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Resumo

O cancro é uma das principais causas de morte em todo o mundo. Entre as
mulheres, o cancro da mama é o mais frequente. A dete¢do precoce do cancro é de extrema
importancia na medida em que pode aumentar as possibilidades de cura dos pacientes e
contribuir para a diminui¢do da taxa de mortalidade desta doenca. Um método que tem
contribuido para a detecdo precoce do cancro é a andlise de biomarcadores.
Biomarcadores associados ao cancro da mama, como o Recetor 2 do Fator de Crescimento
Epidérmico Humano (HER2) e o Antigénio Carbohidratado 15-3 (CA 15-3), podem ser

detetados através de dispositivos como os biossensores.

Neste trabalho foram desenvolvidos dois imunossensores eletroquimicos para a
analise de HER2 e CA 15-3. Para ambos os sensores foram utilizados, como transdutores,
elétrodos serigrafados de carbono. A superficie destes transdutores foi nanoestruturada

com nanoparticulas de ouro.

Foram realizados imunoensaios ndo-competitivos (do tipo sandwich) em ambos os
imunossensores, cuja estratégia consistiu na (i) imobilizacdo do respetivo anticorpo de
captura na superficie nanoestruturada dos elétrodos, (ii) bloqueio da superficie com
caseina, (iii) incubacdo com uma mistura do analito (HER2 ou CA 15-3) e o respetivo
anticorpo de detecdo biotinilado, (iv) adicdo de estreptavidina conjugada com fosfatase
alcalina (S-AP; a AP foi utilizada como marcador enzimatico), (v) adicdo de uma mistura
do substrato enzimatico (3-indoxil fosfato) e nitrato de prata, e (vi) detecdo do sinal
analitico através da redissolucdo anddica, por voltametria de varrimento linear, da prata

depositada enzimaticamente.

Com as condig¢des experimentais otimizadas, foi estabelecida a curva de calibracao
para a analise de HER2 em soro, entre 15 e 100 ng/mL, obtendo-se um limite de detegio
de 4,4 ng/mL. Para o CA 15-3 a curva de calibracdo (em solucdo aquosa) foi estabelecida

entre 15 e 250 U/mL, obtendo-se um limite de dete¢do de 37,5 U/mL.

Tendo em conta o valor limite (cutoff value) estabelecido para o HER2 (15 ng/mL)
pode-se comprovar a possivel utilidade do imunossensor desenvolvido para o diagnéstico
precoce e descentralizado do cancro da mama. No caso do CA 15-3 serdo necessarios
estudos adicionais para se poder avaliar a utilidade do imunossensor para o diagnéstico

do cancro da mama.

Palavras-chave: cancro da mama, biomarcadores, HER2, CA 15-3, imunossensor

eletroquimico, elétrodos serigrafados de carbono, nanoparticulas de ouro
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Abstract

Cancer is one of the leading causes of death worldwide. Among women, breast
cancer is the most frequent type of cancer. Early diagnosis of cancer is of the utmost
importance because it can increase the chances of curing the patients and reduce the
mortality rate. The analysis of cancer biomarkers has contributed to the early detection of
cancers. Biomarkers associated with breast cancer, like Human Epidermal Growth Factor
Receptor 2 (HER2) and Carbohydrate Antigen 15-3 (CA 15-3), can be detected using

biosensors.

In this work, two electrochemical immunosensors were developed for the analysis
of HER2 and CA 15-3. Screen-printed carbon electrodes, nanostructured with gold

nanoparticles, were used as the transducers for both sensors.

Non-competitive (sandwich) immunoassays were used and consisted of the
following steps: (i) immobilization of the respective capture antibody on the
nanostructured transducer surface, (ii) blocking of the surface with casein, (iii) incubation
with a mixture of analyte (HER2 or CA 15-3) and the respective (biotinylated) detection
antibody, (iv) addition of streptavidin linked to alkaline phosphatase (S-AP; AP was used
as the enzymatic label), (v) addition of the enzymatic substrate (3-indoxyl phosphate) and
silver nitrate, and (vi) detection of the analytical signal through the anodic stripping of the

enzymatically deposited silver by linear sweep voltammetry.

Using the optimized experimental conditions, the calibration curve for the analysis
of HER2 in serum was established between 15 and 100 ng/mL, with a limit of detection of
4,4 ng/mL. For the analysis of CA 15-3 (in aqueous solution) the concentration range was

between 15 and 250 U/mL, with a limit of detection of 37,5 U/mL.

Based on the established cutoff value for HER2 (15 ng/mL) it can be concluded
that the developed electrochemical immunosensor could be a promising tool for the early
and decentralized diagnosis of breast cancer. Regarding CA 15-3 aditional studies will
have to be performed in order to evaluate the immunosensor’s utility in breast cancer

diagnosis.

Keywords: breast cancer, biomarkers, HER2, CA 15-3, electrochemical

immunosensor, screen-printed carbon electrodes, gold nanoparticles
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Capitulo 1

Introducao

Ao longo dos anos, varios tém sido os problemas de satide que afetam a populagido

mundial. Entre eles esti o cancro. O cancro resulta do crescimento de células de uma

forma descontrolada e muito rapida, afetando a formacao de tecidos do corpo humano(1,

2].

O cancro é uma das principais causas de morte em todo o mundo tendo sido o

responsavel por 7,6 milhoes de mortes em 2008(3].

Entre os cinco tipos mais comuns de cancro que afetam as mulheres, o cancro da

mama € o mais frequente, responsavel por 1,38 milhdes de novos casos em 2008, o que

corresponde a 23% de todos os tipos de cancro[4, 5]. No mesmo ano, foram

diagnosticados, em Portugal, 5333 casos de cancro da mama em mulheres, o

correspondente a 27,7% de todos os tipos de cancro, conforme se pode ver na Figura

1.1[5].

Incidence

5556 (28.9%) —— 5,333 (27.7%)
517 (2.7%)
520 (2.7%)
674 [3.5%) — 3001 (15.B%)
740 [3.8%)
852 [4.4%)/:’. 1,103 (5.7%)
549 [4.9%)

Ereast
Colorectum
B Stomach
Cervix uter
(Corpus uter
B Mon-Hodgkin kmphoma
W Lung
B Cvary
B Melanoma of skin
Other and unspecified

Figura 1.1 - Incidéncia de cancro na mulher, em Portugal (GLOBOCAN 2008)[5]

Apesar do cancro da mama ter alta incidéncia e mortalidade na mulher, também

pode afetar os homens. Contudo, de todos os casos detetados em Portugal, apenas 1%

corresponde a homens|[6].



Sendo o cancro uma area de grande impacto na sociedade, o investimento na
investigacdo que conduz a prevencdo, diagndstico e tratamento desta doenca é
inquestionavel. Apesar de constantemente se descobrirem novos dados acerca do cancro,
é importante encontrar solugdes e desenvolver métodos de diagnostico que permitam a
detecdo precoce do mesmo, uma vez que, quanto mais cedo o cancro for detetado, mais
eficaz serd o tratamento aplicado e maior a probabilidade de cura, o que
consequentemente possibilita uma melhor qualidade de vida das pacientes e uma

diminuicdo da taxa de mortalidade[7].

O diagnéstico do cancro da mama é feito, normalmente, através de exames
radiologicos, como é o caso da mamografia. Se for detetada alguma anormalidade, como
por exemplo um noédulo, pode ser necessdaria a realizacdo de uma biépsia de forma a ser
obtido um diagnoéstico conclusivo, antes de se avangar com qualquer abordagem
terapéutica. No entanto, todo o processo envolvido é demorado, pode ser invasivo e, por
vezes, aquando da realizacdo do diagndstico, varias pacientes ja apresentam metastases
noutros 6rgaos[8]. Esta realidade conduziu a investigacdo no sentido de identificar as
mudancas bioquimicas associadas ao cancro, o que levou a avancos na detecdo e
tratamento da doenca[9]. Um método de elevada importancia no diagnostico precoce do
cancro da mama é a detecdo de marcadores tumorais, ou biomarcadores[10]. Estes
biomarcadores sdo substancias que se encontram no corpo quando o cancro esta
presente[11, 12]. Os biomarcadores presentes em fluidos biolégicos, em especial no
sangue, sdo 0s mais promissores para o desenvolvimento de métodos de rastreio[10]. Um
simples teste de sangue que permita a dete¢do do cancro numa fase inicial pode evitar a

morte de milhdes de pessoas e reduzir o sofrimento dos pacientes e das suas familias.

Um biomarcador é um indicador de um processo biolégico normal ou de um
processo que ocorre durante o desenvolvimento de uma doencga, ou como resposta a um
determinado medicamento durante uma intervencdo terapéutica[l3, 14]. Entre os
diversos biomarcadores do cancro da mama estdo o Antigénio Carbohidratado 15-3 (CA
15-3, do inglés Carbohydrate Antigen 15-3) e o Recetor 2 do Fator de Crescimento
Epidérmico Humano (HERZ2, do inglés Human Epidermal growth factor Receptor 2). Uma
detecdo de valores anormais destes biomarcadores no corpo humano, permitira um

diagnostico precoce e uma rapida intervengdo no tratamento da doenga.



Dispositivos como os biossensores tém vindo a ser utilizados para a detegdo dos
biomarcadores. Os biossensores convertem uma interagdo bioquimica num sinal elétrico,
Otico ou térmico mensuravel e apresentam caracteristicas como facil utilizacao,

portabilidade e robustez, permitindo a rdpida andalise de biomarcadores [7, 15, 16].

Um exemplo de biossensores utilizados na detecdo de biomarcadores de cancro
sdo os imunossensores eletroquimicos. Estes dispositivos combinam a formacido do
complexo gerado, a partir da interacdo entre um antigénio e um anticorpo, com a

transducdo eletroquimica, determinando a concentragdo do analito[17, 18].

Com o objetivo de aumentar a sensibilidade dos biossensores e o seu desempenho,
a area da Nanotecnologia tem vindo a desenvolver materiais que cumprem o
pretendido[19]. Exemplo desses materiais sdo as nanoparticulas de ouro. As
nanoparticulas (NPs) apresentam didmetros inferiores a 100 nm e, devido ao seu tamanho

e estabilidade, tornam-se vantajosas no diagnostico do cancro[20].

O principal objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de imunossensores
eletroquimicos para a detecdo dos biomarcadores de cancro da mama HER2 e CA 15-3.
Para atingir este objetivo foram utilizados, como transdutores, elétrodos serigrafados de
carbono (SPCE, do inglés Screen-Printed Carbon Electrodes) cuja superficie foi modificada
com nanoparticulas de ouro (AuNPs). Foi desenvolvido um imunoensaio ndo-competitivo
(do tipo sandwich) e a detecdo do produto da reacdo enzimatica foi realizada por

voltametria de varrimento linear.



1.1. A Mama

As mamas sao 6rgdos glandulares que se localizam simetricamente na face anterior
do térax[1]. Verticalmente, estendem-se desde o 22 ao 62 arco costal e transversalmente,
desde o rebordo do esterno a linha médio-axilar. Sio mantidas na sua posicao pelos

ligamentos suspensores de Cooper[21].

As glandulas mamarias tém como func¢do a producdo e secrecdo de leite para a
amamentac¢do. Cada glandula mamaria é normalmente constituida por 15 a 20 lobos
cobertos por tecido adiposo, o qual determina a forma da mama[l]. Cada lobo ¢é
constituido por varios l6bulos, os quais, por sua vez, contém alvéolos. O leite é produzido
nos lobulos e segregado pelos alvéolos para determinados ductos, através dos canaliculos.
Estes ductos convergem formando os canais galactéforos, os quais sdo independentes
entre si. Cada um destes canais termina a superficie do mamilo e esta associado a um
unico lobo. Na zona proximal do mamilo, o canal galactéforo dilata e forma um pequeno
reservatério chamado seio galactéfaro, antes de se tornar mais estreito a medida que

atravessa o mamilo e se abre a superficie do mesmo (Figura 1.2)[1, 21].

Ao longo da vida de uma mulher, a mama sofre altera¢des em funcio da idade, ciclo

menstrual, toma de pilulas anticoncepcionais, fatores hormonais, gravidez ou menopausa.
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Figura 1.2 - Glandula mamaria[1]



1.2. Cancro da Mama

O cancro, ao contrario do que se possa por vezes pensar, ndo é uma doenca Unica.
A ele estdo associadas mais de 200 doencas que tém em comum o crescimento

descontrolado de células e que podem afetar qualquer parte do corpo humano[7, 22].

Todo o corpo humano é composto por células. Desde que uma célula é formada até
que se divide para originar duas novas células, ela passa pelo ciclo celular, o qual consiste

de duas fases: a interfase e a divisdo celular.

Durante a interfase, a célula desenvolve atividades metabdlicas, realiza designadas
fungbes e prepara-se para a divisdo celular, processo durante o qual sdo produzidas novas

células, importantes para o crescimento e regeneracao de tecidos do corpo|[1].

0 processo de divisdo celular ocorre de forma controlada e ordenada. A maioria
das células cresce, divide-se e morre. Existem genes responsaveis pelas funcdes celulares
basicas numa célula. Estes genes sdo os proto-oncogenes. No entanto, quando estes genes
sofrem mutagdes (sejam elas mutacdes espontaneas ou em resposta a fatores ambientais
como por exemplo, habitos alimentares, exposicdo a radiagdo ou a substancias
carcinogénicas) tornam-se oncogenes, fazendo com que as células, em vez de morrerem,
continuem a crescer e a formar células anormais, contribuindo assim para o

desenvolvimento do cancro [1, 23, 24].

Devido a este crescimento descontrolado por parte das células, forma-se um
conjunto, ou massa, de células anormais que ndo vao funcionar conforme o seu objetivo

inicial. A esta massa da-se o nome de tumor[23].

Um tumor pode ser benigno ou maligno. Nos tumores benignos as células
permanecem localizadas, ou seja, ndo invadem outros tecidos, e o tumor apresenta limites
claros. Este tipo de tumor nao é considerado cancro e nio coloca, normalmente, a vida do
paciente em risco, embora por vezes seja necessaria a sua remocido devido ao

desenvolvimento de problemas de satude relacionados com o seu tamanho e localizacao.

Por outro lado, os tumores malignos ndo apresentam uma forma bem delimitada e
as células tumorais invadem e destroem tecidos vizinhos. Para além disto, podem ainda
alastrar para outras partes do corpo, através dos vasos linfaticos ou da corrente
sanguinea, dando origem a novos tumores, processo designado por metastizacdo. Um

tumor maligno é cancro[23, 24].



