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Resumo

As doencgas cardiovasculares (DCVs) integram um conjunto de patologias, entre as quais se destaca
o enfarte agudo do miocardio (AMI, do inglés, Acute Myocardial Infarction). As DCVs sdo a principal
causa de morte no mundo e de morbilidade na Europa. Deste modo, é fundamental melhorar os
métodos de diagndstico do AMI, para que sejam eficientes, rapidos, precisos e simples, diminuindo
a mortalidade associada a esta doenca.

O desenvolvimento de novos biossensores tem vindo a crescer nos Ultimos anos, com especial
énfase no diagndstico de diversas doencas. No presente trabalho, foi desenvolvido um biossensor
eletroquimico para o diagndstico do AMI, caracterizado por ser de baixo custo, simples e répido.
Durante a construgdo deste material biomimético, o analito utilizado foi a mioglobina (Myo), uma
vez que é um biomarcador cardiaco critico para o diagndstico de DCVs, tornando essencial a sua
monitorizagdo no local de prestagdo de cuidados (PoC, do inglés, Point of Care).

O material de suporte utilizado para o desenvolvimento deste biossensor consiste num elétrodo
impresso de platina (Pt-SPE, do inglés, Screen-Printed Platinum Electrodes). Foram adicionados
nanocubos de Prussian Blue (PBNCs) sobre a superficie de Pt-SPE e em seguida, realizou-se a
eletropolimerizacdo (ELP) da orto-fenilenodiamina (o-PD, do inglés, ortho-phenyldiamine) na
presenca da Myo através da técnica de voltametria ciclica (CV, do inglés, Cyclic Voltammetry). A ELP
foi realizada na gama de potencial de -0,2 V a +0,8 V, durante cinco ciclos a uma velocidade de 50
mV/s. Apds a formacdo do polimero, o biossensor foi incubado a 37 °C numa estufa, com uma
solugdo de tripsina durante a noite, resultando na formagao de cavidades impressas compativeis
com o analito-alvo (Myo).

As propriedades estruturais e morfoldgicas do material foram analisadas através da microscopia
eletrénica de varrimento (SEM, do inglés, Scanning Electron Microscopy) e espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR, do inglés, Fourier transform infrared
spectroscopy). A capacidade do material para religar a Myo foi avaliada através da técnica
eletroquimica de voltametria de onda quadrada (SWV, do inglés, Square Wave Voltammetry).
Nestes ensaios, os dispositivos sensores desenvolvidos apresentaram respostas lineares na gama de
concentracdo entre 1x10° e 1x10*> ng/mL. Também foi utilizada a técnica de voltametria de pulso
diferencial (DPV, do inglés, Differential Pulse Voltammetry) para avaliar, novamente, a capacidade
do material se ligar a Myo mas livre da solugdo redox.

Em contraste com as estratégias convencionais de biossensores, que requerem uma solucdo redox
externa para avaliar o sinal, a configuragao desenvolvida ao longo deste estudo permite monitorizar
as alteragdes de corrente de forma direta e simples, sem a necessidade de introduzir uma solugédo
redox. O sensor descrito no presente trabalho é uma potencial ferramenta para a triagem PoC de
Myo, visto que é facil de fabricar e de descartar, apresenta uma resposta rapida, é barato e possui
boa sensibilidade e seletividade.

Palavras-chave: Polimeros de impressdo molecular, Nanocubos de Prussian Blue, Elétrodos
impressos, Biomarcador cardiaco, Mioglobina, detecédo direta com redox, Eletroquimica.






Abstract

Cardiac diseases (DCVs) are part of a group of pathologies, particularly acute myocardical
infarction (AMI). DCVs are the leading cause of death worldwide and a major cause of morbidity
in Europe. Therefore, it is crucial to improve AMI diagnostic methods to make them efficient,
rapid, accurate and simple, thereby reducing mortality from this disease.

The development of new biosensors has been growing in recent years, with special emphasis
on the diagnosis of multiple diseases. In the present work, an electrochemical biosensor was
developed for the diagnosis of AMI, characterized by being low-cost, simple, and fast. During
the construction of this biomimetic material, the target molecule used was myoglobin (Myo),
as it is a critical cardiac biomarker for the diagnosis of DCV, making its monitoring at the point
of care (PoC) essential.

The support material used for this biosensor was a platinum screen printed electrode (Pt-SEP).
Prussian Blue nanocubes (PBNCs) were added onto the Pt-SPE through drop casting and
afterwards, electropolymerization (ELP) of ortho-phenylenediamine (o-PD) was carried out in
the presence of Myo using cyclic voltammetry (CV). The ELP was performed in a potential range
of -0.2 V to +0.8 V, over five cycles at a scan rate of 50 mV/s. After polymer formation, the
biosensor was incubated at 37 °C with a trypsin solution overnight, resulting in the formation
of printed cavities compatible with the target analyte (Myo).

