2038. O
sinal de saida foi ligado a um ponto de comutacdo com seis saidas, permitindo a leitura
simultanea de seis elétrodos seletivos, como se pode visualizar na figura 11.

Na célula potenciométrica foi utilizado um elétrodo indicador ESI, constituido por uma
mistura de grafite com uma resina epoxidica (figura 12) e um elétrodo de referéncia
constituido por um fio de prata imerso numa solugdo de cloreto de ferro (111), ligado a um
fio de cobre com terminal elétrico apropriado (figura 13) para determinar a variagdo da

concentragéo do analito.
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Figura 11 - Equipamento de medida e acessérios utilizados na leitura potenciométrica (Santos, 2014)

Figura 12 - ESI preparado no laboratdrio.
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Figura 13 - Elétrodo de referéncia Ag/AgC/preparado no laboratério

A superficie das membranas foi analisada por espetroscopia de Raman no equipamento
Thermo Scientific, DXR; e por espetroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourrier (FTIR), no equipamento Thermo Scientific Nicolet iS10, com um acessério de
reflexdo total atenuada (ATR).

2.2 Reagentes

As solucbes foram preparadas com a &gua desionizada com condutividade inferior a 0,1
puS/cm. A pesagem dos reagentes solidos e medicdo dos reagentes liquidos foi rigorosa e
com posterior diluicdo. Os reagentes utilizados foram adquiridos a vérias fontes

comerciais, tal como descrito na tabela 1.
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Tabela 1 — Lista de reagentes utilizados

© o0 N oo o B~ W N

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

N-Etil-N'-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC)

Reagente

Brometo de tetraoctilamonio (TOB)

Proteinase K

Acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico (MOPS)

2-Nitrofeniloctil éter (o0NFOE)

Policloreto de vinilo (PVC)

N-Hidroxissuccinimida (NHS)

Tetrakis-p-(clorofenil)borato (TpCIPB)

Péptido B-Amildide 42 (Ap-42)

Persulfato de amonio (APS)

Peroxido de hidrogénio (H20,)

Cloreto de potassio (KCI)

Cloreto de potassio (NaCl)

Fosfato monopotassico (KH2PO,)

Nanotubos de Carbono, single walled (SWCNTS)

Acido 4-(2-Hidroxietil)-1-piperazino-etanosulfonico (HEPES)

Acrilamida (AAM)

N,N-metileno-bis-acrilamida (NNMBA)

Tetrahidrofurano (THF)

Cloridrato de 2-aminoetilmetacrilato (AEMH)

Acido Sulfdrico (H,SO.)

Fosfato de sédio dibasico diidratado (Na;HPO4)

Tetrametilenodiamina (TEMED)

2.3 Preparacao das solucdes

Fabricante

Alfa Aesar
Acros organics
AMRESCO
AplliChem

Fluka

GenScript

JVP

Merck

Panreac

Sigma

Riedel Haen

TCI

O tampédo PBS (Phosphate Buffer Solution) foi preparado com a seguinte composicao:
NaCl, 8 g/L; KClI, 0,2 g/L, Na2HPO4, 1,42 g/L; KH2PO4, 0,24 g/L. O pH desta solugéo foi

ajustado a 7,2 pela adicdo de quantidades adequadas de acido cloridrico concentrado ou

solucdo saturada de hidréxido de sodio recém-preparados.
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As solugdes padrdo de Ap-42, necessérias a realizagdo deste trabalho, tinham uma
concentracdo de 0,005 mg/mL. A solucdo tampéo foi de MOPS com uma concentracdo de
1,0x10° mol/L, sendo que o pH resultante nio foi alterado.

As solucdes de espécies interferentes foram de concentracdes variaveis e preparadas em
tampdo MOPS 1,0x10° mol/L de pH 8. A creatinina apresentava uma concentragio de
1,2x107° g/mL, a acetilcolina 8,2x10” g/mL, albumina 5,2x10° g/mL e ureia 4,0x10™
g/mL.

2.4 Preparacéo do sensor

Na fase inicial do desenvolvimento do sensor foi necessario oxidar nanotubos de carbono
de forma a criar locais de ligacdo para o péptido. Para isso, pesaram-se 0,5 g de SWCNT
para um eppendorf, ao qual foi adicionado 1,5 mL de uma solugdo H2S04:H.0; (4:1). A
solucdo ficou em agitacdo durante a noite e posteriormente foi centrifugada, decantada e
lavada com A&gua destilada, repetindo-se este procedimento trés vezes. De seguida,
adicionou-se 1,5 mL de tampéo PBS, de pH 7,2, e a solucdo ficou em agitagdo durante
duas horas, com o objetivo de aumentar o pH até a neutralidade. A solucao foi novamente
centrifugada, decantada e lavada trés vezes. Os nanotubos foram colocados na estufa
durante a noite a uma temperatura de 40°C para que pudessem secar.

Para a preparacdo do sensor pesou-se 0,01 g de nanotubos de carbono carboxilados (CNT-
COOH) para dois eppendorfs e suspendeu-se em 1 mL de agua desionizada, levando-se
depois ao banho de ultrassons durante um minuto. Apos centrifugar e decantar foi
necessario tornar os nanotubos mais reativos, facilitando, posteriormente, a ligacdo do
péptido. Para isso, adicionou-se 1 mL de uma solucdo de NHS com a concentracdo de 5
mmol/L e 1 mL de uma solu¢do EDAC com uma contracdo de 2 mmol/L, durante quarenta
e cinco minutos, em banho de ultrassons.