A denominac¢do de um tipo de cancro é, na maioria dos casos, a mesma do érgdo ou
tipo de célula onde este se iniciou. Por exemplo, se o cancro teve inicio no pulmao, sera
denominado cancro do pulmdo; se se inicia nos melandcitos, serd denominado por
melanoma[2]. O tipo de cancro que tem inicio nas células do tecido mamario é designado

por cancro da mama.

1.2.1. Tipos de Cancro da Mama

Existem diversos tipos de cancro da mama, sendo o carcinoma ductal o mais
comum, o qual tem inicio no revestimento dos ductos que levam o leite materno desde os
l6bulos até ao mamilo. O termo carcinoma é utilizado para descrever o tipo de cancro que

se desenvolve a partir das células epiteliais dos 6rgdos, como por exemplo a mamal2, 24].

0 carcinoma ductal pode ser de dois tipos: in situ ou invasivo. O carcinoma ductal
in situ (CDIS) ndo é invasivo, ou seja, as células cancerigenas encontram-se nos ductos e
ndo invadem outros tecidos da mama nem alastram para outros 6rgdos. Se nao for tratado
a tempo, o CDIS pode-se tornar invasivo. Por sua vez, o carcinoma ductal invasivo (CDI)
invade os tecidos vizinhos e pode espalhar-se para outros 6rgdos através dos vasos
linfaticos ou da corrente sanguinea[2, 24]. Existe também o carcinoma lobular que tem
origem nos lobulos. Assim como o carcinoma ductal, pode-se dividir em in situ ou invasivo.
No carcinoma lobular in situ (CLIS), as células ndo crescem para além das paredes dos
l6bulos. O CLIS ndo é considerado cancro. Ja o carcinoma lobular invasivo (CLI) pode, a

semelhanca do CD], alastrar para outros 6rgaos[24].

0 cancro da mama pode ser dividido por estadios, sendo este um dos fatores
importantes na determinagdo do progndstico e consequente tratamento. O estadio esta
relacionado com a extensdo e localizacdo das células cancerigenas no organismo. O
sistema de estadiamento utilizado é o sistema TNM (Tabela 1.1), o qual foi desenvolvido
pelo AJCC (American Joint Committee on Cancer) e pela UICC (Union for International
Cancer Control), e cuja nomenclatura representa o tamanho do tumor (T), a dispersao dos

ganglios linfaticos (N) e a existéncia de metastases (M)[25, 26].



Tabela 1.1 - Classificagdo TNM. Adaptada de [25]
Categoria T

TX Tumor primario ndo pode ser avaliado
TO Sem evidéncia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ
T1-T4 Extensdo e/ou tamanho do tumor primario
Categoria N
NX Ganglios linfaticos regionais ndo podem ser avaliados
NO Sem metastases em ganglios linfaticos regionais
N1-N3 Implicacdo de ganglios linfaticos regionais
Categoria M
MO Sem metastases a distancia
M1 Existéncia de metastases a distancia

O sistema TNM varia para cada tipo de cancro. Neste sentido, assim que cada
categoria esta definida, elas sdo combinadas e é lhes atribuido um estadio global que vai
desde o estadio 0 ao estadio IV[25]. O estadio I representa o estadio menos avancado e o
IV representa o estadio mais avancado. O estadio 0 corresponde ao cancro ndo invasivo,

como o CDIS[24].

1.2.2. Métodos de Diagnéstico

Sendo o tipo de cancro mais frequente entre as mulheres, é essencial que o
diagnostico do cancro da mama seja realizado o mais cedo possivel, a fim de evitar que o
mesmo se espalhe para outros locais do corpo, aumentando assim as hipoteses de cura e a

consequente recuperacdo da paciente.

A detecdo e o diagndstico do cancro da mama passam pela realizagdo do exame
clinico da mama e da mamografia, podendo, posteriormente, ser necessaria a realizagio de

outros exames como ecografia, ressonancia magnética ou biopsia.

0 exame clinico da mama é realizado por um profissional de saide que procura
diferencas nas mamas, como anormalidades no tamanho ou forma, ou se existem
alteracdes na pele ou na zona do mamilo. Usando a ponta dos dedos das maos, o
examinador palpa as mamas para sentir a presenca de nddulos e qual a localizacdo dos
mesmos[24]. Aquando da realizacdo deste exame, devem também ser avaliados alguns
fatores, considerados de risco, que estdo associados ao desenvolvimento de cancro da

mama.



Contudo, estes fatores de risco ndo sao um indicador decisivo no que diz respeito
ao desenvolvimento da doen¢a na medida em que, existem mulheres, que podem
apresentar até mais do que um fator de risco, mas que ndo chegam a desenvolver cancro
da mama. Por outro lado, o contrario pode também ocorrer, ou seja, mulheres que podem

vir a desenvolver a doenca sem apresentarem qualquer fator de risco.

Existem fatores de risco que podem ser evitados enquanto que outros ndo. Alguns
exemplos de fatores que ndo se podem evitar sdo a idade, ou seja, com o aumento da idade
maior a probabilidade de desenvolver cancro da mama, histdrico familiar, se na familia de
uma mulher existirem, ou tenham existido, casos de cancro da mama, maior a
probabilidade de desenvolvimento da doenga dessa mulher, alteragdes genéticas, caso de
mutacoes em determinados genes como o BRCA 1 (do inglés Breast Cancer 1) e BRCA 2 (do
inglés Breast Cancer 2), entre outros fatores. Ter uma gravidez tardia (apds os 30 anos) ou
nunca ter tido filhos, realizacdo de terapia hormonal ap6s a menopausa, excesso de peso
ou obesidade ap6s a menopausa sdo exemplos de outros fatores que aumentam o risco da

mulher vir a desenvolver cancro da mamal6, 24].

A mamografia é uma radiografia da mama que permite a dete¢do de nddulos antes
que estes possam ser sentidos na palpacdo. Permite também detetar calcificacoes,
agregacdes de particulas de cdlcio, que podem ser vistas na radiografia como pequenos
pontos brancos. Mesmo que a mamografia apresente areas anormais, como os nédulos ou

as calcificacoes, ndo existe a certeza de que a paciente tenha cancro|[6, 24].

Um outro exame que pode ser realizado é a ecografia (ultra-sons). E utilizado um
transdutor, que é colocado sobre a pele, o qual emite ondas sonoras e recolhe o eco, sendo
gerada uma imagem. Este exame pode ser realizado como complemento a uma
mamografia pois permite perceber se um nédulo tem liquido ou se é uma massa solida[6,

24].

Quando existe um elevado risco de uma mulher desenvolver cancro da mama, é
recomendada, para além da mamografia, a realizacdo de uma ressondncia magnética.
Como é um exame mais sensivel que a mamografia, a possibilidade de ocorréncia de

falsos-positivos ao ser realizada uma ressonancia magnética é também maior [24, 26].



Se a realizagdo dos exames imagioloégicos demonstrou a existéncia de areas
anormais, torna-se necessaria a realizacio de uma biopsia para se obter um resultado
conclusivo, antes de se avancgar para o tratamento. Uma amostra da area suspeita é
retirada e examinada ao microscépio por um patologista, que avaliara se se trata ou ndo de
um tumor e quais as suas caracteristicas como por exemplo, de que tipo é e se é, ou ndo,
invasivo. Se se tratar de um tumor maligno, podem ser solicitados outros exames a
paciente, como a radiografia do térax ou a cintigrafia 6ssea, com o objetivo de verificar se
o0 cancro alastrou para outras zonas no corpo, como por exemplo os pulmdes ou 0s 0ssos,

respetivamente|[6, 24].

Quando é realizado o diagndstico do cancro da mama, grande parte das pacientes
ja apresenta metdastases, o que dificulta a realizacdo de um tratamento eficaz da doenca.
Para que a taxa de sobrevivéncia aumente, é fundamental o desenvolvimento de métodos
de detecdo precoce do cancro da mama e de técnicas que permitam a monitorizacdo da
resposta do tumor aos tratamentos. Tendo em conta que muitos dos métodos de
diagndstico utilizados sdo invasivos e demorados, é crucial o desenvolvimento de outros
métodos que sejam muito mais sensiveis e 0 menos invasivos possivel[8]. Um dos métodos
que possibilita a realizacio de um diagnoéstico ndo invasivo é a andlise de

biomarcadores[7].



1.3. Biomarcadores

Conforme ja foi referido anteriormente, um biomarcador é um indicador de um
processo biolégico normal ou de um processo que ocorre durante o desenvolvimento de
uma doenga, ou como resposta a um determinado medicamento durante uma intervengao
terapéutica[13, 14]. Neste sentido, a andlise dos biomarcadores pode ser de elevada

importancia no rastreio e acompanhamento de pacientes.

Os biomarcadores de cancro, também designados como marcadores tumorais, sdo
estruturas que podem estar presentes no cancro ou que podem ser desenvolvidas pelo
préprio tumor ou pelo organismo, em resposta a presenca de cancro. Estes biomarcadores
podem ser detetados nas células tumorais ou nos fluidos corporais, como o sangue ou a
urina, de pacientes com cancro[7, 15, 22]. Modificagbes no ADN (&cido
desoxirribonucleico), ARN (acido ribonucleico), proteinas, oncogenes, entre outras

alteracdes moleculares, estdo incluidas nestes marcadores tumorais[7, 22].

Na Tabela 1.2 é apresentada uma lista de biomarcadores, que tém sido associados
a diferentes tipos de cancro, tais como o CYFRA 21-1 (do inglés Cytokeratin 19 Fragments),
CEA (do inglés Carcinoembryonic Antigen), p53 (do inglés protein 53), SCC (do inglés
Squamous Cell Carcinoma), AFP (do inglés Alpha-fetoprotein), CA 125 (do inglés
Carbohydrate Antigen 125), CA 19-9 (do inglés Carbohydrate Antigen 19-9), PSA (do inglés
Prostate Specific Antigen).

Tabela 1.2 - Biomarcadores associados a diferentes tipos de cancro[7, 20]

Tipo de cancro Biomarcador
Bexiga CYFRA 21-1
Célon CEA, p53
Eséfago SCC
Figado AFP
Mama CA 15-3, HER2, BRCA1, BRCA2
Ovario CA 125
Pancreas CA 19-9, CEA
Préstata PSA
Pulmiao CYFRA 21-1
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Os biomarcadores podem ser utilizados para avaliar o risco que uma pessoa tem
de vir a desenvolver cancro[7, 11]. Um exemplo de biomarcadores associados a um risco
elevado de desenvolvimento de cancro é o dos genes BRCA1 e BRCA2. Conforme foi
referido anteriormente, mutacdes nestes genes aumentam a probabilidade de
desenvolvimento de cancro da mama numa paciente. E por isso importante a realizagio de
exames de uma forma regular, a fim de se detetar o cancro numa fase inicial, facilitando o

tratamento[11, 22].

Relativamente a utilizacdo de biomarcadores no rastreio, o PSA é o mais
comummente usado. Niveis aumentados deste biomarcador podem indicar a presenca de

cancro da préstata[7, 11, 27].

Os biomarcadores podem também ser utilizados como auxiliares no diagndstico de

cancro, na medida em que ajudam a determinar qual o seu local de origem [11, 27].

Ap6s ter sido diagnosticado cancro a um paciente, os biomarcadores podem ser
utilizados no prognéstico, auxiliando na decisdo da abordagem terapéutica mais adequada
ao tipo de cancro que foi diagnosticado[27, 28]. E importante ter em conta que alguns
tipos de cancro sdo mais agressivos que outros, na medida em que podem crescer e
espalhar-se mais rapidamente. Os niveis de um biomarcador podem ajudar a determinar

se o tratamento a ser aplicado deve ser mais ou menos agressivo[27].

Para além disto, os biomarcadores podem ser utilizados para prever a resposta a
um determinado tratamento ou para determinar qual o tratamento que apresenta maior
probabilidade de ser eficaz[11, 22]. Por exemplo, pacientes com cancro da mama que
apresentam uma sobre-expressio de HER2 podem ser tratadas com trastuzumab
(Herceptin®), um anticorpo monoclonal recombinante humanizado anti-HER2, que inibe

a proliferacdo das células deste tipo de cancro da mama[27, 28, 29].

Os biomarcadores sdo ainda uUteis na monitorizagdo do tratamento que esta a ser
aplicado. Analisando os niveis do biomarcador, é possivel perceber se o tratamento esta
ou nio a funcionar. Se os niveis do biomarcador aumentarem, o tratamento pode ter de ser

alterado[27, 28].

Ap6és a fase do tratamento, os biomarcadores podem também ser utilizados para

detetar se houve uma reincidéncia do cancro[20, 27].
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Um biomarcador ideal deve ser aquele que apenas esta presente em pacientes com
cancro e cuja quantificacdo reflete claramente o estado da doenca, ou seja, quanto mais
agressivo é o tumor, maiores os niveis apresentados[30]. No entanto, ndo existe ainda um
biomarcador estabelecido clinicamente que respeite plenamente esta condi¢cdo [20]. A
maioria dos biomarcadores nao sao especificos para um tipo de cancro, ou seja, conforme
se pode observar na Tabela 1.2, um biomarcador pode estar associado a mais do que um
tipo de cancro e a maioria dos tipos de cancro pode também ter associado mais do que um

biomarcador[31].

A andlise dos biomarcadores pode ser efetuada através da utilizacdo de
biossensores, dispositivos que tém vindo a ser desenvolvidos para serem utilizados nas
mais diversas areas e com diversos objetivos, entre eles, o de realizar um diagnoéstico
precoce do cancro permitindo uma rapida intervencdo no tratamento da doenga. Os

biossensores serdo abordados mais a frente.

Avangos tém sido conseguidos na investigacdo gendmica e proteémica, conduzindo

a descoberta de novos biomarcadores[7, 27].

Embora os métodos gendémicos, como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR, do
inglés Polymerase Chain Reaction) para a amplificacdo do ADN ou a sequenciacdo de ADN
[22], estejam a ser utilizados na descoberta de biomarcadores, estes métodos sdo
complexos, lentos e ndo sdo precisos o suficiente para aplicagdes clinicas. Assim, tém vindo
a ser investigados biomarcadores proteicos para o diagnoéstico do cancro,

preferencialmente em relagdo aos marcadores genéticos[7, 31].