The structural and morphological properties of the material were analysed using scanning
electron microscopy (SEM). The material's ability to rebind Myo was assessed using square
wave voltammetry (SWV). In these tests, the devices showed linear responses between 1x10
and 1x10*®> ng/mL. The differential pulse voltammetry (DPV) was also used to further assess the
material's ability to bind Myo, but this time without the redox solution.

In contrast to conventional biosensor strategies that require an external redox solution to assess
the signal, the developed configuration allows for the monitoring of current changes in the
redox-active PBNCs without the redox solution. The sensor described in this study is a potential
tool for PoC screening of Myo, as it is easy to fabricate and dispose of, provides a rapid response,
is inexpensive, and has good sensitivity and selectivity.

Keywords: Molecularly imprinted polymers, Prussian Blue nanocubes, Screen-printed
electrodes, Cardiac biomarker, Myoglobin, Liquid redox free, Electrochemical.



vi



Agradecimentos

A dissertacdo que aqui se apresenta so6 foi possivel devido aqueles que me apoiaram e guiaram
tanto no meu percurso académico como pessoal. Assim, ndo posso de deixar de prestar o meu
reconhecimento.

Primeiramente, agradeco as minhas orientadoras Doutora Felismina Moreira e Doutora
Gabriela Martins, por me terem acompanhado desde o inicio, pela paciéncia de me ensinarem
e me transmitirem os seus conhecimentos, por toda a dedicagao e carinho.

De seguida, a toda a equipa do LabRISE que me recebeu, sou grata pela maneira gentil com que
me acolheram, particularmente a: Cristina e Raquel Vaz. Gostaria de agradecer, de uma forma
especial, a Daniela Oliveira e a Inés Vinagre que desde o primeiro dia me acompanharam e
sempre se mostraram disponiveis para me ajudar em tudo o que eu precisasse.

A todos os meus amigos que sempre me acompanharam e que vivenciaram o meu trabalho e
percurso nestes Ultimos anos, em especial a Daniela, a Adriana, a Carol, a Liane e ao Hugo. Ao
Francisco, o meu profundo agradecimento, por toda a motivacdo e apoio que me deu nesta
fase.

Por ultimo, mas mais importante, agrade¢o aos meus pais e irma, pelo apoio que me deram ao
longo de todo o meu percurso académico e por nunca me deixarem baixar os bracos nos
momentos mais dificeis.

Vii



viii



Indice

1 [ 314 o [V Tet= 1o B PP PPN
P B Y3 Ve [ Ve [ =100 1T o) o T PP PP 1
1.2  Questao e objetivos de iNVeStiGaCA0 ....vvvreierriiiiiriiiiieeeeiieeeeeiaeeeaannaens 2
P T 11T o e (o] Lo I- WO PP 3
1.4 Estrutura do doCUMENTO. . ceunneet et e et e e e e eeeeneeeeeannaeens 3
1.5 Comunicacoes de poster em congresso € JOrNada .......veeeeeeerreineeerneneeereennaenns 3
2 Revisdo de Literatura.......cceeeeiiiiiiiiiineiiiiiiiiiinneiiteccsiennnsssscecssnnnnnes
2.1 Doencas CardioVasCULAIES . .vvereeeeetteeeeereeeeeennnnnnnneeeeeesssesessonnnnnnnnnnes 5
2.1.1  Enfarte agudo do MIOCArdio .....c.eviriiiiiiii it ii e e e eneeaaans 5
2.1.2  Biomarcadores Cardiatos ......eeeeeeeeerieeeaieeeiieeeaieeeaeeeaeeeanseeanseannaenn 9
27 A = o337 = 1T =N 15
2.2.1  Estrutura de Um bioSSENSOr ......uuet et ieieeiiiiiiiireeeeeeeeeeseseennnnns 16
2.2.2 Caracteristicas de Um biOSSENSOr .....vviieeiiiiiiiii i eeieeeieeenn, 17
2.3 Elementos de biorreconhecimento ........coceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 18
2005 Tt B o [l ] o oo 13 PP PPN 19
2 B Y Y o) 11 1 1<) o S 21
2.3.3  Polimeros de impressao MOLECULAr .......evueiirieriiireiieiieiieeeieeirenieeanenns 21
2.4 TrANSAULOTES .. iteeteteteteeeeeenieeeeeaseseeesesessssnnnnssssesseseseeessssennnnes 26
240 OUICOS + ettt e ettt e ettt et e e et e et e et e e e e 27
AN A o 1= oY Ul T o1 PN 27
2.4.3  EletrOQUIMICOS . ..uiet ittt ittt ei e e et eeeeeireeeraeeenaaaanens 28
3 Procedimento experimental ......ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiiiiiiiineeeececcennnnnes
3.1 Material @ EQUIPAMENtO . iiiiiiiiiiiiii ettt e e e e e rraaaaas 41
K Yo U T =3 N 42
3.3 SINTESE A0S PBNCS .uuuttiiitteeieeeitteeite et eeatseeiseeaaeeanseeaneseanseeaseeansaenns 44
3.4 MedicOes eletrOqUIMICAS ..vuuureere it eeeeet et eee et eeeeeteeieeaseeaseeeeaseeeeaneans 45
3.5 Desenho do anticorpo plastico N0 Pt-SPE .......cceiiiiiiiiiiiiiiiie i eieeieeeaenns 45
3.6 Avaliacdo analitica do desempenho ......c.evuiiiriiiiiiiiiiiiii e i e eeaeas 46
3.6.1 Curvade calibrac@0 em PBS ......ciiiniiiiiiiiiiiiiiiiiii e 46
3.6.2 Curva de calibrag@o €M SO0 .....ceviuuieiiiiiteiiiiieeiiiiieeeiaiaeeeeeananeens 47
4 Resultados @ diSCUSSA0 ceuiiinneriiiiiiiinnneriieeeiiennsssscccsssnsnssssscsssnnnnnns
4.1  Construcao do DiOSSENSOr . ..uuueiiiiiii it e eere e eeanaeeeeannaeans 49
4.2 OtimiZaca0 dOS PArAMELIOS .. .ueiue ettt eeeiirerteateeiteeerareeeeaseeieeaneeneeenenn 52
4.3  Estudos de caraCterizac@n .....eeiiiieeiiiiiieeiiiii et i e taiie e tenneeeaanaeens 53
B B T 1 PP 53