Na etapa seguinte do procedimento adicionou-se o péptido molde (AB-42, 0,01 mg/mL),
aos SWCNTs ativados previamente. A solucgéo foi incubada durante duas horas a 4°C. Foi
preparado em paralelo um polimero sem impressdo molecular (sem a molécula molde),
denominado por NIP (non-imprinted polymer).

Apds a ligagdo da molécula molde o material foi lavado, decantado e centrifugado. De
seguida adicionou-se 1,0 mL do monomero carregado AEMH, com o objetivo de interagir
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com os grupos carboxilicos do péptido e os hanotubos onde ndo houve ligacdo da proteina,
com uma concentragio de 5,0x102 mol/L, durante duas horas a 4°C.

A mistura reacional de polimerizacdo foi constituida por 0,5 mL de uma solucdo do
mondémero, AAM (5,0x10* mol/L) e agente reticulante NNMBA (1,0x10™* mol/L). Apds
incubar 60 minutos a temperatura ambiente e de forma a iniciar a rea¢do de polimerizacao,
adicionou-se 0,5 mL de APS (1 x 10 mol/L) e 0,5 mL de TEMED (10%), durante 2 horas
a temperatura ambiente. O sensor foi novamente lavado e centrifugado.

Para remocdo da proteina, adicionou-se proteinase K, 500 pg/mL e deixou-se incubar
durante trés horas a uma temperatura de 37°C. O sensor foi lavado, decantado e seco na
estufa a 40°C (figura 14).
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Figura 14 - Esquema geral da sintese do MIP

2.5 Preparacdo das membranas seletivas

Foram preparadas seis membranas com diferentes composi¢oes (figura 15) com o objetivo
de avaliar a resposta potenciométrica derivada da interagdo com os diferentes
componentes. As membranas seletivas foram obtidas por mistura de 0,05 g de PVC, 0,06 g
de solvente mediador oNFOE e 0,002 g de material MIP (ESlIs I, 11l e 1) ou NIP (ESI I1)
(Tabela 2). Foram ainda preparadas membranas sem qualquer tipo de material sensor,

usadas como controlo (ESIs V e VI). Foram adicionados aditivos a duas das membranas,
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0,001 g de TOB, atuando como aditivo cationico (ESI V), e 0,001 g de TpCIPB, atuando
como aditivo anionico (ESI VI).

Figura 15 - Elétrodos seletivos de ido com diferentes composicoes

Tabela 2- Composicéo das membranas seletivas de ido

Quantidade
Componente I I Il v V VI
MIP (g) 0,002 — 0002 0002 — —
NIP (g) — 0002 — — — _
Aditivo catidnico, TOB (g) — — 0,001 — 0,001 —
Aditivo anionico, TpCIPB (g) — — — 0,001 — 0,001
Solvente mediador, oONFOE (g) 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
Polimero, PVC (g) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Solvente, THF (mL) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

A mistura foi colocada a agitar até a dissolucdo de todos os reagentes. As membranas
foram aplicadas em duplicado e de modo a permitir a formagdo de uma pelicula na
cavidade do suporte condutor. Entre cada aplicacdo esperou-se o tempo suficiente para que
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toda a solucdo aplicada anteriormente secasse (+/— uma hora). Apds a ultima aplicacéo, as
membranas ficaram a secar durante vinte e quatro horas, a temperatura ambiente, tendo

sido posteriormente colocadas a hidratar em &gua destilada.

2.6 Avaliagédo comparativa dos elétrodos

Os elétrodos foram avaliados através de curvas de calibracdo e segundo as recomendacao
da IUPAC. As medicGes potenciométricas realizaram-se a diferentes valores de pH (6 e 8),
a temperatura ambiente, em agitagdo constante e o registo dos potenciais deu-se aquando
de uma estabilizacdo de + 0,2 mV. O valor da f.e.m. foi medido a valores constantes de
forca ionica e pH.

As concentragdes decrescentes de AB-42 foram obtidas pela adicdo do tampdo (MOPS)
com uma concentragdo de 1,0x10“% M a pH 6 e 1,0x10° M a pH 8 em quantidades entre
0,4 e 15 mL, num gobelé de 100,0 mL contendo 1,75 mL de tampéo e 0,25 mL de proteina
com concentracao de 0,01u/mL.

Através dos coeficientes de seletividade foi também determinada a interferéncia de alguns
compostos. Entre as diferentes medicGes os elétrodos foram lavados em agua desionizada
para remoc¢do do péptido aprisionado na superficie da membrana sensora.

Os resultados finais correspondem a pelo menos trés ensaios nas mesmas condicdes que se
traduziram em curvas de calibragdo representadas através do programa Microsoft Excel
2013, onde foram também calculados todos os parametros em estudo: LIRL, limite
superior de resposta linear (LSRL), LD e declive.

O desvio padrédo relativo (%) da média dos potenciais das solugdes de Ap-42 permitiu

calcular a reprodutibilidade.

2.7 Avaliacgao seletiva dos elétrodos

O coeficiente de seletividade potenciométrica, Kj”gt, foi obtido para varios interferentes
através do método das solugbes mistas. Neste método foi mantida a concentracdo do
interferente enquanto se fez variar a concentragao do ido principal, o péptido AB-42.