1.3.1. Biomarcadores do Cancro da Mama

O numero de biomarcadores sugeridos para o cancro da mama tem vindo a
aumentar. No entanto, a maioria deles nio tem utilidade clinica. Os biomarcadores
estabelecidos podem ser encontrados no tecido, como os recetores de estrogénio (ER, do
inglés Estrogen Receptor) e progesterona (PR, do inglés Progesterone Receptor), ou na
circulacdo, como o HER2 ou o CA 15-3. As células tumorais circulantes sio biomarcadores

emergentes que tém o potencial de se tornarem clinicamente tuteis[32, 33].
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1.3.1.1. HER2

O recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR, do inglés Epidermal Growth
Factor Receptor) faz parte de uma familia de recetores de tirosina quinase. Esta familia,
também designada como ErbB ou HER (do inglés Human Epidermal Growth Factor
Receptor), apresenta um importante papel na proliferacdo e crescimento das células e dela
fazem parte, para além do EGFR (ErbB1 ou HER1), 0o HER2 (ErbB2), HER3 (ErbB3) e HER4
(ErbB4)[9, 33].

No cromossoma 17 localiza-se o proto-oncogene HERZ2, o qual codifica a proteina
HER2 de peso molecular 185 kDa. Tanto a proteina HER2 como as restantes proteinas
pertencentes a familia HER, sd3o transmembranares e apresentam trés dominios:
extracelular, transmembranar e citoplasmatico, o qual contém a atividade da tirosina

quinase[9, 34].

Esta familia de recetores estd envolvida nas vias de sinalizagdo celular que vao
conduzir a proliferacdo, crescimento e diferenciacdo das células, sendo este um processo
essencial para a vida. No entanto, uma perda de controlo ocorrida nestas vias esta

normalmente associada a doencas como o cancro[34].

O processo ocorre, basicamente, da seguinte forma. Existem ligandos capazes de
interagir com os recetores da familia HER. Esta liga¢do provoca a ativacdo dos recetores e
a consequente formacdo de dimeros que podem ser homodimeros ou heterodimeros, caso
a formacdo seja feita com a mesma proteina ou com um outro membro da familia,
respetivamente[9]. Embora ndo seja conhecido nenhum ligando para o HERZ2, ele parece
ser o recetor preferencial para a dimerizacao, por parte dos restantes membros [33, 35].
Desta forma, o dominio citoplasmatico é conduzido a auto-fosforilacdo pela ativacio da
tirosina quinase, resultado da formacdo dos dimeros, sendo posteriormente desencadeada
uma série de eventos que originam a transmissao de sinais que resultam na estimulacdo

dos processos que envolvem a proliferacao celular[9].

Se o dominio extracelular for fragmentado, verifica-se um aumento da fosforilagao
da regido da tirosina quinase e consequentemente um crescendo dos niveis de sinalizagao.
Ao entrar na corrente sanguinea, o dominio extracelular fragmentado pode-se tornar um

indicador do aumento da expressdo do HER2[34].
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A sobre-expressdo da proteina HER2 verifica-se em cerca de 20% a 30% dos
cancros da mama invasivos e esta associada a um fendtipo agressivo do cancro, ou seja,
quanto mais elevados forem os niveis deste biomarcador, maior a probabilidade da

paciente sofrer metastases e, consequentemente, a sobrevida é reduzida [20, 34, 35].

O valor limite deste biomarcador é de 15 ng/mlL, ou seja, valores superiores

indicam a presenca de cancro no organismo da paciente[14, 36].

1.3.1.2. CA15-3

A MUC-1 é uma proteina transmembranar que pertence ao grupo das mucinas. As
suas funcdes passam pela lubrificagdo e protecdo das superficies epiteliais,
proporcionando uma camada protetora. A MUC-1 apresenta trés dominios: extracelular,

transmembranar e citoplasmatico.

Em condi¢cdes normais a MUC-1 é expressa na superficie apical das células
epiteliais. Ao ocorrer uma transformacgdo maligna, a MUC-1 passa a ser expressa em niveis
elevados em toda a superficie da célula [30, 37]. O dominio extracelular pode-se libertar
para a matriz extracelular e seguir para o soro. A sobre-expressio da MUC-1 é,

normalmente, associada a formacdo do cancro e de metastases [37, 38].

0 CA 15-3 é um produto da MUC-1 [30, 38]. Num ensaio do CA 15-3, as moléculas
que sio detetadas sdo a forma soltivel da MUC-1 em soro [37]. Nestes ensaios, o CA 15-3
pode ser reconhecido por dois Abs monoclonais, 115D8 e DF3, num ensaio do tipo
sandwich, onde o primeiro Ab funciona como anticorpo de captura e o segundo Ab

funciona como anticorpo de detecao[37, 39].

Niveis elevados de CA 15-3 sdo encontrados em pacientes com cancro da
mama[37]. Quanto mais agressivo for o tipo de cancro da mama, maior serd a
concentracdo do CA 15-3. Valores elevados deste biomarcador sdo encontrados em cerca
de 75% das mulheres que tém cancro da mama invasivo[40]. O valor limite deste

biomarcador é de 30 U/mL [36, 39, 41].

O CA 15-3 tem sido utilizado para monitorizar a resposta ao tratamento a que a

paciente esta a ser submetida[27, 29].
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1.4. Biossensores

Os biossensores sdo dispositivos que combinam um componente bioldgico com um
transdutor fisico para a detecdo de um determinado analito, ou conjunto de analitos,
produzindo um sinal elétrico, 6tico ou térmico proporcional a quantidade de analito

existente numa determinada amostra [7, 20, 28].

O conceito basico de biossensor surgiu em 1962 com o trabalho desenvolvido por
Leland C. Clark. Desde esse momento que o campo dos biossensores teve um crescimento
notavel com aplica¢des nas mais diversas areas como a saude, drea alimentar e ambiente

[42, 43].

Na area da sadde, um dos casos em que os biossensores tém sido utilizados é na
detecdo precoce do cancro. Os biossensores sdo utilizados para a detecdo de
biomarcadores e para a sua quantificagio, auxiliando o médico na determinacao do tipo de

cancro e do seu estadio, para assim determinar o tratamento mais apropriado[28].

Quando se desenvolve um biossensor para o cancro existem alguns pontos a ter em
conta. Por exemplo, quando o cancro se encontra numa fase inicial, as concentracdes dos
biomarcadores sio muito baixas e a sua dete¢do torna-se dificil. Assim, os biossensores
devem possuir elevada sensibilidade e limites de dete¢do baixos de forma a tornar esta
detecdo possivel[20, 28]. O custo destes dispositivos também nao deve ser elevado uma

vez que podem ser utilizados para rastreio de um grande nimero de individuos[28].

Também é importante controlar a ocorréncia de falsos positivos e falsos negativos
uma vez que, ao ocorrer um falso negativo, um paciente pode retornar a sua vida normal
quando na realidade é necessaria a realizacdo de algum tipo de tratamento. No caso de se
tratar de um falso positivo, o paciente pode passar por um periodo de ansiedade e até

panico, o qual pode ser ultrapassado com a realiza¢cdo de mais exames[28].

Para além de caracteristicas como elevada sensibilidade, exatiddo e precisio, baixo
custo e facil utilizacdo, os biossensores apresentam também especificidade, rapidez,

portabilidade e a possibilidade de analisar multiplos analitos simultaneamente [7, 16].

Os biossensores sdo constituidos essencialmente por trés elementos: o elemento

de reconhecimento (componente bioldgico), o transdutor e o processador de sinal[29].
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Figura 1.3 - Estrutura de um biossensor. Adaptada de [28, 29]

Conforme estd representado na Figura 1.3, o analito é reconhecido pelo
componente biolégico (elemento de reconhecimento) através da formacdo de complexos
do tipo enzima-substrato, antigénio-anticorpo, entre outros. O complexo formado gera
sinais que sdo convertidos pelo transdutor num sinal elétrico, posteriormente
analisado[17, 20]. No caso dos biossensores para o cancro, o analito sdo os

biomarcadores[20, 29].

Apbés o sinal ser convertido, ele pode ser filtrado e amplificado, sendo
posteriormente avaliado, para assim se obter uma conclusido acerca da amostra que foi
analisada. No caso dos biossensores para o cancro, é importante conhecerem-se os valores
limite (cutoff values) de cada biomarcador de forma a identificar se o cancro se encontra
presente no organismo de um paciente e, caso esteja, em que fase se encontra, uma vez

que pode estar numa fase inicial ou em franco desenvolvimento.

Os biossensores podem ser classificados de acordo com o elemento de
reconhecimento, de acordo com o transdutor utilizado ou de acordo com a combinacao de

ambos.

1.4.1. Elementos de Reconhecimento

0 elemento de reconhecimento é um componente biolégico que entra em contacto
com o analito, sendo esta interagdo detetada pelo transdutor. E portanto um componente
essencial do biossensor. Estes componentes biologicos podem ser extraidos da natureza
ou podem ser alterados quimicamente. Com o avanco da tecnologia, varios elementos de
reconhecimento utilizados atualmente sdo sintetizados em laboratério com o objetivo de

aumentar a reprodutibilidade e estabilidade do biossensor[29, 44].
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Os componentes bioldgicos utilizados como elementos de reconhecimento podem

ser recetores, anticorpos, enzimas, acidos nucleicos, entre outros.
Recetores

Os recetores (moléculas recetoras) sdo proteinas da membrana plasmatica que
possuem um local de ligacdo na superficie da célula ao qual se podem ligar moléculas
especificas (ligandos), funcionando esta interacdo como um sinal estimulador de uma

resposta (Figura 1.4)[1, 44].

_~ Ligando

Figura 1.4 - Proteina recetora[1]

A ligacdo entre o recetor e o ligando pode desencadear diversos acontecimentos
dentro da célula, os quais vao traduzir a interacdo quimica num sinal elétrico [18]. Alguns
desses acontecimentos passam pela abertura ou fecho dos canais idnicos, alteracdes na
permeabilidade da membrana ou a ativacdo de proteinas, como as proteinas G[44]. Por
exemplo, fArmacos que possuam uma estrutura parecida com a de ligandos especificos,
podem competir com 0os mesmos com o objetivo de ocupar o recetor. Ao ligarem-se ao
receptor, estes farmacos, dependendo das suas caracteristicas, tanto podem ativar como
inibir o recetor[1]. Os recetores sao alvos para a administracdo de farmacos e Uteis para o

controlo de tratamentos do cancro[29].
Anticorpos

Os anticorpos (Ab), ou imunoglobulinas (Ig), produzidas pelas células B (linfdcitos
que amadurecem na medula éssea), sao proteinas que circulam no sangue e em outros
fluidos do corpo humano, e que tém a capacidade de estabelecer ligacdes especificas a
grandes moléculas estranhas ao organismo, os antigénios (Ag), marcando-os para serem
eliminados. Assim, o nosso organismo é protegido contra infe¢des provocadas por

bactérias, virus, fungos e parasitas.
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Um antigénio é qualquer molécula que provoca uma resposta imune[1, 23]. A parte
de um antigénio que é reconhecida por um anticorpo, e através da qual se da a interacdo
anticorpo-antigénio, chama-se epitopo, sendo que um antigénio pode ter varios epitopos

[45].

As imunoglobulinas sdo constituidas por 4 cadeias polipeptidicas: duas cadeias
leves idénticas e duas cadeias pesadas idénticas. Estas cadeias sdo as responsaveis pela
forma em Y dos anticorpos (Figura 1.5). As cadeias pesadas estdo ligadas na haste do Y
(regido Fc, do inglés Fragment-crystallizable) pelas pontes dissulfidicas, enquanto que em
cada braco do Y (regido Fab, do inglés Fragment antigen binding) esta ligada uma cadeia
leve a uma cadeia pesada pelas mesmas pontes. Tanto na cadeia leve como na cadeia
pesada existe uma regido varidvel, numa extremidade, e uma regido constante na outra
extremidade. Diferentes imunoglobulinas apresentam regides varidaveis que variam na
sequéncia de aminoacidos enquanto que as regides constantes apresentam uma sequéncia
parecida. O local de ligacdo dos antigénios, na regido Fab do anticorpo, é formado pelas
regides variaveis das cadeias leves e pesadas, as quais também especificam qual o tipo de

antigénio que se pode ligar[23].

Local de Local de
ligagdo do ligacdo do

i oéni . Cadeias .
antigénio / ,\%m’dgénio
pesadas

[ RN
<R Regido variavel (V)

Fab % $ 5 é o
s s -Regido de
- / s s | juncio (J)
Cadeia Cadeia
leve leve
Fe - Regido constante (C)

~

Figura 1.5 - Estrutura de um anticorpo. Adaptada de[23]

Existem 5 classes de imunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM e cada uma é
definida pelo tipo de cadeia pesada que possui[23].

Os anticorpos podem ser monoclonais ou policlonais. Os anticorpos monoclonais
sdo produzidos a partir de um tnico clone de células produtoras de anticorpos. Assim, os
anticorpos que sdo produzidos apresentam a mesma afinidade com o mesmo epitopo de
um antigénio. Por outro lado, os anticorpos policlonais sdo produzidos a partir de

diferentes células B, possuindo assim afinidade com varios epitopos de um antigénio[18].
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A interacdo entre um anticorpo e um antigénio é muito especifica e pode ser
detetada por um tipo de dispositivos analiticos, os imunossensores, os quais tém sido
utilizados para a detecio de biomarcadores[29, 31]. Um ponto importante no
desenvolvimento destes dispositivos é a imobilizacdo dos anticorpos na superficie do
transdutor[46]. Os imunossensores e os métodos de imobilizacdo sdo abordados mais a

frente.
Enzimas

As enzimas sdo proteinas catalisadoras que aumentam a velocidade de uma reagao
quimica sem sofrerem alteragdes durante o processo[1]. Na aplicacdo de enzimas nos
biossensores é monitorizado um dos reagentes ou produtos da reacdo (ou o efeito de
inibicdo do analito). Estes elementos de reconhecimento sdo atrativos pois as enzimas
apresentam elevada eficiéncia e seletividade. Quando se desenvolve um biossensor
enzimdatico, um dos passos importantes é a semelhanca do que acontece com os
anticorpos, a imobilizacdo das enzimas. O objetivo é garantir um bom contacto entre a
enzima e o transdutor, mantendo a estrutura e atividade bioldgica da enzima (estabilidade
da enzima), garantir a estabilidade do sensor e um bom desempenho do mesmo, ou seja,
uma elevada sensibilidade, seletividade, reprodutibilidade e tempos de resposta

curtos[18].