4.3.2  FTIR ettt 53

4.4 Estudos do desempenho dO SENSOT....ceuuuteirriettieeietereeneeeeeenneeeeeenneeeennns 54
4.4.1 Desempenho do sensor €M PBS .......iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeiieeaaiaeeans 54
4.4.2 Efeito dos PBNCS ..uuuiiiiitttttteieteeeiiiiiieeereeeeeeeresesssnnnnnnsesneeeeess 55

4.5 Estudo de seletividade ......ceiviiniiiiiiiiiiiiiii e e e e eaaaas 57

4.6 Desempenho dO SENSOI EM SOM0..uuuttttittieteeiiiiiireeeeeeeeeeeeseessnrnnnnnesseeeeess 58

4.6.1 Calibracao dos elétrodos baseados em PBNCs com redox em meio liquido.... 58
4.6.2 Calibracao dos elétrodos baseados em PBNCs na auséncia da redox em meio

T [ o Lo 59
5 (000 Y Vol U013 T TP
=] =] (=] 1 Tt = T3



Lista de Figuras

Figura 1. Esquema do AMI, demonstra o dano no tecido de um coragao devido ao bloqueio da
artéria. Imagem adaptada de (Reyes-Retana & Duque-055a, 2021). .....ccccveeeeecreeeeecveeeeecreeeeenns 6
Figura 2. Alteragdes no segmento ST num eletrocardiograma, ao longo do tempo, em
pacientes com enfarte do miocardio com elevacdo do segment ST. Imagem retirada de (Vogel
<L | I 01 RS 6
Figura 3. Taxa bruta de mortalidade em Portugal, no ano de 2019, devido ao AMI, por 100 mil
habitantes, dividido por grupos etdrios. Imagem retirada de (Instituto nacional de estatistica,

2021). oottt ettt e et ee et eeeee et et ee et e e e e e eeeeeeeeae 7
Figura 4. Numero de mortes em Portugal, associado a DCVs, dividido por fatores de risco, em
2021. Imagem adaptada de (Our World in Data, 2021).......cccceecieeeeeiiiieeeciieeeeccireeeeecireeeeeveeee e 8