Assim, para efetuar o estudo, foram adicionados 200pL de uma solugdo de interferente

cuja concentragdo se encontra dentro dos niveis fisioldgicos, 250 pL de Ap-42 a 5x107°

39



Desenvolvimento de um anticorpo plastico para a detegdo potenciométrica de um biomarcador da Doenca de
Alzheimer

mg/mL e 1550uL de MOPS 1x10° mol/L. Posteriormente, através da calibragdo do

elétrodo, verificou-se a resposta a presenca do interferente.

2.8 Analise da superficie

Os diferentes materiais (SWCNT, SWCNT-COOH, MIP e NIP) foram submetidos a
espectroscopia de Raman com microscopia confocal. Os espetros de Raman foram obtidos
para um laser de 532 nm, com uma poténcia de 8 mW e de 50 pm slit em abertura de
fenda. Os espetros Raman foram registados a temperatura ambiente, tanto para o0s SWCNT
simples como para os carboxilados, SWCNT-COOH. As medidas de FTIR foram
realizadas entre 400 a 4000 cm™ niimeros de onda, com uma resolugio de 32 e refletindo a
recolha de 100 espetros.

2.9 Analise de amostras

As amostras de soro humano foram avaliadas através dos pardmetros da curva de
calibragdo do péptido AP-42. Para a analise de amostras procedeu-se a dopagem de soro
com diferentes concentragdes de AB-42. Esta dopagem foi efetuada por adigdo de 250 pL
de uma solugdo de AB-42 (5 pg/mL), a uma solucdo contendo 1750uL de soro diluido 100
vezes em tampdo MOPS.

A determinacdo da concentracdo de AB-42 foi baseada no tracado prévio de uma curva
calibracdo, onde os valores de potenciais obtidos para diferentes concentracdes de amostra
dopada foram substituidos na equacdo de regressdo linear correspondente. Os ensaios
foram efetuados em triplicado. A precisdao dos resultados foi calculada através do célculo

desvio padrao.
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Capitulo 3 — Resultados

Neste capitulo sdo apresentados os resultados da caracterizacdo dos elétrodos com
diferentes membranas sensoras e da sua aplicacdo. A caracterizacdo apresentada descreve a
anélise morfoldgica dos respetivos materiais e o desempenho analitico dos varios
elétrodos, relativamente ao pH, LIRL, LSRL, LD e declive. Apresentam-se estudos de
seletividade as membranas que constituem os elétrodos e, por fim, a sua aplicacdo em

amostras de soro humano.

3.1 O material biomimético

Os anticorpos plasticos foram sintetizados por impressao molecular na superficie de
SWCNT de forma a obter um grande nimero de locais impressos. Os SWCNT foram
selecionados devido a sua grande area superficial, capacidade reconhecida de adsorcdo da
molécula molde (AB-42) e compatibilidade com grande parte de transdutores.

O processo geral da sintese do anticorpo pléstico consiste na ligacdo do péptido/proteina na
superficie do SWCNT, preenchimento dos locais disponiveis em torno da molécula molde
com uma estrutura adequada rigida e remocdo da proteina/péptido de forma a obter a
respetiva impressdo molecular. A polimerizacdo devera ocorrer sempre em condi¢bes
préximas daquelas patentes no sistema fisioldgico (de pH e de forca ionica, por exemplo) e
ndo devem impor um estimulo externo que conduza a sua alteracdo conformacional
(alteracdo conformacional ou quimica por acdo fisica ou quimica, como temperatura ou
agentes radicalares). A figura 14 apresenta um esquema geral das reacdes ocorridas para a
ligagdo covalente do AB-42 aos SWCNT.

Os acidos carboxilicos na superficie dos SWCNT foram ativados inicialmente pela sua
reacdo com EDAC. Esta reacdo forma um intermediario altamente reativo (O-acylisourea)
que rapidamente reage com NHS e da origem a um éster estavel (succinimidil
intermediario). Este éster permite a realizacdo da substituicdo nucleofilica com um grupo
amina prontamente disponivel no péptido AB-42, resultando assim na formacdo de uma
ligacdo amida entre os SWCNTSs e 0 AB-42.

O compdsito AP42-SWCNT foi incubado primeiramente com mondmeros de carga
positiva, de forma a promover locais especificos de interacdo entre a proteina e 0 material

polimérico, melhorando assim a especificidade do sensor. O material sensor foi lavado
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com tampdo pH 7,4 e incubado posteriormente em AAM (mondémero vinilico) e em
NNMBA (agente reticulante), ambos preparados na mesma solucdo tampdo. Apds um
periodo de incubacao que permitiu a orientacdo de monomeros e agentes de reticulagdo em
torno do AP-42 atraves de interacOes eletroestaticas, adicionou-se APS para iniciar a
polimerizagdo. A polimerizagdo ocorreu a temperatura ambiente durante uma hora, de
forma a evitar qualquer alteracdo na conformacao do péptido. Os SWCNT modificados

foram novamente lavados.

O peéptido foi entdo removido da matriz polimérica, por acdo de uma enzima proteolitica
(proteinase K). De seguida, o material sensor foi submetido a varias lavagens com agua
desionizada e tampédo, com o objetivo de remover fragmentos peptidicos presentes na

superficie sensora e de aumentar o pH a um nivel proximo da neutralidade.