Um exemplo de um sensor enzimdtico é o sensor de glicose, o qual utiliza, como

elemento de reconhecimento, a glicose oxidase[29].
Acidos nucleicos

Os acidos nucleicos (ADN e ARN) sdo moléculas grandes constituidas por blocos

unitarios, os nucledtidos[1].

Um exemplo de biossensores que utilizam os acidos nucleicos como elementos de
reconhecimento tém, como principio de funcionamento, a ligacdo entre as bases da cadeia
de ADN, ou seja, ocorre a imobilizacdo de uma cadeia simples de ADN (ssDNA, do inglés
single-stranded DNA) na superficie de um transdutor para reconhecer, através do
emparelhamento das bases, a sua sequéncia complementar, dando origem a um sinal

elétrico[16, 18].

Este tipo de biossensores apresenta grande utilidade nas mais diversas areas
como: a area da saude, no diagnostico de doengas genéticas ou infecciosas; area alimentar,

na detecao de organismos que contaminam alimentos; em investigacdes criminais[18].
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1.4.2. Transdutores

O transdutor é o dispositivo responsavel por converter a interagao entre o analito

e o elemento de reconhecimento num sinal mensuravel[7].

Os transdutores podem ser baseados em processos eletroquimicos, Oticos, de
alteracdo de massa, calorimétricos ou magnéticos[7, 20]. Como neste trabalho foram
utilizados transdutores eletroquimicos, somente as principais caracteristicas destes
transdutores sdo descritas a seguir. Informacdes mais detalhadas sobre os restantes

transdutores podem ser encontradas na literatura[7, 29].

1.4.2.1. Transdutores Eletroquimicos

Os biossensores eletroquimicos combinam a especificidade do processo de
reconhecimento bioldégico com técnicas eletroquimicas e utilizam um elétrodo como
elemento de transducdo. O objetivo deste tipo de transdutor é converter o processo de

reconhecimento bioldgico num sinal elétrico[18].

Estes dispositivos sdo dos mais utilizados, apresentando vantagens que permitem
a sua aplicacdo na realizagdo do diagndstico de pacientes. A sua configuragdo é simples,
sdo faceis de utilizar, sensiveis, portateis, de baixo custo e para além disso fornecem

resultados precisos e exatos[7, 16, 29].

Os transdutores eletroquimicos podem ser divididos em potenciométricos, que
medem a tensdo, amperométricos e voltamétricos, que medem a corrente elétrica, ou

condutimétricos, que medem a condutividade ou resistividade[47].

Os sensores eletroquimicos requerem sempre um circuito fechado, ou seja, a
corrente elétrica deve ser capaz de fluir para permitir efetuar uma medicdo. Tendo em

conta esta necessidade, o sensor necessita de, pelo menos, dois elétrodos.

Com os avancos que tém ocorrido nesta area, nos ultimos anos tém sido utilizados
elétrodos serigrafados (SPE, do inglés Screen-Printed Electrodes) no desenvolvimento dos
biossensores eletroquimicos. A tecnologia screen-printing permite a producdo
reprodutivel em massa de elétrodos baratos e mecanicamente robustos[48]. Os elétrodos
serigrafados de carbono (SPCE, do inglés Screen-Printed Carbon Electrodes) sdo um
exemplo da aplicacdo desta tecnologia e apresentam a vantagem de permitirem a
manipulacio de volumes de amostra na ordem dos microlitros[49]. As caracteristicas

destes elétrodos sdo abordadas mais a frente.
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1.4.3. Biossensores Voltamétricos

1.4.3.1. Voltametria

A voltametria é uma técnica eletroquimica cujo objetivo é estabelecer uma relagdo
entre a intensidade de corrente e o potencial numa célula eletroquimica. Esta célula é
constituida por trés elétrodos (elétrodo de trabalho, de referéncia e auxiliar) e um

eletrdlito (V = 5-50 mL)[18].

0 potencial do elétrodo de trabalho (WE, do inglés Working Electrode) é controlado
e é neste elétrodo que ocorre o processo de interesse analitico. Quando o potencial deste
elétrodo é deslocado a um valor aonde ocorre a oxidagdo ou a reducdo de uma espécie em
solucdo, uma corrente flui entre o elétrodo e a solugao[50]. Em condig¢des controladas a
intensidade desta corrente pode ser relacionada com a concentragdo do analito[47, 50]. Os
outros elétrodos utilizados sdo o elétrodo de referéncia (RE, do inglés Reference
Electrode), que fornece um potencial estavel e reprodutivel, e contra o qual é comparado o
potencial do WE, e um elétrodo auxiliar (AE, do inglés Auxiliary Electrode). O controlo do
potencial do WE em relacdo ao RE é efetuado com o uso de um potenciéstato (Figura 1.6).
Este potencidstato compara a diferenca de potencial (AE), medida entre o WE e o RE, com
o valor pretendido. Se esta diferenga nio for igual a zero, o potencidstato provoca uma
mudanca na fonte de alimentacao de modo a eliminar a diferenca. Portanto, entre o WE e o
RE é aplicada uma diferenca de potencial, enquanto que entre o WE e o AE é medida a

intensidade de corrente.

N Fa PSTAT | ————1
|

AQE

WE -

e ol
AE\__/RE

Figura 1.6 - Instrumentacdo utilizada na analise amperomeétrica e voltamétrica.

FA: fonte de alimentacdo; PSTAT: potenciéstato; WE: elétrodo de trabalho; RE: elétrodo de
referéncia; AE: elétrodo auxiliar; VAI: voltimetro de alta impedancia; AE: diferenca de potencial.

Adaptada de[51]
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O potencial aplicado e a corrente medida sdo registados e é gerado um grafico, da
corrente em funcdo do potencial, designado voltamograma, que permite identificar e

quantificar as espécies quimicas presentes numa mistura[47].

O material do elétrodo de trabalho influencia bastante o desempenho do
procedimento voltamétrico. Este elétrodo deve proporcionar uma elevada razdo sinal-
ruido, assim como uma resposta reprodutivel[18]. Os elétrodos de trabalho utilizados sdo
desenvolvidos de forma a terem uma elevada area de superficie para que possam estar em
contacto com a maior quantidade de analito possivel, produzindo assim um sinal mais
elevado. Estes elétrodos sdo feitos, normalmente, de metais, como o ouro ou a platina, ou
de carbono. Podem também ser modificados de forma a melhorar a velocidade de reacdo e

o seu tempo util de utilizacdo[47].

As técnicas voltamétricas apresentam varias vantagens, como por exemplo, uma
elevada sensibilidade, uma ampla gama de linearidade entre a intensidade de corrente e a
concentracdo do analito, tanto para espécies orginicas como para inorganicas, a
possibilidade de determinagao simultianea de diversos analitos, tempos de analise rapidos
(segundos), e facilidade, tanto na aplicacdo de diferentes formas de varrimento de

potencial, como na medi¢do de baixas correntes[50].

Existem diversas técnicas voltamétricas, como a voltametria ciclica, voltametria de
varrimento linear, voltametria de onda-quadrada, voltametria de impulso diferencial,
entre outras[47, 50]. Para o trabalho realizado, apenas serdo abordada a voltametria

ciclica e a voltametria de varrimento linear.

1.4.3.2. Voltametria Ciclica e Voltametria de Varrimento Linear

A técnica mais utilizada para a aquisicio de informacdo qualitativa acerca das
reacbes eletroquimicas é a voltametria ciclica (CV, do inglés Cyclic Voltammetry). Esta
técnica é bastante utilizada porque fornece rapidamente informacdes sobre (i) a
termodinamica e a cinética de processos redox, (ii) reacdes quimicas acopladas e (iii)

processos de adsorgao [18].

A voltametria ciclica baseia-se na variagdo linear do potencial aplicado no elétrodo
de trabalho. O varrimento de potencial é efetuado de forma triangular (Figura 1.7), a uma

determinada velocidade de varrimento, ao mesmo tempo que é medida a corrente.
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Figura 1.7 - Variagao do potencial na voltametria ciclica [18]

A Figura 1.8 representa a resposta obtida durante um tnico ciclo para um sistema
redox reversivel. Conforme é possivel observar no exemplo apresentado, inicialmente o
varrimento do potencial é na direcdo catddica (negativa), com inicio num potencial onde
ndo ocorre reducdo. Apds a passagem pela regido de potencial onde ocorre o processo de
reducdo, a direcdo do varrimento do potencial é invertida, passando a ser na diregao
anddica (positiva), ocorrendo o respetivo processo de oxidacdo. Dependendo do tipo de
analise que se pretende realizar, pode ser realizado um ciclo completo ou s6 parte de um
ciclo, assim como uma série de ciclos[18, 50]. Quando s6 se realiza metade de um ciclo, i.e.
varrimento linear num udnico sentido, a técnica é designada voltametria de varrimento

linear.
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Figura 1.8 - Voltamograma ciclico de um sistema redox reversivel [18]
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1.4.3.3. Elétrodos Serigrafados

No desenvolvimento dos biossensores amperométricos e voltamétricos, os
elétrodos serigrafados apresentam vantagens devido a caracteristicas como uma
fabricacao simples e de baixo custo, tamanho reduzido e reprodutibilidade, o que os tem

tornado uma escolha comum no desenvolvimento deste tipo de sensores[49, 52].

Para a produgdo destes elétrodos é utilizada a tecnologia screen-printing. Conforme
ja foi referido anteriormente, esta tecnologia permite a obtencdo de elétrodos
mecanicamente robustos e versateis que podem ter aplicagdes em campos muito variados
devido as modificacdes que podem ser realizadas aquando da fabricagdo dos mesmos e da

possibilidade de utilizagdo de diferentes materiais[18, 49].

Na fabricacdo dos diversos elétrodos serigrafados existem etapas que sdo comuns,
embora eles possam ser produzidos com objetivos de utilizacdo diferentes[49].
Resumidamente, o processo consiste em forcar as tintas, com as caracteristicas adequadas
a aplicacdo final, sequencialmente, de forma a evitar contactos indesejaveis, por
crivos/mascaras que se encontram sobre um substrato. As mascaras utilizadas definem a

geometria desejada para o elétrodo.

Os custos de cada elétrodo sdo relativamente baixos. Esta vantagem permite que,
apés a utilizacdo, eles possam ser descartados, eliminando assim possiveis interferéncias

que possam ocorrer com a reutilizacdo dos mesmos[49].

Para a utilizacdo nos sensores eletroquimicos, os elétrodos mais atrativos sio os
fabricados utilizando tintas de carbono (SPCE), na medida em que apresentam baixa
resistividade elétrica e um amplo intervalo de potenciais de trabalho. Tém uma estrutura

cristalina, que gera baixas correntes residuais, e uma boa relagao sinal-ruido[49].

Apesar destas vantagens, a capacidade que os SPCE tém para reter material
proteico é muito baixa, uma vez que o carbono é relativamente inerte e dificil de modificar
quimicamente. Para que seja possivel imobilizar os elementos de reconhecimento, é
necessario realizar uma modificacdo da superficie do elétrodo[48]. Um dos métodos
utilizados é a nanoestruturacio com ouro, uma vez que O ouro apresenta maior
reatividade quimica e afinidade para com material proteico o que vai permitir a
imobilizacdo de, por exemplo, um anticorpo de captura [49]. O ouro aumenta a

sensibilidade do sensor e ao mesmo tempo ndo deixa que as proteinas se inativem.
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1.4.3.4. Nanoestruturacao de Elétrodos

by

A Nanotecnologia baseia-se na manipulacdo de matéria a escala atémica e
molecular, ou seja, a nano-escala (escala do nanémetro (nm)), com o objetivo de
desenvolver e utilizar materiais cujas dimensoées variam numa escala de 1 a 100 nm. Com
pelo menos uma das dimensdes menor que 100 nm, os nanomateriais apresentam

propriedades Unicas[19, 20, 53].

A aplicacdo desta area cientifica tem aumentado exponencialmente nos ultimos
anos, o que tem permitido desenvolvimentos revolucionarios nos diversos campos que a
envolvem, como é o caso da Quimica, Biologia, Medicina, Engenharia, entre outras. O facto
de ter uma natureza multidisciplinar, permite o seu desdobramento em diversos ramos.

Um deles é o da Nanomedicina.

A Nanomedicina, como o préprio nome indica, é a aplicacio a Medicina das
nanotecnologias. Neste ramo, os nanomateriais sao utilizados para a detegdo, diagnéstico e
acompanhamento de doencas, entre elas, o cancro. Por causa das suas propriedades
fisicas, oticas, quimicas e magnéticas, que diferem bastante das que os materiais
apresentam na sua forma a macroescala, os nanomateriais tém sido aplicados aos
biossensores aumentando a sua biocompatibilidade, sensibilidade e precisao [20, 54]. Para
além disso, também tornam possivel a medi¢do simultdnea de multiplos biomarcadores de

cancro[55].

Alguns dos nanomateriais que tém vindo a ser amplamente utilizados sdo as
nanoestruturas de carbono (nanotubos, nanofibras e grafeno), nanoparticulas de ouro,
nanoparticulas magnéticas, e os quantum dots. Para o trabalho realizado, serdo abordadas

apenas as nanoparticulas de ouro (AuNPs).

As nanoparticulas (NPs) podem ser organicas ou inorganicas, metalicas,
magnéticas ou até poliméricas. O tamanho que elas apresentam, assim como a carga e a
estabilidade, tornam-nas uteis para o diagnostico do cancro[20, 29]. Para além disto,
também a elevada relacio entre a area de superficie e o volume, disponivel nas estruturas
para a imobilizacdo dos marcadores e dos elementos de reconhecimento, permite a

amplificacdo do sinal e melhora a sensibilidade da medigao[7, 31, 56].

O ouro é um material ductil e maleavel, é praticamente inerte em relacdo a maioria
dos reagentes quimicos e é um bom condutor do calor e da eletricidade. Devido a estas
caracteristicas, o ouro torna-se ideal para ser utilizado numa vasta gama de

aplicacbes[49].
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Tendo em conta que as AuNPs apresentam caracteristicas como boa
biocompatibilidade, excelente capacidade de conducao e elevada razdo superficie/volume,
elas tém vindo a desempenhar um importante papel no desenvolvimento dos
biossensores, proporcionando a melhoria do sinal obtido, um aumento na sensibilidade,

devido as propriedades de conducdo, e baixos limites de detecdo[49, 56, 57].