Figura 5. Esquema com os diferentes tipos de biomarcadores com os respetivos objetivos.
Imagem adaptada de (Garcia-Gutiérrez et al., 2020). .......oeeeeciieeiccieee e 10
Figura 6. Grafico com o surgimento dos biomarcadores cardiacos no sangue ao longo do
tempo apds o inicio dos sintomas do AMI. Pico A, libertacdo precoce da Myo. Pico B, TnT
cardiaco apds AMLI. Pico C, Isoenzima Creatina Quinase com subunidades B e M (CK-MB, do
inglés, Creatine Kinase Isoenzyme with B and M subunits) apés AMI. Pico D, troponina T
cardiaca ap6s angina instdvel. Os dados sdo apresentados numa escala relativa, onde 1,0 é
definido como concentracgdo limite para o IM (Coven et al., 2020). ......ccccvueeeeiiiveeeeccrieeeeeineeen, 13
Figura 7. Estrutura 3D da molecula Myo. Imagem retirada de (Crystallography365, 2014). .... 14
Figura 8. Esquema com as areas de aplicacdo dos biossensores. Imagem adaptada de (Bhalla
LYo 1 A 1 ) TSR 15
Figura 9. Classificacdo dos biossensores. Imagem adaptada de (Karunakaran et al., 2015)..... 15
Figura 10. Representa¢do dos componentes de um biossensor. Imagem adaptada de (Bhalla et

= I 0 ) TR 16
Figura 11. Esquema com as caracteristicas ideais de um biossensor. Imagem adaptada de
(BRAlla €1 @l., 2006). .uveeiieieieieeiieee ettt eeetre e eetre e e eeetreeeeeetr e e e eebbeee e e tbeee e e treeeeenabaeeesarbaeeeeans 17
Figura 12. Esquema com as vantagens e desvantagens de cada elemento de
biorreconhecimento. Imagem adaptada de (Morales & Halpern, 2018). ......c.ccccceeevvveerveeennenn. 18
Figura 13. Estrutura basica de um anticorpo. Imagem adaptada de (Merck, 2014). ................ 20

Figura 14. Principais formatos de imunoensaio. (A) formato indireto competitivo; (B) formato
direto competitivo; (C) nenhum ensaio COMPELItIVO........eeecvieiiiieiiee e 20
Figura 15. Esquema da técnica de SELEX. Imagem adaptada de (Crivianu-Gaita & Thompson,
01 2 SRR 21
Figura 16. Representa¢do esquemadtica da sintese dos recetores artificiais biomiméticos: (A)
técnica de MIP e (B) técnica de NIP. Imagem adaptada de (Herrera-Chacon et al., 2021)........ 23
Figura 17. Esquema da preparag¢do de um MIP na superficie de um elétrodo. Imagem

adaptada de (Moreira Gongalves, 2021). .....cieeciiiiiiiiiee e eriree e e e e erare e e e srre e e esaaae e e sareee s 26
Figura 18. Esquema geral de um biossensor ético. Imagem adaptada de (Seymour et al., 2023).
.................................................................................................................................................... 27

Xi



Figura 19. Esquema de comparacao dos diferentes sistemas de biossensores. Imagem

adaptada de (Li €t al., 2024).......ooee ittt e e et e e e aaa e e e araeeeean 29
Figura 20. Representacdo esquematica de (A) uma célula eletroquimica convencional e (B) de

um SPE. Imagem adaptada de (D. C. Moreira et al., 2024)......ccceeeueercieeiieeeiee e esree e 30
Figura 21. Voltamograma tipico para um sistema reversivel........cccccoecveeeeccieeiccciee e, 31

Figura 22. Avaliacdo do potencial aplicado ao elétrodo de trabalho com o tempo na
voltametria ciclica. Ei— potencial inicial; Es— potencial final; Emin— potencial minimo; Emsx—
potencial maximo; t; —tempo de comutacdo. Imagem adaptada de (Simdes & Xavier, 2017).32
Figura 23. Voltamograma ciclico (A) forma de onda reversivel, (B) forma de onda quase
reversivel e (C) forma de onda irreversivel para uma reacgdo redox tipica. Imagem adaptada de
(WIJEIAtNE, 20L8). ..uveeeeiciieee et et e e eette e e e et e e e et e e e e e baeeeeebteeeesbaeeesanstaeeeaseaeeesasaneesassneananses 33
Figura 24. (A) Aplicagdo de potenciais na SWV e (B) Esquema do voltamograma de onda
guadrada, onde estd representado um processo redox de um sistema reversivel. Imagem
adaptada de (Kaliyaraj Selva Kumar et al., 2020).........ccoeiiiiiieiiiieeeecieee et e et eevree e evaeee e 34
Figura 25. (A) Diagrama da aplicacdo de pulsos na técnica de DPV e (B) Resposta tipica de um
voltamograma no DPV. Imagem adaptada de (SimGes & Xavier, 2017)....ccccceeeevrereeecreeeeennen. 34
Figura 26. Resposta de corrente sinusoidal num sistema linear apds aplicagdo de uma tensao
alternada. Imagem adaptada de (Em et al., 2013).......ccciiiiciiieciee et e 35
Figura 27. Gréfico de Nyquist que ilustra componentes reais (Z') e componentes imaginarias
(2"’) da impedancia em cada . Imagem adaptada de (Karunakaran et al., 2015).................... 36
Figura 28. Graficos tipicos do modulo de Bode (linha reta vermelha) e da fase de Bode (linha
tracejada azul) de uma constante de tempo equivalente de circuito elétrico (Em et al., 2013).