3.2 Andlise da superficie dos materiais sensores

O perfil quimico dos diferentes materiais foi avaliado através da andlise dos espetros de
Raman e FTIR. A anélise foi efetuada para os materiais: i) SWCNT, ii) SWCNT-COOH,
i) MIP e iv) NIP. Estes tragados permitiram obter algumas consideragdes sobre a
eficiéncia da carboxilacdo dos nanotubos, polimerizacdo, bem como da remocdo da

molécula molde.

A espetroscopia de Raman é uma técnica que permite caracterizar e determinar a pureza
dos SWCNT. (Singh & Yadav, 2014) As diferentes bandas visiveis representam as

principais caracteristicas do espetro de Raman dos nanotubos de carbono.

As bandas de radial breathing mode (RBM), correspondem ao movimento simétrico no
qual todos os atomos vibram em fase no sentido radial e tém um valor de frequéncia entre
100 e 500 cm™ Estas bandas estdo relacionadas com o do didmetro do nanotubo

permitindo aferir sobre a homogeneidade/heterogeneidade do tamanho das amostras.

A banda relativa a frequéncia de deslocamento tangencial (G) proxima de 1590 cm™, bem
como a banda associada ao pico de segunda ordem (G”) séo sensiveis a transferéncia de
carga entre os nanotubos e a mistura reacional (Graupner, 2007). A banda (G) esta
relacionada com o modo tangencial (no plano) de dois atomos de carbono numa célula de
grafeno unitaria vibrando um contra o outro. Este modo € denominado por simetria da

camada interna Ex>G e representa o grau de cristalinidade dos nanotubos. (Burghard, 2005)
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As frequéncias atingidas pelo modo tangencial sio aproximadamente 1590 cm™ (G) e 2600
cm? (G’) e sdo sensiveis as alteragBes entre os nanotubos e as suas modificacdes.
(Dresselhaus et al., 2005; Nelson et al., 2007)

O formato e intensidade da banda (D), entre 1290 e 1350 cm™, estdo relacionados com
hibridizacdo sp® dos atomos de carbono. Esta banda estd associada aos defeitos e
modificagdes quimicas da estrutura hexagonal dos CNT, enquanto a intensidade relativa
das bandas D e G’ ¢ um indicador importante na quantidade de defeitos induzidos por

tratamento quimico. (Burghard, 2005)
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Figura 16 — Analise RAMAN dos diferentes materiais i) MWCNT, ii) MWCNT-COOH, iii) MIP ¢ iv) NIP

A estrutura geral do espectro destaca quatro picos muito distintos (figura 16 e 17), o
primeiro na regifo a volta dos 1300 cm™ (D), o segundo dos 1600 cm™ (G), o terceiro nas
altas frequéncias a volta dos 2600 cm™ (G") e o quarto a 1930 cm™. A figura 17 apresenta
os espetros de Raman individual de cada material analisado. Além disso, indica também a
razdo da intensidade entre os picos G e D, uma informacdo que permite determinar a
pureza e o grau de modificagdo quimica da amostra. E possivel visualizarmos diferencas
significativas de intensidade e deslocamento dos picos entre os diferentes materiais. Os

deslocamentos sdo essencialmente percetiveis para as bandas G’e D.
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Comparando a presenca e deslocamento de bandas entre SWCNT e SWCNT-COOH, os
ultimos apresentam duas bandas adicionais a, aproximadamente, 1540,7 e a 267,7 cm™
bem como o deslocamento das bandas G” e G, em cerca de 60 e 9 cm™ para a direita. Estas
alteracdes estdo associadas aos defeitos presentes nas paredes dos nanotubos, provocados
por modificagBes quimicas resultantes da oxidacdo quimica dos SWCNT e que originaram
o aparecimento de grupos —OH, —CHO e —COOH na sua superficie. E observado um
decréscimo na razao entre as bandas G e D dos SWCNT em relacdo aos SWCNT-COOH

(Ic/lp) de 7,9 para 2,1, significando que os defeitos aumentam apds modificacdo quimica.
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Figura 17 - Espetro de RAMAN para os CNT, CNT-COOH, MIP e NIP separados e racio das intensidades G/D

Relativamente aos espectros Raman dos materiais MIP e NIP, as informagdes mais
relevantes envolvem altera¢Bes ao nivel das bandas G e D, bem como a razdo dos seus
picos (figura 16 e 17). As razdes lc/lp para os materiais MIP e NIP foram iguais a 4,4 e a
4,7, respetivamente. Estes valores foram muito proximos, o que era de esperar uma vez que
a matriz polimérica é idéntica. Por outro lado, esta razdo aumentou relativamente aos
SWCNT-COOH, significando que os defeitos diminuiram e implicando, genericamente,
uma maior prevaléncia de ligagdes sp? de carbono. Foi ainda possivel observar um
deslocamento dos picos G*, G e D para a direita, comparativamente ao passo precedente da
modifica¢do quimica (SWCNT-COOH) e evidenciar a banda adicional a cerca de 1900 cm”

1. O deslocamento das bandas foi igual a cerca de 13, 9 e 12 cm™, respetivamente.
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Comparando os polimeros MIP e NIP entre si, observaram-se também ligeiras diferencas.
Entre elas, verificou-se um deslocamento ligeiro das bandas G”, G e D, em cerca de 2,0

cm™, e um aumento em 0,3 da razdo lc/Ip do NIP.