As condi¢des em que as AuNPs sdo produzidas influenciam o seu tamanho, forma e,
consequentemente, as suas propriedades[49, 58]. O método mais comum para sintetizar
as AuNPs ¢ através da reducdo de ouro em solucdo aquosa, utilizando o ido complexo
tetracloroaurato(IIl) ([AuCls]-) e diferentes agentes redutores. Este método foi descrito
inicialmente por Turkevitch et al., em 1951[59], no qual foi utilizado, como agente redutor,
o citrato, originando nanoparticulas de ouro com cerca de 20 nm de diametro[49, 58, 60].
Cerca de 20 anos depois, em 1973, Frens [61] obteve, através do controlo da proporgao
entre o agente redutor e o composto de ouro, nanoparticulas de ouro cujo tamanho varia
de 16 a 147 nm. E neste método que se baseiam varios trabalhos desenvolvidos
atualmente[49, 58]. Uma alternativa para a producdo de AuNPs in situ, na superficie do
elétrodo, é através de deposicdo eletroquimica. Neste método é aplicada uma corrente
constante para reduzir o ouro em solugdo. A nanoestruturacdo dos SPCEs com AuNPS foi
descrita por Martinez-Paredes et al. [57]. A sintese de nanoparticulas de ouro na superficie
de um elétrodo serigrafado, através de um método rapido e simples, contribui para o
desenvolvimento de novos transdutores a serem utilizados em diversas aplicacdes de

biossensores[57].

As nanoparticulas tém sido usadas tanto como plataformas para a imobilizacdo,
como marcadores em imunossensores eletroquimicos[56]. Segundo o artigo de revisdo de
Boisselier e Astruc[60], o primeiro artigo cientifico sobre as nanoparticulas de ouro foi
escrito por Faraday, em 1857[62], enquanto que a primeira utilizacdo das AuNPs como

marcadores num imunossensor foi descrita por Dequaire et al. em 2000[63].

Na detecdo de biomarcadores de cancro, os biossensores baseados nas
nanoparticulas, apresentam vantagens como baixo custo e a necessidade de uma baixa
quantidade de amostra. Para além disso, a sensibilidade e a especificidade do biossensor
podem ser aumentadas uma vez que as nanoparticulas podem ser conjugadas com um

anticorpo especifico de um biomarcador[20].
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1.4.3.5. Imobilizacao dos Elementos de Reconhecimento

Um dos passos fundamentais no desenvolvimento de um biossensor é a
imobilizacdo do elemento de reconhecimento na superficie do transdutor[47]. Por
exemplo, num sensor enzimdatico pretende-se a imobilizacdo das enzimas enquanto que

num imunossensor pretende-se a imobilizacdo do anticorpo/antigénio[18, 42, 64].

A imobilizacdo é um processo que deve garantir um bom contacto entre o
elemento de reconhecimento e o transdutor, a estabilidade do elemento de
reconhecimento (i.e. manter a sua estrutura e atividade biol6gica), uma boa performance
(elevada sensibilidade, seletividade, reprodutibilidade e tempos de resposta curtos) e a

estabilidade do sensor durante a seu tempo de vida util[47].

Ao desenvolver, por exemplo, um imunossensor eletroquimico, durante o processo
de imobilizacdo, a forma de manter a conformacdo e a atividade da proteina que se

pretende imobilizar, seja anticorpo ou antigénio, é o problema fundamental[46].

Varios métodos de imobilizagio tém sido descritos, tendo por base as
propriedades fisicas e quimicas tanto do elétrodo, como da proteina[46]. A
reprodutibilidade e sensibilidade do biossensor serdo determinadas pelo método de

imobilizacao[48]. A imobilizacido pode ser fisica, covalente ou orientada.

Imobilizacao fisica

A imobilizacao fisica baseia-se na adsorg¢ao das proteinas na superficie do elétrodo.
Esta adsorgdo é realizada através de interacdes nado-covalentes, principalmente a forca

eletrostatica, ligacdes idnicas e interagdes hidrofébicas[42, 46].

Este tipo de imobilizacdo resulta normalmente numa orientacdo aleatdria e em
fracas ligacoes[46, 65].
Imobiliza¢ao covalente

A formacdo das ligacdes covalentes é normalmente estabelecida entre os grupos

funcionais expostos das proteinas e os elétrodos, devidamente modificados.
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Apesar deste tipo de imobilizagcdo apresentar vantagens para o desenvolvimento
de imunossensores eletroquimicos ainda é possivel estabelecer melhorias. Aumentar a
afinidade das proteinas imobilizadas é possivel através da imobilizagcdo orientada e da

utilizacdo de nanomateriais[46].

Imobilizacao orientada

Um dos problemas associados a imobilizagdo é a perda, completa ou parcial, da
atividade da proteina, a qual pode acontecer devido, tanto a uma orientagdo aleatoria,
como a uma deformacdo estrutural. Com o intuito de melhorar o desempenho do
imunossensor eletroquimico, a imobilizacdo orientada torna-se fundamental. Neste tipo de
imobilizacdo, os elementos de captura sdo imobilizados de tal maneira que os seus locais

de reconhecimento ficam expostos a solu¢do da amostra e dispostos uniformemente.

No que diz respeito a imobilizacdo orientada dos antigénios, ndo existem muitos
estudos que abordem esse tema, talvez devido a diversidade de estruturas dos antigénios
[46]. Bem diferente é o que acontece com a imobilizacdo orientada dos anticorpos, a qual é

fundamental na fabricacdo dos imunossensores eletroquimicos[46, 65].

Se na superficie do elétrodo os anticorpos se ligarem aleatoriamente, torna-se
possivel a formacdo de quatro tipos diferentes de orientagdes: ligacdo a superficie pela
base do anticorpo (Figura 1.9 a), pela parte de cima do anticorpo (Figura 1.9 b), pelo lado

do anticorpo (Figura 1.9 c) ou entdo todo o anticorpo ligado a superficie (Figura 1.9 d).

. b
| A

il

Figura 1.9 - Orientacdes de anticorpos imobilizados aleatoriamente[46]

No entanto, a orientacdo ideal é a representada na Figura 1.9 (a), na qual a regiao
Fc do anticorpo é adsorvida na superficie do elétrodo e a regido Fab, onde se localiza o

local de ligacdo dos antigénios, fica orientada para a solucdo a analisar[46, 65].
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A imobilizagao por bioafinidade é uma outra técnica de imobilizagdo orientada e
tem por base diferentes interagdes de bioafinidade. Alguns dos sistemas de bioafinidade
que tém vindo a ser utilizados sdo o da avidina-biotina (Figura 1.10 g), proteinas A, G ou L
(Figura 1.10 h), as quais se podem ligar com a regido Fc de diferentes tipos de IgG,
seletivamente e com alta afinidade, e a imobilizacdo direcionada de ADN (Figura 1.10 i)
[46, 65].

Figura 1.10 - Imobilizagdo de anticorpos através de sistemas de bioafinidade [46]

1.4.3.6. Imunossensores Voltamétricos

Entre as diversas técnicas analiticas existentes para a identificacdo e determinagao
de elementos bioquimicos, os imunoensaios estdo entre as mais especificas, os quais, para
além de proporcionarem limites de detecdo extremamente baixos, podem também ser

usados para uma vasta gama de substancias[18].

Os imunossensores sio dispositivos capazes de detetar a interacdo entre um
antigénio e um anticorpo, a partir da qual se forma o complexo anticorpo-antigénio (Ab-
Ag)[17, 18, 52]. Os imunossensores voltamétricos combinam a formagdo do complexo
anticorpo-antigénio com a transdug¢do voltamétrica, determinando a concentracdo do

analito[17, 18].

Como a maioria dos analitos (anticorpo ou antigénio) ndo sdo eletroquimicamente
ativos, torna-se necessario recorrer a um marcador que permita a detecdo do sinal[31].
Dependendo do tipo de ensaio, o marcador pode ser ligado ao antigénio ou ao anticorpo.
Marcadores que possibilitam a dete¢do voltamétrica sdo, por exemplo, enzimas e catides
metalicos. Enzimas como a peroxidase de rabano-silvestre (HRP, do inglés Horseradish
Peroxidase), a fosfatase alcalina (AP, do inglés Alkaline Phosphatase) ou a glicose oxidase,
sdo as mais utilizadas neste tipo de imunossensor. No caso das enzimas, e ap6s a interacio
imunoldgica, é adicionado um substrato adequado da enzima de modo a formar um

produto com atividade eletroquimica, o qual pode ser analisado por voltametria [18, 31].

29



No presente trabalho, a enzima utilizada foi a AP e o respetivo substrato foi o 3-

indoxil fosfato (3-1P).

Os imunoensaios podem ser competitivos ou ndo-competitivos (do tipo sandwich)
(Figura 1.11). Num ensaio competitivo, o analito (antigénio na amostra) compete com um
antigénio marcado com uma enzima, para a ligacdo ao anticorpo que estd imobilizado.
Depois de se dar a reacgdo, o sensor é lavado para a remo¢do dos componentes que nao
reagiram. A seguir, o sensor é colocado numa solu¢do que contém o substrato da enzima,
sendo medido o produto da reagdo. O sinal medido é inversamente proporcional a

concentragao do analito na amostra, devido a natureza competitiva do ensaio[18, 31].

Por outro lado, num ensaio do tipo sandwich sdo utilizados dois anticorpos
diferentes que se ligam a um antigénio especifico. Ao anticorpo que esta imobilizado na
superficie do elétrodo (anticorpo de captura) liga-se o antigénio, ao qual se liga a seguir o
anticorpo marcado com uma enzima (anticorpo de detecdo). Apds o sensor ser lavado, é
colocado numa solug¢do que contém o substrato da enzima e a reacdo enzimatica é
monitorizada eletroquimicamente[18]. Este tipo de ensaio apresenta vantagens como alta

especificidade e alta sensibilidade devido a utilizagdo de dois anticorpos[31].

PERERA T2

Y Anticorpo 0 Antigénio + Marcador

Figura 1.11 - Imunoensaios: (A) Competitivo; e (B) Sandwich. Adaptada de[31]

1.4.4. Métodos para a analise de CA 15-3 e HER2

0 método mais amplamente utilizado na analise de biomarcadores de cancro é o
ELISA (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)[31]. Embora o ELISA permita a
detecdo de proteinas em niveis elevados, encontrados em fases avancadas do cancro, este
método ndo permite a detecio de concentracdes baixas dos biomarcadores,
correspondentes a fase inicial da doenga. Por esta razdo, é importante o desenvolvimento

de dispositivos que permitam colmatar esta desvantagem|[7, 16, 31].
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Ao longo dos anos, varios tém sido os artigos publicados sobre o desenvolvimento
de dispositivos/métodos alternativos para a detecdo de biomarcadores de cancro, assim

como varios artigos de revisdo[43].

Yang et al. [40] desenvolveram um imunoensaio eletroquimico para a detecdo do
biomarcador CA 15-3. Para a preparagdo do imunossensor foi fabricada uma interface
composta por azul de Pruassia (PB, do inglés Prussian Blue) - AuNPs - ADN - AuNPs. Os
anticorpos anti-CA 15-3 foram adsorvidos na superficie das AuNPs. O desempenho e os
fatores que influenciam o funcionamento do imunossensor foram otimizados,
apresentando uma gama linear de 1 a 240 ng/mL para a dete¢do do CA 15-3 e um limite

de detecao de 0,6 ng/mL.

Al-Khafaji et al.[34] desenvolveram um imunoensaio eletroquimico para a detegdo
do HER2, baseado num formato do tipo sandwich. Um anticorpo monoclonal anti-HER2 de
captura foi imobilizado numa particula magnética modificada com proteina A. 0 HER2 que
se encontra na amostra é capturado pelas particulas modificadas e o ensaio em formato
sandwich é realizado pela adicdo de um segundo anticorpo monoclonal anti-HER2,
marcado com biotina. Para a detecdo eletroquimica, por voltametria de impulso
diferencial, foi utilizada a enzima AP conjugada com estreptavidina e o seu substrato. O

imunoensaio apresentou um limite de detecdo de 6 ng/mL.

Ge et al.[66] desenvolveram um imunossensor eletroquimico para a detecio de
trés biomarcadores de cancro: CA 15-3, CA 125 e CEA. Para a modificacdo da superficie do
imunossensor foi utilizado grafeno (GR). A imobilizacdo do anticorpo de captura foi
possivel através da sintese das AuNPs sobre a superficie do elétrodo modificada com GR.
Apés a incubagdo com a amostra, foi adicionado um segundo anticorpo marcado com AP.
De seguida adicionou-se um substrato da enzima (3-indoxil fosfato) e catides prata. A
reacdo enzimatica levou a deposicio de prata (metalica) no elétrodo. A prata assim
depositada foi redissolvida utilizando a voltametria de varrimento linear. O limite de
detecdo para o CA 15-3 foi de 1,5 x 10-3U/mL, para o CA 125 foi de 3,4 x 10-4U/mL e
para o CEA foi de 1,2 x 10-3 ng/mL.

Para além dos exemplos apresentados, existem outros artigos publicados sobre o
desenvolvimento de dispositivos para a andlise dos biomarcadores CA 15-3[39, 41, 67, 68,
69] e HER2 [70]. No entanto, esta é uma area que se encontra em constante
desenvolvimento e por isso, conforme foi referido anteriormente, varios sdo os trabalhos

que se podem encontrar na literatura.
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Capitulo 2

Material e Métodos

2.1. Reagentes e Solugoes

Todos os reagentes para a execu¢do do trabalho experimental foram de qualidade
"pro andlisis" (p.a.), ou equivalente, e foram utilizados sem purificacdo adicional.
Tris(hidroximetil)aminometano (Tris; 299.8%), nitrato de magnésio hexahidratado
(99%), acido nitrico (265%), acido cloridrico (37%), albumina de soro bovino (BSA;
298%), B-caseina de leite bovino (298%), sal dissédico de 3-indoxil fosfato (3-1P; 298%),
estreptavidina ligada a fosfatase alcalina (S-AP; estreptavidina de Streptomyces avidinii),
soro humano (de sangue AB masculino), e acido tetracloroaurico(Ill) (99.999%) foram

adquiridos a Sigma-Aldrich. Nitrato de prata (99.9995%) foi fornecido pela Alfa Aesar.