.................................................................................................................................................... 36
Figura 29. A - Potencidstato/Galvanostato da Metrohm Autolab; B — Caixa conectora da

2T To ) I Lo PSPPSRSO 41
Figura 30. Esquema da preparagdo das solugdes de MIP e de NIP.........ccoocvveiieciieeecciiee e, 43

Figura 31. Representacdo esquematica da preparagdo das soluges padrao utilizadas para a
construcdo da curva de Calibragado. ......ooocciiee e e e 43
Figura 32. Representa¢do esquematica da preparagdo das solugdes padrao utilizadas para o
estudo da seletividade. A) Solucdo de Myo; B) Interferente 1 — BSA; C) Interferente 2 — cTnT;

D) INTErfErente 3 — GlUCOSE. .....oii ettt e et e et e e e et e e e e aba e e e e abae e e eeabaeaeennseeas 44
Figura 33. Sintese do sensor de impressao molecular pela metodologia Ae B.........cccueeennneen. 46
Figura 34. CV durante a EPL da 0-PD (A) sem PBNCs e (B) com PBNCs. ......ccceeeeeviveeeciieeeeen. 49

Figura 35. Metodologia A (Al a C1): Seguimento EIS da montagem MIP e NIP no elétrodo
baseado em PBNCs a 5,0x10°3 mol/L Ks[Fe(CN)] e 5,0x103 mol/L Ks[Fe(CN)s] em eletrdlito PBS.
Metodologia B (A2 a C2): Seguimento EIS do elétrodo baseado na baseado na montagem MIP
e NIP a 5,0x10° mol/L K3[Fe(CN)e] e 5,010 mol/L Ks[Fe(CN)s] em eletrdlito PBS. Al — adi¢o
dos PBNCs; A2 — limpeza eletroquimica; B1 e B2 — polimerizagdo; C1 e C2 — remogao............ 50
Figura 36. Metodologia A (A1 a C1): Seguimento CV da montagem MIP e NIP no elétrodo
baseado em PBNCs a 5,0x10°3 mol/L Ks[Fe(CN)e] e 5,0x102 mol/L Ks[Fe(CN)s] em eletrdlito PBS.
Metodologia B (A2 a C2): Seguimento CV do elétrodo baseado na montagem MIP e NIP a
5,0x1073 mol/L Ks[Fe(CN)e] e 5,0x1072 mol/L Ks[Fe(CN)s] em eletrdlito PBS. Al — adi¢do dos
PBNCs; A2 — limpeza eletroquimica; B1 e B2 — polimerizac¢do; C1 e C2 —remogao. ................. 51

xii



Figura 37. Analise SEM obtida para os materiais MIP e os nanocubos de PB, a diferentes

= g o1 1= Lo 1= 53
Figura 38. Espetros de ATR-FTIR. Vermelho - Pt-SPE; azul - Pt-SPE/PBNCs; amarelo — Pt-
SPE/PBNCS/MIP @ verde - Pt-SPE/PBINCS/NIP. ......oeeeeeeeeeeeeeeeee e e eeeeeeee e e e e eeeeeeaeeeeessseeeseneeeeens 54

Figura 39. A: Medi¢do SWV de MIP em 5,0x102 mol/L k3[Fe(CN¢)] e 5,0x10° mol/L ka[Fe(CN)]
com diferentes concentra¢des de Myo em PBS. B: Curva de calibracdo correspondente ao
MIP.C: Curva de calibragdo correspondente a0 NIP. ......cccoeiviiiiiiiiiiee e seee e 55
Figura 40. A: Medi¢do SWV de MIP em 5,0x102 mol/L k3[Fe(CN¢)] e 5,0x10° mol/L ka[Fe(CN)]
com diferentes concentragdes de Myo em PBS. B: Curva de calibrag¢do correspondente ao MIP.
C: Curva de calibragao correspondente @0 NIP.........ccviiiiiiiieiiciiie et e e saaeee s 56
Figura 41. A: Medicao DPV de MIPS com diferentes concentra¢des de Myo em PBS, sem redox
probe. B: Curva de calibracdo correspondente ao MIP. C: Curva de calibracao correspondente
A0 NP e 57
Figura 42. Grafico representativo dos resultados do teste de seletividade para as espécies
interferentes: BSA, troponina € lUCOSE. ....ccicuiiiiiiiiiii ittt 58
Figura 43. A: Medicdo de SWV MIPS em 5,0x10°3 mol/L ks[Fe(CNs)] e 5,0x10° mol/L ka[Fe(CNe)]
com diferentes concentracdes de Myo em PBS, com redox probe. B: Curva de calibragado

correspondente ao MIP. C: Curva de calibragdo correspondente ao NIP. .......cccccevvvveeeecnnnenn. 59
Figura 44. A: Medicao de DPV MIPS com diferentes concentragdes de Myo em PBS, sem redox
probe. B: curvas de calibragdo correspondentes do MIP. .........cccoecvieiieiiiiecccieee e 59