Os espetros de FTIR/ATR foram tracados para 0s mesmos materiais com 0 objetivo de
identificar os grupos funcionais ligados a superficie dos SWCNT. Este tipo de analise é
bastante utilizado para a determinacéo estrutural de moléculas, permitindo que se estude a
superficie quimica e as interacdes e perturbacdes que nela ocorrem (figura 18). (Titus et
al., 2006)

SWCNT SWCNT-COOH MIP

Transmitincia

................

3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda(cm)

Figura 18 - Espetro de FTIR para os CNT, CNT-COOH, MIP e NIP

A figura 18 mostra a comparacdo entre os diferentes materiais e, tal como se pode
observar, na amostra de SWCNT quase que ndo ha evidéncias de picos de absor¢do. No
entanto, ap6s o tratamento com &cido verificou-se o aparecimento de um grande nimero de
novos picos. O pico observado para os SWCNT-COOH a 1701 cm™ pode ser atribuido ao
estiramento da ligagcdo C=0 patente no acido carboxilico; o pico a 1545 cm™ pode estar
relacionado com o estiramento da ligagdo C=C dos SWCNTs; e o0 pico a 1150 cm™ estard
ligado ao estiramento da ligagdo C—O (epoxi ou &lcool, tipicamente). (Dyke & Tour, 2004;
Titus et al., 2006).
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Os materiais MIP e NIP apresentaram perfis de espetro FTIR semelhantes entre si, com
picos de absorcdo centrados a 1723, 1539, 1444, 1087,67 e 856 cm™. Estes picos
evidenciaram também o estiramento do grupo carbonilo C=0, liga¢do C=C e da ligacdo C—
O. Comparando com os CNT-COOH, estes picos encontram-se igualmente presentes,
tendo-se deslocado ligeiramente em valor de nimero de onda (para valores superiores ou
inferiores), sugerindo assim a ocorréncia de modificacdo na superficie dos SWCNTs

carboxilados.

3.3 Caracteristicas de funcionamento dos sensores

As membranas foram preparadas com diferentes caracteristicas para que fosse possivel
perceber qual a composicdo que corresponde ao melhor desempenho potenciométrico,
baseado nas caracteristicas operacionais dos diferentes elétrodos. As curvas de calibracao
foram obtidas pela média dos valores de trés ensaios permitindo tirar as conclusdes

pretendidas.

Além do material biomimético (MIP ou NIP), os sensores de AB-42 foram também
preparados com e sem aditivos. Esta precaucdo deve-se ao facto de os materiais sensores
poderem comportar-se como substancias ionoforas e haver necessidade de um aditivo
ionico para desencadear a resposta potenciométrica. Os aditivos ionicos utilizados foram o
TpCIPB como aditivo de carga negativa e 0 TOB como aditivo de carga positiva, em
diferentes membranas contendo o sensor MIP. A estes compostos foram adicionados
solvente plastificante (o0NFOE) e PVC, comum a todas as membranas. Foram também
preparadas membranas que continham apenas aditivos ionicos, permitindo identificar o

efeito individual destes componentes no desempenho dos elétrodos.

Assim, na tentativa de identificar o pH mais adequado a resposta destes elétrodos, foram

realizados ensaios a diferentes valores de pH.

3.3.1 Tampéo de pH 6
A calibragdo com 1,0x10* mol/L de tampdo MOPS revelou que todos os ESIs com
material sensor apresentaram uma resposta cationica nestas condicdes (tabela 3), e que esta
resposta poderia ser de melhor ou de pior qualidade em termos de extensdo da resposta

linear e da qualidade dessa resposta consoante a composi¢do da membrana seletiva.
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As diferentes concentracdes de AB-42 utilizadas neste estudo tiveram como objetivo aferir
qual a gama em que este péptido originaria uma melhor resposta potenciométrica.
Considerando a reduzida concentracdo da solucdo AP-42 comercializada, tornou-se
necessario realizar o procedimento de calibracdo no sentido “descendente”, promovendo
uma variagdo decrescente de AB-42, entre 2,34 a 0,1138 pg/mL.

De uma forma geral, verificou-se que a grande parte dos elétrodos apresentou declives
abaixo dos valores tedricos para uma espécie de carga +1, a excegdo dos elétrodos | e II,
que apresentaram um valor de declive igual a 62,15 e de 58,71 mV/década, respetivamente
(Tabela 3). O ESI | apresentou um comportamento linear a partir dos 1,23 pg/mL e um
limite de detecdo de 1,2 pg/mL. O elétrodo MIP com aditivo cationico (ESI I11) apresentou
o declive mais baixo, de 48,75 mV/década.
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Figura 19 - Curva de calibracdo em tamp&o MOPS 1,0x10* M, pH 6.