Os imunoreagentes foram adquiridos a Sino Biological Inc., para os ensaios do
HERZ2, e a Fujirebio Diagnostics para os ensaios do CA 15-3. Os reagentes empregues para
o HER2 foram: anticorpo monoclonal (coelho) anti-HER2 humano (anticorpo de captura;
720 pg/mL ou 290 pg/mL (dependendo do lote)), HER2 recombinante humano (antigénio;
200 pg/mL), e anticorpo monoclonal (rato) anti-HER2 humano biotinilado (anticorpo de
detecdo; 500 pg/mL). Os reagentes utilizados para a andlise do CA 15-3 foram: anticorpo
monoclonal (rato) anti-CA 15-3 humano (anticorpo de captura Ma552; 2300 pg/mL),
padrdes de CA15-3 (antigénio; 0, 15, 50, 125 e 250 U/mL), anticorpo monoclonal (rato)
anti-CA 15-3 humano biotinilado (anticorpo de detecdo; 2,5 pg/mL). Os ultimos dois
reagentes (antigénio e anticorpo de detecdo) fazem parte do CanAg CA 15-3 EIA kit da

Fujirebio Diagnostics.

A maior parte das solucdes foram preparadas com agua ultra-pura (resistividade =
18,2 M(.cm), obtida de um sistema de purificacdo da Millipore (Simplicity 185), ou com

solugdes tampao, as quais foram também preparadas com esta agua.

Foram utilizadas duas solu¢des tampao Tris-HNO3: tampao 1: 0,10 mol/L (pH 7,2)
e tampao 2: 0,10 mol/L (pH 9,8) com 2,0x10-2 mol/L MgNOs.
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Para preparar as solu¢des (na altura da sua utilizacdo) de BSA (2%), de 3-caseina
(2%), de S-AP, dos imunoreagentes para a analise do HERZ, e do anticorpo de captura
Ma552 para o CA 15-3 foi utilizada a solugdo tampdo 1. As solugdes do substrato
enzimatico (3-IP; 1,0x10-3 mol/L), contendo nitrato de prata (4,0x10-4 mol/L), foram
preparadas com o tampao 2. As solugdes do anticorpo de detecdo, para a analise do CA 15-
3, foram preparadas através de diluicdo da solugdo mae com a solugdo de diluicdo incluida
no CanAg CA 15-3 EIA kit. As solugdes de [AuCl4]- (1,0x10-3 mol/L e 1,0x10-4 mol/L), para
a formagdo das AuNPs, foram preparadas através da diluicdo de uma solucdo de [AuCls]-

1,0x10-2 mol/L com HCI (0,1 mol/L).

2.2. Equipamento e Material
2.2.1. Equipamento Geral

Para a medicdo de liquidos e preparacao das solucdes, foi utilizado material
corrente de laboratério (baldes volumétricos, pipetas Pasteur, etc.) e micropipetas VWR
Signature™ de 20 pL, 200 pL e 1000 puL. As medi¢des do pH das solugdes foram efetuadas
com um medidor de pH (Crison, GLP 22), com um elétrodo de vidro da mesma marca. Para
as diversas pesagens dos reagentes solidos foi utilizada uma balanga analitica da marca

Mettler Toledo (modelo MS205DU).

2.2.2. Equipamento Eletroquimico

Todos os ensaios eletroquimicos foram realizados utilizando um
potencidstato/galvandstato modelo PGSTAT101, da marca Metrohm Autolab (Figura 2.1).
O software NOVA (v. 1.9; Metrohm Autolab) foi utilizado para o controlo do potenciéstato

e para a aquisi¢do e tratamento de dados.
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Figura 2.1 - Potenci6stato/galvandstato PGSTAT101 (Metrohm Autolab)[71]

2.2.3. Elétrodos Serigrafados de Carbono

Os elétrodos utilizados como transdutores dos imunossensores foram SPCEs
(Figura 2.2; DropSens, DRP-110). Estes SPCEs apresentam trés elétrodos serigrafados
sobre um substrato ceramico de dimensées 3,4 x 1,0 x 0,05 cm. Os contactos elétricos e o
elétrodo de referéncia sao feitos com uma tinta de prata. O elétrodo de trabalho, assim
como o elétrodo auxiliar, é de carbono e apresenta uma forma circular com um didmetro
de 4 mm[72]. Em torno do elétrodo de trabalho existe uma camada, em forma de anel, que
constitiu o reservatorio (50uL) da célula eletroquimica[73]. A célula eletroquimica dos
SPCEs, que permite assim a utilizacdo de volumes de aproximadamente 40-50 pL, e as
extremidades das ligacdes, que fazem a conexdo do SPCE ao potencidstato, estdo expostas;

por outro lado, as ligacdes em si estdo cobertas com uma camada de isolamento[49].

Warking
Electrode

C.E.

connection Reference

Electrode

W.E.
caonnection

R.E.
connection

Figura 2.2 - Elétrodo serigrafado de carbono [72]
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Foi utilizado um conector especifico (8,0 x 4,0 x 3,5 cm) (Figura 2.3; DropSens,

DSC) para ligar os SPCEs ao potenciéstato (Figura 2.4).

Figura 2.3 - Conector DSC (DropSens)[72]

Figura 2.4 - Sistema eletroquimico utilizado

2.3. Procedimentos Experimentais

2.3.1. Nanoestruturacao dos SPCEs com Nanoparticulas de Ouro

Para a nanoestruturacio da superficie do WE do SPCE com AuNPs foi utilizado um
método baseado na eletrodeposicio de ouro, o qual foi publicado anteriormente[57]. Os
elétrodos foram lavados com agua ultra-pura e a seguir colocaram-se, na célula do SPCE,

40 uL de uma solugdo de [AuCls]- (1,0x10-3 mol/L ou 1,0x10-4 mol/L).
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A formacao das AulNPs foi efetuada através da aplicacdo de uma intensidade de
corrente de -5 pA durante 60 s (para a concentragdo de [AuCls]- de 1,0x10-3 mol/L) ou de -
100 pA durante 240 s (para a concentragdo de [AuCls]- de 1,0x10-4 mol/L). No dltimo caso
foi ainda aplicado um potencial de +0,1 V, durante 120 s, com o fim de libertar o
hidrogénio que se gera na superficie do elétrodo durante a eletrodeposicdo. Neste caso o
tamanho das AuNPs obtidas é de 73 + 20 nm[57]. Os SPCEs foram de seguida lavados com

a solugao tampao 1.

2.3.2. Imunoensaio Eletroquimico

Os imunoensaios realizados ao longo do trabalho consistiram, inicialmente e apds
a nanoestruturacdo dos SPCE com AuNPS, das seguintes etapas: (1) imobilizacdo do
anticorpo (anti-HER2 ou anti-CA 15-3) de captura na superficie dos elétrodos, (2) bloqueio
da superficie com caseina, (3) adicdo do analito (HER2 ou CA 15-3), (4) adicdo do
respetivo anticorpo de detecdo biotinilado, (5) adicdo de estreptavidina conjugada com
fosfatase alcalina (S-AP), (6) adicdo de uma mistura do substrato enzimatico (3-IP) e
nitrato de prata, e (7) detecao do sinal analitico através da redissolucdo anddica, por
voltametria de varrimento linear, da prata depositada enzimaticamente. Na Figura 2.5 é

representado este ensaio "normal”.

Apébs a otimizacdo da modificacdo da superficie do transdutor com AuNPs e da
concentracdo da S-AP, as etapas 3 e 4 (referidas em cima) foram combinadas (Figura 2.6),

tendo sido este o procedimento adotado para o restante trabalho.
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Figura 2.5 - Formato do imunoensaio “normal”
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2.3.2.1. Construcao da Fase Biossensora

Depois da nanoestruturacdo dos SPCEs, foram colocados 10 pl. de uma solucdo de
anticorpo de captura (anti-HER2 (50 pug/mL) ou anti-CA15-3 (100 ug/mL)) na superficie
do WE (Figura 2.6 (1)), e os elétrodos foram guardados a 4 2C, e protegidos da luz, durante
a noite. De seguida, lavaram-se os elétrodos com a solu¢do tampao 1 e colocaram-se 40 uL
de uma solugdo de caseina 2% na sua superficie para evitar adsor¢des ndo especificas

(Figura 2.6 (2)). Ap6s 30 min os elétrodos foram lavados com a solugdo tampao 1.

2.3.2.2. Analise de HER2 e CA 15-3

A dete¢do do biomarcador HER2 foi realizada em tampao (solu¢do aquosa) e em
soro. No imunoensaio otimizado para a detecdo do biomarcador HERZ em tampao,
colocaram-se 40 pL de uma mistura feita com a concentragdo pretendida de antigénio (0,
15, 25, 50, 75, 100 ou 150 ng/mL) e concentragdes fixas do anticorpo de detecdo (1
pg/mL) e de albumina (0,5%), na superficie do elétrodo (Figura 2.6 (3)). Apés uma
incubacao de 1 h lavaram-se os elétrodos com a solucdo tampdo 1. De seguida colocaram-
se 40 pL de uma solugdo de S-AP 2x10-10 mol/L no elétrodo (Figura 2.6 (4)) e, apds 1 h,
lavou-se com a solugdo tampao 2. Por fim, 40 uL de uma solugido contendo 3-IP (1,0x10-3
mol/L) e Ag* (4,0x10-4 mol/L) foram colocados no elétrodo (Figura 2.6 (5)) e apds 20 min
o sinal analitico foi registado, recorrendo a voltametria de varrimento linear (Figura 2.6

(6)) (ver sub-capitulo 2.3.2.3.).

No imunoensaio otimizado para a detecio do biomarcador HER2 em soro,
colocaram-se 40 uL de uma mistura feita com 250 uL de soro, a concentragido pretendida
de antigénio (0, 15, 25, 50, 75, 100 ou 150 ng/mL) e a concentragdo fixa do anticorpo de
detecdo (1 pg/mL), na superficie do elétrodo. Ap6s uma incubagdo de 1 h lavaram-se os
elétrodos com a solucdo tampdo 1. As etapas seguintes foram iguais as descritas para a

detecdo do HER2 em tampao.
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No imunoensaio otimizado para a detecao do biomarcador CA 15-3 colocaram-se,
na superficie do elétrodo, 20 puL. de uma solucdo do antigénio com a concentragdo
pretendida (0, 15, 50, 125 e 250 U/mL) e 20uL da solugdo do anticorpo de detecao (2
ug/mL). Ap6s uma incubacdo de 1 h lavaram-se os elétrodos com a solugdo tampao 1. De
seguida colocaram-se 40 puL. de uma solucdo de S-AP 2x10-19 mol/L no elétrodo e, ap6s 1 h,
lavou-se com a solugdo tampao 2. Por fim, 40 uL. de uma solugdo contendo 3-IP (1,0x10-3
mol/L) e Ag* (4,0x10-* mol/L) foram colocados no elétrodo e ap6s 20 min o sinal analitico

foi registado, recorrendo a voltametria de varrimento linear (ver sub-capitulo 2.3.2.3.).

2.3.2.3. Registo do Sinal Analitico

O método utilizado para a detegdo do sinal analitico foi desenvolvido por Fanjul-
Bolado et al.[74]. Neste método uma mistura de 3-IP e Ag* é utilizada como substrato da
AP. A AP hidrolisa o 3-IP dando origem a um produto intermédio, que oxida a azul de
indigo. Neste processo, a prata em solugdo é reduzida a prata metdlica que é depositada no
sitio onde a AP esta ligada. A prata assim depositada é redissolvida eletroquimicamente e

a intensidade de corrente resultante é medida.

No presente trabalho utiliza-se a voltametria de varrimento linear (-0,03 V a +0.4
V, velocidade de varrimento: 50 mV/s) para a redissolucdo da prata e para a medicdo da

intensidade de corrente. O mecanismo deste método é ilustrado na Figura 2.7[75].

/ /
N, AP N )
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0 \ Ag+ Ago
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3-1P \\o :

.. Voltammetric detection

Figura 2.7 - Mecanismo da deposicio catalisada de prata por AP para a dete¢ao voltamétrica[75]
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Capitulo 3

Resultados e Discussao

Ao longo da realizacdo do trabalho, o método utilizado para a detecdo da interacao

entre o antigénio e o anticorpo foi baseado na redissolugdo voltamétrica da prata
depositada na etapa da reagdo enzimatica (ver sub-capitulo 2.3.2.3). A intensidade de
corrente do pico (ip) resultante é a medida analitica para avaliar esta interacdo. O potencial
de oxidacao (E,) da prata é entre, nas condi¢des utilizadas, cerca de +0,15 e +0,20 V. Um

exemplo de um voltamograma obtido é indicado na Figura 3.1.

35 ~

30 -

25 -

20 ~

i(nA)

15 ~

10 ~

0 T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4

E(V)

Figura 3.1 - Exemplo de um voltamograma de varrimento linear obtido no presente trabalho

3.1. Imunossensor para a Detecdo do Biomarcador HER2

3.1.1. Modifica¢ao da Superficie do Transdutor com Nanoparticulas de
Ouro

A modificacdo da superficie do transdutor é um passo importante no

desenvolvimento do sensor. Com o objetivo de aumentar a sua biocompatibilidade e a

sensibilidade, a superficie do transdutor foi modificada com AuNPs.
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Foram estudados dois métodos de modificacdo utilizando (1) uma solucdo de
[AuCls]- 1,0x10-3 mol/L e uma intensidade de corrente de -5pA, aplicada durante 60 s, e
(2) uma solugdo de [AuCls]- 1,0x10-* mol/L e uma intensidade de corrente de -100uA,
aplicada durante 240 s. Para avaliar estes SPCEs nanoestruturados, foram realizados
ensaios utilizando os seguintes reagentes: Ab de captura (50 ug/mL), caseina (2%), HER2
(0 (branco) e 300 ng/mL), Ab de detecdo (1, 5 e 10 ug/mL), S-AP (1x10-10 mol/L) e uma
solucdo contendo 3-IP (1,0x10-3 mol/L) e Ag* (4,0x10-4 mol/L). As intensidades de

corrente (ip) (n = 3) obtidas sdo apresentadas na Figura 3.2.