Xiii



Xiv



Lista de Tabelas

Tabela 1. Principais ferramentas de diagndstico para avaliacdo cardiaca e as respetivas

fungBes (Kogularasu et al., 2024)........ceccuieiieeeciee e ecee e rte e eee et este e b e e e teeesneeesateeebaeesnseeenees 9
Tabela 2. Lista dos biomarcadores cardiacos primarios utilizados clinicamente, destacando os

respetivos valores de corte (Qureshi et al., 2012). .....ccocciiiiieiiiieiciieee e 11
Tabela 3. Diferentes tipos de biossensores com a capacidade de detetar a Myo..................... 38
Tabela 4. Lista de reagentes utilizados com a sua respetiva origem. ........ccccceeeeeveeecccieee e, 42

XV



XVi



Acronimos

Lista de Acronimos

AMI n3o-ST

AMI

BAW

BNP

BSA

CcC

CE

CK

CK-MB

CRP

cv

DCVs

DNA

DPV

ECG

EIS

ELP

Acute Myocardial Infarction Without ST-Segment

Enfarte Agudo do Miocardio
Bulk Acoustic Wave
Peptideo natriurético tipo B
Bovine Serum Albumine
Corrente continua

Counter electrode

Creatine Kinase

Creatine Kinase Isoenzyme with B and M subunits

C-Reactive Protein

Cyclic Voltammetry

Doengas Cardiovasculares
Deoxyribonucleic acid
Differential pulse voltammetry
Eletrocardiograma
Electrochemical Impedance Spectroscopy
Eletropolimerizagdo

Cadeia pesada

Corrente

Imprinting Factor
Imunoglobulina A

Imunoglobulina D

Xvii



IgE Imunoglobulina E

IgG Imunoglobulina G

IgM Imunoglobulina D

KCL Cloreto de Potassio

L Cadeia Leve

LDL Low Density Lipoprotein

LoD Limit of Detection

MAA Methacylic Acid

MIP Molecularly Imprinted Polymers
Myo Myoglobin

NC Nanocubos

NIP Non-Imprinted Polymers

OoMS Organizacdao Mundial de Saude
o-PD Ortho-phenyldiamine

PBNCs Nanocubos de Prussian Blue
PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerase Chain Reaction

PoC Point of Care

Pt-SPE Screen-Printed Platinum Electrodes
Ret Resisténcia a transferéncia de carga
RCV Risco cardiovascular

RE Reference electrode

RM Reconhecimento molecular
RNA Ribonucleic acid

Rpm Rotagdes por minuto

SAW Surface Acoustic Wave

XViii



SELEX

SEM

STEMI

SWv

Tn

UE

URL

WE

Systemic Evolution of Ligants by Exponential Enrichment
Scanning Electron Microscopy

Acute Myocardial Infarction With ST-Segment Elevation
Square Wave Voltammetry

Troponina

Uniao Europeia

Limite superior de referéncia

Working Electrode

XiX



XX



Introducao

1 Introducao

No presente capitulo é apresentada uma breve introducdo ao problema populacional abordado
e qual a sua importancia para aumentar a qualidade de vida da populacdo com problemas
cardiacos. S3o também descritos os principais objetivos do presente estudo, a metodologia
escolhida e uma breve descricdo do centro de investigacdo onde foi executado o estudo
experimental. Por ultimo, é descrita a estrutura adotada no trabalho.

1.1 Enquadramento

As doengas cardiovasculares (DCVs) sdo uma das principais causas de morte em todo o mundo
(Timmis et al., 2020). O AMI uma das doencgas pertencentes as DCVs, causa a necrose no
musculo cardiaco, levando a libertagdo de algumas biomoléculas no sangue, como por exemplo
a mioglobina (Myo, do inglés, myoglobin), cujos niveis aumentam entre 1h a 3h apds o inicio
dos sintomas (Wu, 2019; Vilchez et al., 2014). O limiar de Myo em individuos saudaveis é
aproximadamente 100 ng/mL no soro (Matveeva et al., 2005).