Além disso, alguns dos elétrodos ndo apresentaram linearidade na gama de concentracéo

estudada, tal como se pode verificar pelos coeficientes de correlacdo muito baixos patentes
na tabela 3.
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Tabela 3- Parametros potenciométricos em MOPS 1,010 M, pH 6

- I 1 Il v \ VI
Caracteristica
MIP NIP MIP+TOB MIP+TpCIPB TOB TpCIPB
Declive, mv/década 62,15 58,71 24,30 48,75 24,79 46,75
LIRL pg/mL 1,23 1,15 0,82 0,81 0,91 0,79
LSRL pg/mL 2,16 2,64 2,64 2,64 1,835 2,64
LD pg/mL 12 12 11 1,0 1.2 1,0
R? (n=3) 0,97 0,92 0,98 0,93 0,96 0,98

3.3.2 Tampéo de pH 8

A calibracdo com 1,0x10° mol/L de tamp3o MOPS indicou que todos os ESIs foram
capazes de promover uma resposta catidnica nestas condicdes (tabela 4). Verificou-se que
os ESIs I, V e VI apresentam declives superiores aos valores teoricos (dados pela equacéo
de Nernst). Os declives foram iguais a cerca de 75, 64 e 66 mV/década, respetivamente.

Em contraste, os elétrodos Il e IV apresentaram baixos declives, de 43,97 e de 39,34
mV/década, correspondendo ao NIP e MIP com aditivo anidnico, respetivamente. Estes
elétrodos apresentaram LDs proximos entre si, com variacdes entre 0,68 e 0,76 pg/mL,

respetivamente.
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Figura 20- Curva de calibragdo em tamp&o MOPS 1,010 M, pH 8.

O ESI Il (MIP com aditivo catiénico) apresentou caracteristicas proximas das Nernstianas
e menor LD. Os valores médios de declive e de LD foram iguais a 59,04 mV/décadae 0,72
pug/mL, respetivamente. O elétrodo que demonstrou piores caracteristicas operacionais foi

0 ESI IV (MIP com aditivo aniénico), com um declive de 39,34 mV/década e um LD de
0,76 pg/mL.

Tabela 4- Parametros potenciométricos em MOPS 1,010 M, pH 8

I I i \Y V VI

MIP NIP MIP+TOB MIP+TpCIPB TOB TpCIPB

Declive, mvidécada | 75,13 43,97 59,04 39,34 64,00 66,21
LIRL pg/mL 0,97 0,89 0,77 0,82 0,77 0,77
LSRL pg/mL 2,34 2,34 2,33 2,34 2,34 2,34
LD pg/mL 0,79 0,75 0,72 0,76 0,72 0,68
R? (n=3) 0,99 0,97 0,98 0,97 0,97 0,97

Dos resultados obtidos, foi possivel aferir que os elétrodos em que a matriz imobilizadora
de PVC continha material sensor de impressdo molecular, MIP, foram aqueles com

melhores caracteristicas operacionais e que a presenca do aditivo cationico na membrana
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contribuiu para a melhoria do valor de LD obtido. No entanto, esta melhoria do declive de
uma espécie cationica pela adi¢do de um aditivo cationico nao € consistente, uma vez que a
presenca de cargas iguais as do péptido AB-42 dentro da membrana ndo promove a sua
interacdo com os locais de ligacdo. Nesta fase, optou-se pela utilizacdo de materais MIP,
capazes de gerar resposta potenciometrica de qualidade sem qualquer adtivito, ou de
materiais MIP com aditivo anionico, capaz de promover o aumento da interacdo entre a

proteina alvo e o material biomimético presente na membrana.

3.3.3 Tempo de resposta, tempo de vida e estabilidade

O tempo necessario para que um valor de potencial seja constante corresponde ao tempo de
resposta, sendo que, neste trabalho, esse potencial foi definido em + 3 mV. A concentracao
inicial de AB-42 neste estudo foi igual a 5 pg/mL. A estabilizacdo inicial do valor de
potencial demorou cerca de 5 minutos, verificando-se um tempo de estabilizacdo de cerca

de 30 segundos apos o inicio da diminui¢do da concentracao.

A reprodutibilidade e repetibilidade dos resultados foram avaliadas por calibragdes
consecutivas, com pouco tempo entre si (horas ou 1 dia). De uma forma geral, as
calibracOes registadas reveleram que as caracteristicas potenciométricas gerais dos ESIs
com melhores caracteristicas de resposta se mantiveram por um periodo de cerca de 3

semanas.

3.4 Seletividade do sensor

A analise da seletividade dos sensores é das caracteristicas mais importantes no que diz
respeito a aplicacdo analitica dos ESIs. Um importante componente que evidéncia grande
influencia nesta propriedade é o material eletroativo, uma vez que o mecanismo de
seletividade € determinado, maioritariamente, por aspetos estéreo-especificos e
electroestaticos. O facto de os ESIs serem seletivos apenas para um ido mas nao
especificos para essa espécie indica que estes elétrodos podem detetar outros ibes na

solucdo, mas que a sua resposta é sempre dominada pelo i&o principal.

O estudo de seletividade foi realizado recorrendo ao metodo das solugBes misturadas,
avaliando a variacdo do LD decorrente das curvas de calibragdo observadas. Neste estudo

foram utilizadas como espécies interferentes a acetilcolina, a aloumina, a creatinina e a
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ureia. As concentracdes utilizadas para estas espécies foram o0s niveis maximos admitidos
no soro para cada uma destas, ndo sendo provavel a sua presenca acima desses valores
limite.

De uma forma geral, os LDs obtidos foram muito semelhantes aos da calibracdo com o
analito de interesse AB-42 (tabela 5). Os resultados obtidos sugerem que a presenca destes
compostos ndo interferiu nos resultados analiticos em termos de gama operacional de
trabalho.