30 - 30 + 2

® HER2 - 300 ng/mL

1
25 - branco 25 branco
20 -
= 15 -
10 - I 10 -
bk el
0 - . . . , S ~_
1 5 10 1 5 10

[Ab de dete¢do] (ng/mL) [Ab de detecdo] (ug/mL)

®mHER2 - 300 ng/mL

i, (nA)

=
(6]
iy (MA)

Figura 3.2 - Valores de i (n = 3) obtidos por voltametria de varrimento linear para diferentes
concentragdes de anticorpo de detecdo (1,5 e 10 pg/mL) e SPCEs modificados com AuNPs
produzidas com [AuCls]-

(1) 1,0x10-3 mol/L (i: -5pA; t: 60 s) e (2) 1,0x10-* mol/L (i: -100puA; t: 240 s).

(Ab captura (50 pg/mL), caseina (2%), HER2 (0 (branco) e 300 ng/mL), S-AP (1x10-19mol/L),
3-IP (1,0x10-3 mol/L) e Ag* (4,0x10-* mol/L))

Com base nos resultados obtidos, concluiu-se que a nanoestruturacao (1) ([AuCls]-
1,0x10-3 mol/L; i: -5pA; t: 60 s) resultou em valores de i, mais elevados para todas as
concentracdes do anticorpo de detecdo. No entanto, os valores de i, para os ensaios em
branco foram também elevados, o que aumentara significativamente o limite de detecio.
Assim, é preferivel utilizar a nanoestruturacdo (2) ([AuCls]- 1,0x10-4 mol/L; i: -100pA; t:
240 s) para poder analisar concentracdes baixas do analito. Em relacdo ao anticorpo de
detecdo, e com a utilizacdo da nanoestruturacdo (2), a maior diferenca entre o sinal, na
presenca do analito, e o branco foi obtida com a concentragido de 5 pg/mL. Por isso, esta

foi a concentracdo utilizada nos ensaios seguintes.
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3.1.2. Otimizacao da Fase Biossensora e do Imunoensaio

3.1.2.1. Otimizac¢ao da Concentracao de S-AP

Para a otimizag¢do da concentracdo de S-AP foram estudadas quatro concentragdes:

1x10-10; 2x10-19; 5x10-10 e 1x10-2 mol/L. As concentracdes dos outros reagentes utilizados

para a realizacdo do ensaio foram: Ab de captura (50 pug/mL), caseina (2%), HER2 (0

(branco) e 300 ng/mL), Ab de detecdo (5 ug/mL) e uma solu¢do contendo 3-IP (1,0x10-3

mol/L) e Ag+ (4,0x10-* mol/L). As intensidades de corrente (i,; n = 3) obtidas sdo

apresentadas na Figura 3.3.

200
180
160
140
120
100

iy (nA)

80
60
40

mHER2 - 300 ng/mL

i branco
20 I II
O -.-l T T T T T T T 1

1,00E-10 2,00E-10 5,00E-10 1,00E-09

[S-AP] (mol/L)

Figura 3.3 - Valores de i, (n = 3) obtidos por voltametria de varrimento linear para diferentes
concentragdes de S-AP (1x10-10; 2x10-10; 5x10-10 e 1x10-9 mol/L).
(Ab captura (50 pg/mL), caseina (2%), HER2 (0 (branco) e 300 ng/mL), Ab de dete¢do (5 pg/mL),
3-IP (1,0x10-3 mol/L) e Ag* (4,0x10-* mol/L))

Conforme se pode observar na Figura 3.3, a i, aumenta com o aumento da

concentracao de S-AP, tanto para os ensaios com o HERZ como para os ensaios em branco.

Também se pode concluir que a precisdo dos resultados diminui com o aumento da

concentragdo da S-AP. Assim, a concentracdo de S-AP de 2x10-1° mol/L foi escolhida para

ser utilizada nos ensaios seguintes.
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3.1.2.2. Otimizacao das Etapas do Imunoensaio

Conforme foi referido na seccdo 2.3.2, com o objetivo de diminuir o tempo do
ensaio, foram combinadas varias etapas, e testadas varias alternativas de pré-incubacdo
dos reagentes antes da sua coloca¢do no SPCE. As misturas estudadas foram as seguintes:
(1) HER2 com anticorpo de detecdo; (2) anticorpo de detecdo com S-AP; e (3) HER2 com
anticorpo de detecdo e S-AP. As concentracdes dos reagentes utilizados para a realizagdo
dos ensaios foram: Ab de captura (50 ug/mL), caseina (2%), HER2 (0 (branco) e 300
ng/mL), Ab de detecdo (5 pg/mL), S-AP (2x10-10 mol/L) e uma solu¢do contendo 3-IP
(1,0x10-3 mol/L) e Ag* (4,0x10-* mol/L). Além disso, foi adicionada as misturas uma
solucdo de BSA (concentracio final: 0,5%) para tentar reduzir as intensidades de corrente
dos ensaios em branco, uma vez que nos ensaios anteriores, estes apresentaram valores

relativamente elevados, o que dificulta a detecao de concentracdes baixas de HER2.

Para as alternativas (2) e (3) ndo foram observados os picos correspondentes a
oxidacdo da prata (i, = 0). Neste sentido, concluiu-se que a inclusdo de S-AP nas misturas
nao é adequada e que esta tera de ser incluida numa etapa separada. Os resultados obtidos

com a abordagem alternativa (1) e com o método dito ‘normal’ estdo apresentados na

Figura 3.4.
>0 1 ® HER2 - 300 ng/mL
45 -
branco

40 -
35 +
30 -+

S 25 -

220 - I
15 -
10 -~
5 [
0 T 1

'Normal' HER2 + Anticorpo
detecao

Ensaio

Figura 3.4 - Valores de i, (n = 3) obtidos por voltametria de varrimento linear para diferentes
estratégias de ensaio.
(Ab captura (50 pg/mL), caseina (2%), HER2 (0 (branco) e 300 ng/mL), Ab de dete¢do (5 pg/mL),
BSA (0,5%), S-AP (2x10-19 mol/L), 3-IP (1,0x10-3 mol/L) e Ag* (4,0x10-* mol/L))
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Conforme se pode observar na Figura 3.4, a pré-incubacdo do HER2 com o
anticorpo de detecdo apresenta uma i, para o branco mais baixa e uma maior diferenca
entre os sinais do ensaio com o analito e o branco, quando comparado com o ensaio
'normal’. Assim, a utilizacdo desta mistura pode-se tornar uma mais valia para o

desenvolvimento do imunoensaio, uma vez que reduz o tempo de anélise em 1 h.

Embora a mistura de HER2Z com o anticorpo de detecdo tenha apresentado
resultados satisfatorios, foi realizado um estudo adicional para avaliar se a mistura
deveria ser feita no momento em que é depositada no SPCE ou algum tempo (cerca de 1 h)
antes. As condi¢des de realizacdo do ensaio foram as mencionadas em cima. Os resultados

sdo apresentados na Figura 3.5.

35 4
m HER2 - 300 ng/mL
30 -
branco
25 -
i 20 A
= 15 -
10 A I
5 A I
0
'Normal' HER2 + Anticorpo HER2 + Anticorpo
detecdo 'na hora' detecdo '1h’
Ensaio

Figura 3.5 - Valores de iy (n = 3) obtidos por voltametria de varrimento linear para diferentes
estratégias de ensaio ('normal' e mistura HER2 com anticorpo de dete¢io).
(Ab captura (50 pg/mL), caseina (2%), HER2 (0 (branco) e 300 ng/mL), Ab de detegdo (5 pg/mL),
BSA (0,5%), S-AP (2x10-19 mol/L), 3-IP (1,0x10-3 mol/L) e Ag* (4,0x10-* mol/L))

Pela analise dos resultados obtidos concluiu-se que a forma mais eficaz de realizar

0 ensaio é através da mistura feita no momento da sua utilizacao.
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3.1.2.3. Otimizac¢ao das Concentragdes dos Anticorpos de Captura e de

Detec¢ao para a Analise de HER2

Com o objetivo de otimizar as concentragcdes dos anticorpos de captura e de
detecdo, foram realizados ensaios utilizando as seguintes condi¢des: Ab de captura (10, 25
e 50 pg/mL), caseina (2%), HER2 (0 (branco) e 150 ng/mL), Ab de detecdo (0,1; 0,5 e 1
pg/mkL), S-AP (2x10-1° mol/L) e uma solugdo contendo 3-IP (1,0x10-3 mol/L) e Ag*
(4,0x10-4 mol/L). Para a realizacdo destes ensaios foi adicionada BSA (concentragao final:
0,5%) as misturas de HER2 com o Ab de detecdo. Pelos resultados obtidos (Figura 3.6) é
possivel concluir que, na maioria dos casos, quanto maiores as concentragdes dos
anticorpos de captura e de detegdo, mais elevada é a i,. Para a combinagdo do Ab de
captura 50 ug/mL com o Ab de dete¢do 1 ug/mlL, foi obtida a maior i, e um sinal do branco

aceitavel. Por isso, estas concentragdes foram as escolhidas para os ensaios seguintes.

mHER2 - 150 ng/mL
60 -

branco
50 -
40 -
30
20
10 _
ol W M. Bs BE B . Ll

c-10b- ¢-25b- ¢-50b- c¢-10b- c-25b- c¢c-50b- c-10b-1 c-25b-1 c¢-50b-1
0,1 0,1 0,1 0,5 0,5 0,5

Conc. Ab de captura (c) e Ab de dete¢do (b) (ng/mL)

ip (nA)

Figura 3.6 - Valores de i, (n = 3) obtidos por voltametria de varrimento linear para diferentes
concentragdes de Ab de captura (10, 25 e 50 ug/mL) e de Ab de detec¢do (0,1; 0,5 e 1 pg/mL).
(Caseina (2%), HER2 (0 (branco) e 150 ng/mL), BSA (0,5%), S-AP (2x10-10 mol/L),
3-IP (1,0x10-3 mol/L) e Ag* (4,0x10-* mol/L))
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3.1.3. Curvas de Calibracao

Para estabelecer a curva de calibragdo para a analise do HER2 foram efetuados
ensaios com concentragdes diferentes de HER2 (15, 25, 50, 75, 100 e 150 ng/mL) e com as
concentragdes otimizadas anteriormente, dos outros reagentes, ou seja, Ab de captura (50
ug/mL), caseina (2%), BSA (0,5%), Ab de detecdo (1 pg/mL), S-AP (2x10-1° mol/L) e a
solucdo contendo 3-IP (1,0x10-3 mol/L) e Ag* (4,0x10-4 mol/L). Estes ensaios foram

efetuados tanto em tampao (solugdo aquosa) como em soro humano.

3.1.3.1. Curvade Calibragao - HER2 em tampao

A curva de calibragdo para a andlise de HER2 em tampao foi estabelecida entre 15
e 150 ng/mL (Figura 3.7). Esta curva de calibragdo serviu para identificar a zona de
linearidade entre a i, e a concentracdo de HER2 para, de seguida, se estabelecer a curva de

calibragdo para a analise de HER2 em soro humano.

80 -

i, =(37,74 £ 2,90)log[HER?2] - (18,33 £ 5,01)

70 1 r=0,991

60 -

ip (LA)
v
o

40 -

30 - s

20 T T T T T T 1
1,00 1,20 1,40 1,60 1,80 2,00 2,20 2,40

log [HER2] (ng/mL)

Figura 3.7 - Curva de calibracgdo (i, vs. log[HER2]) obtida com o imunossensor desenvolvido para a

analise de HER2 em tampao
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3.1.3.2. Curva de Calibracao - HER2 em soro

Uma vez que a finalidade do imunossensor é a quantificacio do HER2 em soro
humano, também foi construida uma curva de calibracdo utilizando soro humano como
matriz. Na Figura 3.8 estdo representados voltamogramas tipicos, enquanto que na Figura
3.9 é apresentada a curva de calibragdo, obtida a partir das intensidades de corrente de
pico apresentadas na Tabela 3.1. As condi¢bes do ensaio realizado com soro foram as
mesmas do ensaio em tampao. No entanto, aquando da realizacdo das misturas HER2 com
Ab de detecdo, nado foi adicionada BSA pois poderia bloquear por completo a superficie do

transdutor.

70 -
60 -
50 -

40 -

i(nA)

20 -

10 -

O n T T T T 1
-0,1 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
E(V)

Figura 3.8 - Voltamogramas de varrimento linear (-0,03 Va +0.4 V, velocidade de varrimento: 50
mV/s) de andlise de HER2 em soro humano [HER2] (ng/mL): 0, 15, 25, 50, 75 e 100 (aumento da i,
com aumento da concentragio).

(Ab de captura (50 pg/mL), caseina (2%), Ab de detegdo (1 pg/mL), S-AP (2x10-1° mol/L),
3-IP (1,0x10-3 mol/L) e Ag* (4,0x10-* mol/L))

Analisando os voltamogramas da Figura 3.8 verifica-se um aumento claro da i, com
o aumento da concentracdo do HER2 e, para além disso, é possivel verificar a diferenca

significativa entre o branco (0 ng/mL) e o padrdo de concentragdo mais baixa (15 ng/mL).
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Tabela 3.1 - Intensidades de corrente de pico (ip) para cada concentra¢ao de HER2 da curva de

calibracao
[HER2] (ng/mL) ip(nA)*
15 389+0,9
25 46,5+ 4,3
50 56,0 £ 4,2
75 60,7 £ 2,4
100 67,8 +3,7

* média + desvio padrao (n = 3)

80 ~

i, =(33,56 + 1,81)log[HER?2] - (0,714 * 3,00)
70 4 r=0,996

60 -

ip (nA)

50 A

40 -

30 T T T T T T 1
0,80 1,00 1,20 1,40 1,60 1,80 2,00 2,20
log [HER2] (ng/mL)

Figura 3.9 - Curva de calibracgdo (i, vs. log[HER2]) obtida com o imunossensor desenvolvido para a

analise de HER2 em soro humano

Com base na comparacio do declive da curva de calibracdo feita em soro e o
declive da curva de calibracido feita em tampao, é possivel concluir que a influéncia da

matriz do soro é reduzida, uma vez que a razio dos valores dos declives é de 0,89.