O diagndstico precoce do AMI é crucial, pois quanto mais rapido for, menor sera o risco de
danos a outras partes do corpo e menor serd o nimero de mortes associadas a esta doenga.
Para diminuir o risco de ter um AMI, esta doenca requer uma atengao especial ao estilo de vida,
como ter uma alimenta¢do sauddvel, praticar atividade fisica regularmente e evitar o
stress(Timmis et al., 2020, 2022). De igual modo, é urgente melhorar os meios de diagnédstico
do AMI, o que permitirad diminuir o nimero de mortes, atuar mais rapidamente e proporcionar
uma melhor qualidade de vida.

O desenvolvimento de sensores simples, de rapida resposta e de facil manuseamento, podem
ser uma solugdo para este problema. A determinacdo de Myo no ponto de atendimento (PoC,
do inglés, point-of-care) é uma alternativa promissora para o diagnéstico do AMI devendo os
testes apresentar um tempo de resposta curto e ser econdémicos para uso rotineiro. O método
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analitico a utilizar deve fornecer dados fidveis para os valores da Myo normais e anormais, sem
a necessidade de etapas complexas de pré-tratamento das amostras.

Os anticorpos plasticos sao uma solucdo para a determinagdo da Myo. Estes materiais sdo
produzidos pelo crescimento de uma estrutura polimérica sélida em torno de um composto
alvo, criando locais que sdo complementares a molécula impressa, tanto em tamanho como em
interagOes eletroestaticas. Em seguida, estes locais criados podem tornar a ligar o analito de
forma semelhante aos anticorpos naturais.

Os biossensores eletroquimicos sdo uma alternativa promissora aos métodos convencionais de
analise bioquimica. De uma forma geral, os biossensores permitem uma andlise no PoC devido
aos seus tempos de resposta rapidos, portabilidade e requisitos simples de equipamento. Os
biossensores eletroquimicos sdo constituidos por um elemento de biorreconhecimento, que
interage de forma sensivel e seletiva com o composto alvo durante a incubacdo da amostra. A
interagao resultante pode ser monitorizada diretamente se o alvo for eletroativo, ou
indiretamente através de uma solucdo redox, para detetar alteracGes nas propriedades
elétricas resultantes da interacdo. Assim sendo, neste trabalho foi desenvolvido um biossensor
eletroquimico utilizando como elemento de biorreconhecimento os anticorpos plasticos,
funcionalizados na superficie de Pt-SPEs.

1.2 Questao e objetivos de investigacao

A presente dissertacdo tem como objetivo o desenvolvimento e otimiza¢do de um biossensor
eletroquimico com base em polimeros de impressdao molecular (MIPs, do inglés, molecularly
imprinted polymers), para a dete¢do de um biomarcador cardiaco, a Myo, que estd associada
ao desenvolvimento de AMI permitindo um diagndstico precoce desta doenga. Pretende-se que
este sensor seja seletivo, de custo reduzido, simples e 0 menos invasivo possivel.

De modo a atingir os objetivos pretendidos, foram estudadas duas metodologias diferentes. Na
Metodologia A, a superficie do elétrodo de trabalho é previamente funcionalizada com
nanocubos de PB (PBNCs, do inglés, Prussian Blue Nanocubes), enquanto na Metodologia B, ndo
é adicionado nenhum nanomaterial no elétrodo. A metodologia escolhida para prosseguir os
estudos nesta dissertacdo foi a Metodologia A. Deste modo, esta sera utilizada para avaliar o
desempenho do sensor em tampao e em soro, com e sem liquido redox. Os diferentes materiais
preparados ao longo deste estudo foram caracterizados quimica e morfologicamente por
microscopio eletrénico de varredura (SEM, do inglés, Scanning Electron Microscopy) e por
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR, do inglés, Fourier
Transform Infrared Spectroscopy). Para este estudo sdo utilizados elétrodos impressos
descartaveis de platina (Pt-SPE, do inglés, Screen-Printed Platinum Electrodes).
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1.3 Metodologia
Para o desenvolvimento do sensor eletroquimico foi desenvolvida a seguinte metodologia:

1. Utilizacdo de plataformas condutoras do tipo Pt-SPEs, limpeza eletroquimica dos
elétrodos e adi¢cdao dos nanomateriais de PBNCs por drop-casting;

2. Eletropolimerizacdo do mondmero orto-fenilodiamina (o-PD, do inglés, ortho-
phenyldiamine), na presenga do analito Myo, na superficie do Pt-SPE, com e sem os
PBNCs.

3. Avaliacdo do desempenho analitico do biossensor através de técnicas eletroquimicas,
como voltametria ciclica, voltametria de onda quadrada, voltametria de pulso
diferencial e espectroscopia de impedancia eletroquimica, através de curvas de
calibracdo, estudo de seletividade e analise com amostras de soro.