Tabela 5 - Comparacdo dos limites de detecdo nos diferentes interferentes relativamente ao soro.

Espécie Concentragao de LD, ug/mL

interferente interferente, xg/mL ESI | ESI I ESI IV
Acetilcolina 8,20x10® 0,54 0,54 0,40
Creatinina 1,20x10° 0,54 0,54 0,54
Albumina 5,20x10° 0,54 0,45 0,42
Ureia 4,00x10* 0,54 0,54 0,54
Soro (comb) — 0,52 0,52 0,52

Da analise dos coeficientes de seletividade foi também possivel concluir que os sensores
apresentaram baixos valores de log KPOT (tabela 6) e que o sensor MIP apresentou para
todos os interferentes um menor valor de coeficiente de seletividade potenciométrica do
que o material NIP e ou 0 MIP com aditivo anidnico. Além disso, o ESI com material NIP
apresentou uma elevada interferéncia da albumina e o ESI com material MIP e aditivo

anionico foi grandemente afetado pela acetilcolina.
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Tabela 6 - Log de KPOT calculado pelo método das solugdes mistas, em MOPS pH 8,0

Log KPOT
Espécie interferente

ESII ESI I ESI IV
Acetilcolina -0.016 -0.016 0.114
Creatinina -0.016 -0.016 -0.016
Albumina -0.016 0.063 -0.016
Ureia -0.016 -0.016 -0.016

3.5 Analise de amostras

A aplicacdo dos ESIs foi testada através do tracado de calibracbes com diferentes
concentracdes de AB-42 em soro humano diluido, tendo por objetivo identificar qual o
impacto do soro humano nos parametros gerais da curva de calibracdo. As concentragcdes
de AB-42, em estudo, variaram entre 2,34 e 0,55 pg/mL.

Para este estudo foi usado apenas o sensor MIP uma vez que para 0s restantes sensores
com aditivo as caracteristicas de desempenho registadas ndo foram consistentes. Os
resultados obtidos encontram-se na tabela 7, indicando-se ai os valores de recuperacao e 0s

erros associados.

Tabela 7- Resultados obtidos para a analise em soro humano

Concentracédo de Ap-42 Recuperagéo Erro
(ug/mL) (%) (%)

1,31 103,5 + 0,083 3,54+ 0,08

1,08 107,5+0,22 749+0,11

0,71 102,3+ 0,08 2,34+ 0,08

Foram obtidos resultados concordantes entre a concentragdo adicionada e a obtida de Af-
42, com indices de recuperacdo situados entre os 102,3 e os 107,5% e erros relativos entre
2,34 e 7,49. O desvio padrdo relativo entre cada ensaio foi inferior a 5%.
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Capitulo 4 — Discusséo

Neste capitulo sdo abordadas as principais observacdes retiradas sobre os resultados
obtidos e mencionados no capitulo anterior, nomeadamente sobre a analise da superficie
dos sensores, bem como os resultados das calibragcOes realizadas a diferentes valores de
pH.

4.1 Analise da superficie dos materiais sensores

A anélise superficial dos materiais foi avaliada por RAMAN e FTIR e permitiu confirmar a
modificacdo quimica dos diferentes materiais.

As diferencas entre os espectros RAMAN permitiram comprovar a oxidagdo quimica dos
SWCNT. Este tratamento gerou defeitos nas paredes dos mesmos atribuindo-lhes grupos
funcionais que se presumem ser —OH, —-CHO e —COOH, segundo a literatura. (Burghard,
2005) Esta alteracéo é confirmada pela diminui¢do da raz&o da intensidade das bandas G/D
entre 0s SWCNT e 0s CNT-COOH (7,9 para 2,1).

Em relacdo a ocorréncia de polimerizacdo dos materiais MIP e NIP, esta é confirmada
através da alteracdo na razdo dos picos entre as bandas G e D e pelo deslocamento dos
picos G”, G e D para valores inferiores de deslocamento Raman. O aumento da razdo das
bandas Ic/Ip revelou uma diminuigdo dos defeitos dos materiais poliméricos relativamente
a modificacdo anterior e, por conseguinte, confirmou a presenca de um material cristalino e

com maiores ligacdes de carbono sp® presentes na superficie dos CNT-COOH.

A andlise FTIR permitiu confirmar a oxidacdo quimica dos SWCNT através de bandas
adicionais presentes na superficie dos nanotubos oxidados gquimicamente (SWCNT-
COOH). A polimerizacdo dos materiais MIP e do NIP foi também confirmada, uma vez
que as bandas presentes no material oxidado sofreram um deslocamento ligeiro, sinal de
modificacdo e alteracdo da superficie. Além disso, o perfil dos espetros MIP e NIP foi
muito semelhante, e diferente do material SWCNT oxidado, confirmando assim a presenca
de uma modificacdo semelhante entre MIP e NIP e que sé poderia ter sido a formacéo de

polimero.
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Calibracdo com tampdoapH 6e 8

Relativamente ao comportamento observado a pH 6, constatou-se que os materiais MIP e
NIP foram capazes de produzir resposta potenciométrica, sendo a maior sensibilidade
observada para as membranas com material MIP. No entanto, apesar destes materiais
oferecem respostas analiticas diferenciadas, a resposta potenciométrica parece ter sido
dominada por interacbes ndo especificas com o material, uma vez que a diferenca de

declive entre ambas as unidades ronda apenas os 4 mV/década.