Na Tabela 3.2 sdo indicadas as caracteristicas da curva de calibracdo [76, 77] e o
limite de detecdo (LOD) para a analise de HER2 em soro humano. O LOD foi calculado com

base na média (n = 3) da i, e o respetivo desvio padrdo (Sy) dos ensaios em branco de

acordo com a Equacao 1:

(ip+3 x Sp)-a

LOD =10 m Equagio 1
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Tabela 3.2 - Caracteristicas da curva de calibragdo e limite de dete¢do para a analise de HER2 em
soro humano

Caracteristica

Intervalo de concentragdo (ng/mL) 15-100
Coeficiente de correlacao (r) 0,996
Declive (m) 33,56
Desvio padrao do declive (Sm) 1,81
Intercecdo (a) -0,714
Desvio padrao da intercegao (S.) 3,00
Desvio padrdo da regressdo linear (Sy/x) 1,23
Desvio padrdo do método (Sxo) 0,037
Coeficiente de variacdo do método (Vxo) (%) 2,2
Limite de dete¢do (LOD) (ng/mL) 4,4

Das caracteristicas apresentadas na Tabela 3.2, é possivel concluir que o intervalo
de concentracdo e o limite de detecdo sdo adequados para a andlise de HER2 no soro
humano uma vez que o valor limite (cutoff value) estabelecido é de 15 ng/mL. Também se

pode concluir que o método é preciso (Vo < 5%).

Desta forma é possivel concluir que o imunossensor desenvolvido podera ter

aplicagdo no diagnostico precoce e descentralizado do cancro da mama.
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3.2. Imunossensor para a Detecdo do Biomarcador CA 15-3

3.2.1. Otimizacao da Fase Biossensora e do Imunoensaio

No desenvolvimento do imunossensor para a detecdo do biomarcador CA 15-3,
tendo em conta que alguns parametros do ensaio sdo iguais aos do ensaio para dete¢do do
HER2, foram adotadas as mesmas condi¢cdes, nomeadamente, a nanoestruturacdo dos
elétrodos, o bloqueio da superficie com caseina 2%, a concentragao da S-AP 2x10-1° mol/L

e o substrato enzimatico (1x10-3 mol/L de 3-IP com 4x10-* mol/L de AgNOs3).

Contudo, foi necessario otimizar as concentragées do Ab de captura e do Ab de
detecdo. Os padrdes do CA 15-3 utilizados foram os que estavam incluidos no "CanAg

CA15-3 EIA kit" com concentragdes de 0, 15, 50, 125 e 250 U/mL.

Tal como no ensaio do HER2, foi feita uma mistura prévia do antigénio (CA 15-3) e
do Ab de detec¢do. No entanto, em vez da mistura ser feita a parte (num tubo Eppendorf),
esta foi realizada diretamente no SPCE, juntando 10uL de um dos padroes de CA 15-3 e
20uL de Ab de detecao.

3.2.1.1. Otimizacao das Concentra¢des dos Anticorpos de Captura e de

Detec¢ao para a Analise de CA 15-3

Para a otimizacdo das concentragdes do Ab de captura e do Ab de detecao foram
realizados ensaios utilizando as seguintes condicdes: Ab de captura (1, 10 e 50 pg/mL),
caseina (2%), misturas das concentra¢cdes minima e maxima de CA 15-3 (0 e 250 U/mL)
com diferentes concentra¢des de Ab de detecdo (1,5 e 2,5 pg/mL), S-AP (2x10-10 mol/L) e
uma solugdo contendo 3-IP (1,0x10-3 mol/L) e Ag* (4,0x10-4 mol/L). Os resultados obtidos

nesta otimizacdo estdo apresentados na Figura 3.10.
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Figura 3.10 - Valores de i, (n = 3) obtidos por voltametria de varrimento linear para diferentes
concentragdes de Ab de captura (1, 10 e 50 ug/mL) e de Ab de detecdo (1,5 e 2,5 pg/mL).
(Caseina (2%), CA 15-3 (0 (branco) e 250 U/mL), S-AP (2x10-10 mol/L), 3-IP (1,0x10-3 mol/L) e
Ag* (4,0x10-* mol/L))

Pelos resultados obtidos é possivel concluir que com 10 e 50 pg/mL de Ab de
captura se obtiveram as maiores diferencas entre sinal, na presenca de analito, e branco. A
concentracdo de Ab de captura que ficou definida, com base nestes resultados, foi de 50
pg/mL para os ensaios seguintes. Relativamente a concentracdo de Ab de detecdo, a

escolhida foi ade 1,5 pg/mL.

3.2.2. Curvas de Calibracao

Para estabelecer a curva de calibracdo para a analise do CA 15-3, foram efetuados
ensaios com diferentes concentracdes de CA 15-3 (0, 15, 50, 125 e 250 U/mL) e com as
concentragdes otimizadas anteriormente, dos outros reagentes, ou seja, Ab de captura (50
pug/mL), caseina (2%), Ab de dete¢do (1,5 pg/mL), S-AP (2x10-10 mol/L) e a solugao
contendo 3-IP (1,0x10-3 mol/L) e Ag* (4,0x10-4 mol/L). Estes ensaios foram efetuados

apenas em tampao (solu¢do aquosa).

A primeira curva de calibracio obtida estd representada na Figura 3.11 e,
conforme se pode observar, os resultados nio foram os esperados, tendo-se verificado
uma perda de sinal significativa comparativamente com os valores observados na Figura

3.10, para as mesmas condicdes.
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Figura 3.11 - Curva de calibragdo (i, vs. [CA 15-3]) obtida com o imunossensor desenvolvido para a

andlise de CA 15-3 em tampao

Tendo em conta que se verificou uma perda de sinal ndo esperada, o ensaio foi
repetido nas mesmas condi¢des do anterior, tendo sido alterada apenas a concentracdo de

Ab de captura para 100 pg/mL. Os resultados estdo representados na Figura 3.12.
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y=0,1321x + 10,108
R*=0,9956
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Figura 3.12 - Curva de calibracdo (i, vs. [CA 15-3]) obtida com o imunossensor desenvolvido para a

analise de CA 15-3 em tampdao

Com este ensaio ja foi possivel obter valores de sinal adequados. No entanto, a
diferenca entre 0 U/mL e 15 U/mL nao é muito elevada. Com o objetivo de aumentar essa
diferenca, foi realizado um ensaio no qual foi aumentado o volume de CA 15-3 na mistura

para 20pL e a concentracgdo de Ab de detecdo para 2 pg/mL.
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Assim, a curva de calibracdo estabelecida para a andlise do CA 15-3, foi obtida
através da realizacdo de um ensaio com as seguintes condicdes: Ab de captura (100
pg/mkL), caseina (2%), mistura, no elétrodo, de 20 pL de diferentes concentragdes de CA
15-3 (0, 15, 50, 125 e 250 U/mL) e 20 uL de uma concentragao fixa de Ab de detecdo (2
pg/mkL), S-AP (2x10-1° mol/L) e uma solu¢do contendo 3-IP (1,0x10-3 mol/L) e Ag*
(4,0x10-4 mol/L).

Na Figura 3.13 estdo representados os voltamogramas tipicos obtidos com este
ensaio e na Figura 3.14 é apresentada a curva de calibracdo estabelecida do imunossensor.
As intensidades de corrente de pico, a partir das quais foi obtida a curva de calibragao,

estdo apresentadas na Tabela 3.3.
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Figura 3.13 - Voltamogramas de varrimento linear (-0,03 V a +0.4 V, velocidade de varrimento: 50
mV/s) de andlise de CA 15-3 em tampdo [CA 15-3] (U/mL): 15, 50, 125 e 250 (aumento da i, com
aumento da concentragdo).

(Ab de captura (100 pg/mL), caseina (2%), Ab de detegdo (2 pg/mL), S-AP (2x10-10 mol/L),
3-IP (1,0x10-3 mol/L) e Ag* (4,0x10-* mol/L))

A andlise dos voltamogramas da Figura 3.13 permite comprovar um aumento claro
da i, com o aumento da concentracdo do CA 15-3, verificando-se uma diferenca notéria

entre 15e 50 U/mL.
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Tabela 3.3 - Intensidades de corrente de pico (iy) para cada concentracdo de CA 15-3 da curva de

calibracao
[CA 15-3] (U/mL) ip(LA)*
15 13,0+1,8
50 249+14
125 34,4+1,9
250 38,3+29

* média + desvio padrao (n = 3)

45,0 -
40,0 ~
35,0 -
30,0 -
25,0 -
20,0 -
15,0 -
10,0 -
5,0 -

0,0 T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
log [CA15-3] (U/mL)

ip = (21,18 + 1,41)log[CA 15-3] - (11,38 * 2,67)
r=0,996

ip (HA)

Figura 3.14 - Curva de calibracdo (7, vs. log[CA 15-3]) obtida com o imunossensor desenvolvido

para a andlise de CA 15-3 em tampao

Na Tabela 3.4 sdo indicadas as caracteristicas da curva de calibracio [76, 77] e o
limite de detecdo (calculado com base na Equacao 1) para a analise de CA 15-3 em solugio

aquosa.
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Tabela 3.4 - Caracteristicas da curva de calibragdo e limite de dete¢io para a analise de CA 15-3 em

solucdo aquosa

Caracteristica

Intervalo de concentragao (U/mL) 15- 250
Coeficiente de correlacao (r) 0,996
Declive (m) 21,18
Desvio padrao do declive (Sm) 1,41
Intercecdo (a) -11,38
Desvio padrao da intercegao (S.) 2,67
Desvio padrdo da regressdo linear (Sy/x) 1,29
Desvio padrdo do método (Sxo) 0,061
Coeficiente de variacdo do método (Vxo) (%) 3,3
Limite de detegao (LOD) (U/mL) 37,5

Conforme se pode observar na Tabela 3.4, o LOD foi mais elevado do que o valor
limite estabelecido de CA 15-3 (30 U/mL) para o diagndstico do cancro da mama, o que se

deve aos valores de i, relativamente elevados dos ensaios em branco.

Tendo em conta que o desenvolvimento deste imunossensor ainda nio esta
finalizado, uma vez que ainda nao foi testada a analise do biomarcador em soro humano,
deverao ser realizados estudos com o objetivo de diminuir os sinais dos ensaios em branco
e, consequentemente, o limite de detecdo. Neste sentido, algumas das alteracdes que
possam ter de ser introduzidas passam, por exemplo, por um melhor bloqueio da
superficie. Além disso, aquando da realizacdo da analise em soro, é possivel que o bloqueio

seja mais eficaz devido aos constituintes do soro.

Embora os resultados para este imunossensor nao tenham sido os pretendidos, ele

continua a parecer promissor para o diagnéstico do cancro da mama.
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Capitulo 4‘

Conclusoes e Perspetivas Futuras

Neste trabalho foram desenvolvidos dois imunossensores eletroquimicos para a
analise de dois biomarcadores do cancro da mama, HER2 e CA 15-3. O transdutor, para
ambos os imunossensores, foi um elétrodo de carbono serigrafado (SPCE) cuja superficie
foi modificada com nanoparticulas de ouro. Estas nanoparticulas foram depositadas na
superficie do SPCE através da eletrodeposicdo de ouro de uma solucdo de [AuCls]- 1,0x10-4

mol/L utilizando uma intensidade de corrente de -100uA, aplicada durante 240 s.

Para a construgdo da fase biossensora dos imunossensores foram imobilizados
anticorpos monoclonais anti-HER2 (50 pg/mL) ou anti-CA 15-3 (100 pg/mL) humano na
superficie nanoestruturada do SPCE. De seguida a superficie foi bloqueada com caseina

(2%) para evitar adsor¢des nado-especificas.

0 formato do imunoensaio utilizado foi ndo competitivo (do tipo sandwich) e
consisitiu nas seguintes etapas otimizadas (entre as etapas, o SPCE foi lavado com uma
solucdo tampao adequada): (i) incubacdo (1 h) com uma mistura do analito (HER2 ou CA
15-3) e um anticorpo monoclonal anti-HER2 ou anti CA 15-3 humano biotinilado (HER2 (1
pg/mL); CA 15-3 (2 pg/mL)); (ii) incubagdo (1 h) com estreptavidina ligada a fosfatase
alcalina (2x10-1° mol/L); (iii) adicdo de uma mistura do substrato enzimatico (3-indoxil
fosfato 1,0x10-3 mol/L) e nitrato de prata (4,0x10-4 mol/L) e subsequente reagdo durante

20 min; (iv) detecdo, por voltametria de varrimento linear, da prata depositada na etapa
(iii).

Com as condi¢bes dos imunoensaios otimizadas, e tendo sido verificado um
aumento da intensidade de corrente com a concentragdo dos analitos, foram obtidas as
curvas de calibracdo para cada imunossensor. A detecdo do HER2 foi testada em tampao,
tendo servido para avaliar a zona de linearidade entre a intensidade de corrente do pico e
a concentracido de HER2. Ao ser testada em soro, foi verificada uma diminui¢do, nio muito
significativa, do declive da curva de calibracdo o que permite concluir que a influéncia da

matriz do soro é reduzida.
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O intervalo das concentracdes de HER2, da curva de calibracao em soro, foi de 15 a
100 ng/mL e o limite de detecdo foi de 4,4 ng/mL. Tendo em conta que o valor limite
(cutoff value) do HER2 para a confirmag¢do do cancro da mama é de 15 ng/mlL, pode-se
concluir que o imunossensor desenvolvido podera ser adequado para a andlise deste
biomarcador e pode-se comprovar a sua possivel utilidade para o diagnéstico precoce e

descentralizado do cancro da mama.

Relativamente a detecdo do CA 15-3, esta apenas foi realizada em solu¢des tampao,
tendo-se estabelecido a curva de calibracdo entre 15 e 250 U/mL. O limite de detec¢ao foi
mais elevado (37,5 U/mL) do que o valor limite estabelecido (30 U/mL). Para a diminuigao
do limite de detecdo sdo necessarios ensaios adicionais de modo a baixar os sinais dos
ensaios em branco. Posteriormente, a analise do biomarcador em amostras de soro devera
ser efetuada para se poder avaliar a utilidade do imunossensor em andlises de amostras

reais.

Apesar dos resultados obtidos neste trabalho indicarem que os imunossensores
desenvolvidos poderdo ser ferramentas uteis no diagnéstico do cancro da mama e no
acompanhamento de pacientes, estudos subsequentes deverao ser realizados para validar
a sua utilizacdo. Nestes estudos, deverdo ser analisadas amostras reais de soro, tanto de
pacientes como de pessoas saudaveis, sendo os respetivos resultados comparados com os
que se obtém através da realizacdo de procedimentos ja estabelecidos para a analise dos
biomarcadores, como o ELISA. Aproveitando a versatilidade dos imunossensores
eletroquimicos, também é motivo de exploracdo futura a analise simultanea de HER2 e CA
15-3 através da utilizagdo de um SPCE com 2 elétrodos de trabalho, o que podera

aumentar consideravelmente a exatidao do diagnoéstico do cancro da mama.
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