Do ponto de vista do efeito do aditivo a pH 6, parece claro que a resposta dos elétrodos
MIP com aditivo é determinada pela presenca desse mesmo aditivo. Efetivamente, os
valores de declive os elétrodos MIP com aditivo e do controlo respetivo sdo da mesma
magnitude, indicando que o papel do material MIP nestes elétrodos foi secundario, ndo
dominando a resposta potenciométrica. Por outro lado, os elétrodos com aditivo TOB
apresentaram declives muito inferiores aos demais ESIs, algo que seria esperado
considerando que o aditivo colocado na membrana era da mesma carga que a da espécie
gue promove a variacdo de potencial em solucdo, e que sO podera ser o péptido AB-42,

uma vez que € a Unica espécie cuja concentracdo varia ao longo da curva de calibracao.

Nas calibracdes a pH 8 todos os elétrodos parecem oferecer uma boa resposta analitica em
termos de declive e de LD. Alguns elétrodos apresentaram inclusivamente declives
superNernstianos, algo que ndo seria esperado uma vez que se tratam de ESIs de controlo e
com apenas material MIP. Um outro registo anémalo neste estudo relacionou-se com a
presenca de declives superiores para ESIs com aditivo cationico e declives inferiores para
ESIs com aditivo anidnico. O resultado esperado seria exatamente o contrario, e havendo
tempo de experiéncia cientifica, seria adequado repetir estes ensaios no sentido de se
confirmar a auséncia de troca destas unidades potenciométricas.

Comparando os resultados obtidos entre os materiais MIP e NIP a valores de pH 6 e 8, 0s
ensaios a pH 8 parecem favorecer as respostas analiticas seletivas ao péptido Ap-42, isto
porque a diferenga de comportamento entre MIP e NIP foi notoria a pH 8, cujos declives
diferiram mais de 30 mV/década. Este aspeto foi considerado muito importante do ponto
de vista analitico, uma vez que se assumiu que a resposta do material NIP foi condicionada
por interacdes nao especificas com o material polimérico presente e que a diferenga entre o
material MIP e NIP evidenciou as interacbes especificas com as cavidades formadas no
material polimérico.
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4.3 Seletividade do sensor

Os ESls utilizados no estudo de seletividade foram o NIP e o MIP, tendo por objetivo
confirmar se essa diferenca em termos de comportamento analitico se traduzia em termos
de seletividade. Por outro lado, incluiu-se ainda neste estudo o ESI com material MIP e
aditivo anionico, uma vez que esta composicdo seria a Unica capaz de intensificar a
repsosta do elétrodos face ao péptido AB-42. Isto, independentemente dos maus resultados
obtidos para este elétrodo a pH 8.

De uma forma geral, os resultados obtidos indicaram melhores caracteristicas de
seletividade para os elétrodos que continham apenas o material MIP, confirmando assim a
presenca de interacdes especificas reveladas anteriormente pela diferenca significativa
entre os declives destes elétrodos.

4.4 Analise de amostras

Os resultados obtidos confirmam a boa precisdo desta nova abordagem analitica e uma boa
exatiddo, face a indices de recuperacdo préximos dos 100% e a erros relativos reduzidos,

associados a desvios padrdo inferiores a 5%.
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Concluséao

Este trabalho permitiu aplicar a tecnologia de impressdo molecular na producdo de
recetores sintéticos para o péptido AB-42, capazes de resistirem a condi¢fes extremas de
temperatura, pressdo, pH e solventes organicos.

A selecdo adequada do processo de impressdo foi crucial bem como o tipo de material
polimérico. A polimerizacdo em superficie foi relevante, uma vez que a densidade de
locais de ligacdo esperada por esta abordagem é superior aquela decorrente de outra
estatrdgias de polimerizagdo. A utilizacdo de SWCNT como superficie recetora de
impressdo poderd também ter contribuido para as boas caracteristicas de resposta
observadas, sobretudo a pH 8. Este nanomaterial apresenta caracteristicas elétricas
excecionais, decorrentes da sua organizacdo nanoestrutural em forma de tubo e da
composicdo da matriz de carbono, quase exclusivamente organizada em carbonos com
hibridago sp?.

O efeito da presenca dos aditivos lipolificos i6nicos na membrana ndo foi muito
consistente. A pH 6 a associagdo dos materiais MIP aos aditivos forneceu resultados
coerentes mas a resposta foi claramente dominada pelo aditivo presente. A pH 8 a
associacdo entre materiais MIP e aditivos ndo foi consistente. Esta auséncia de consiténcia
nos resultados obervados levou a escolha de ESIs com material MIP para a aplicacdo deste

sensor a analise de soro.

De uma forma geral, os resultados da analise de soro diluido dopado forneceram resultados
precisos e exatos. Comparando com outros métodos concorrenciais, a metodologia
proposta apresenta como vantagens uma concecgédo simples, o baixo tempo de resposta, boa
precisdo, os baixos LDs e a boa seletividade. Além disso, esta metodologia demonstrou ser
simples, precisa e de baixo custo, do ponto de vista do consumo de reagentes e de

equipamento envolvido.

Em suma, os resultados obtidos abrem grandes expetativas em torno dos polimeros de
impressdao molecular, atuando também como uma ferramenta promissora para aplicacoes

diretas em contexto de ponto de cuidado.
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