1.4 Estrutura do documento

Esta dissertacdo estd organizada em 6 capitulos. No primeiro capitulo, é descrita uma breve
introducdo ao tema abordado, com o objetivo de contextualizar a escolha da metodologia
desenvolvida. No capitulo 2, sdo apresentadas consideracdes tedricas relativas as doencas
cardiovasculares, em particular, ao AMI. Sdo abordados aspetos como o desenvolvimento da
doenca, a epidemiologia, fatores de risco, comportamentos individuais a adotar para prevenir
esta doenca, entre outros. Para além disso, sdo também abordados os biomarcadores
cardiacos, sendo escolhida a mioglobina para o desenvolvimento do biossensor. Este capitulo
foca-se também nos biossensores, incluindo uma descricdo dos seus componentes e dos
diversos elementos de biorreconhecimento. Entre os diferentes tipos de elementos, os
polimeros de impressdo molecular foram escolhidos para o desenvolvimento do biossensor.
Também sdo descritos conceitos tedricos sobre os transdutores disponiveis. Para o estudo do
biossensor na presente dissertacdo, foi utilizado o modo de transducao eletroquimico.

No capitulo 3 é descrito o procedimento experimental e analitico para o desenvolvimento do
biossensor. No capitulo 4 sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos ao longo das
diferentes etapas do desenvolvimento do biossensor. Por ultimo, no capitulo 5, sdo abordadas
as consideracgdes finais sobre todo o trabalho desenvolvido assim como as perspetivas futuras.

1.5 Comunicag¢oes de poster em congresso e jornada
2024, 14 junho

Jacinta Ricardo, Gabriela V. Martins, Felismina T.C. Moreira, “Plastic Antibody for the diagnosis
of acute myocardial infarction”, Il Jornada IBEROS+ “Instituto de Biofabricacién en Red para el
Envejecimiento Saludable”, Porto, Portugal.
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2024, 3 e 5 julho

Jacinta Ricardo, Gabriela V. Martins, Felismina T. C. Moreira, "Plastic Antibody for the diagnosis
of acute myocardial infarction", Encontro Ciéncia 2024 - +Ciéncia para uma so saude e bem-
estar global”, Porto, Portugal.
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2 Revisao de Literatura

2.1 Doengas cardiovasculares

As doencas cardiovasculares (DCVs) sado a principal causa de morte no mundo e de morbilidade
na Europa (Timmis et al., 2020). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as DCVs
pertencem ao grupo de doengas ndo transmissiveis e afetam tanto o coragdo como os vasos
sanguineos. As DCVs incluem a doenca cardiaca corondria, a doenca cardiaca reumadtica, o
enfarte agudo do miocardio, entre outras. Segundo a OMS, estima-se que, em 2019,
aproximadamente 17,9 milhdes (32%) do total de mortes em todo o mundo estejam associadas
a DCVs, sendo que mais de trés quartos dessas mortes ocorrem nos paises de médio e baixo
(World Health Organization, 2021). No mesmo ano, de acordo com European Society of
Cardiology, na Unido Europeia (UE), quase 49 milhGes de pessoas viviam com DCVs, o que se
traduz em custos elevados para a economia da UE, mais precisamente, cerca de 210 mil milhdes
de euros por ano. Em 2017, a incidéncia de DCVs em Portugal foi de 912 por 100 000 habitantes
(Timmis et al., 2020). A presente disserta¢do aborda as DCVs, em particular, o AMI.

2.1.1 Enfarte agudo do miocardio

O AMI é das principais causas de mortes associadas as DCVs em todo o mundo (Aydin et al.,
2019). Tal como se pode observar na Figura 1, o AMI corresponde a um evento de necrose
miocdrdica, ou seja, hd uma perda repentina de fluxo sanguineo e de oxigénio no musculo
cardiaco, devido a oclusdo de uma artéria coronaria (Wu, 2019) .
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Artéria totalmente Artéria parcialmente Artéria

bloqueada bloqueada normal

Fluxo sanguineo Fluxo sanguineo
obstruido normal

Musculo cardiaco danificado
(necrose do tecido)

Figura 1. Esquema do AMI, demonstra o dano no tecido de um corag¢do devido ao bloqueio da artéria.
Imagem adaptada de (Reyes-Retana & Duque-Ossa, 2021).

O AMI pode ser classificado de duas formas, primeiro, com base na presenca ou auséncia de
elevacdo do segmento ST na eletrocardiograma (ECG), ou seja, individuos com AMI com
elevacdo do segmento ST (STEMI, do inglés, Acute Myocardial Infarction With ST-Segment
Elevation) ou individuos com AMI sem elevacdo do segmento ST (AMI ndo-ST, do inglés, Acute
Myocardial Infarction Without ST-Segment Elevation). A Figura 2 demonstra a evolugdo da
alteracdo do segmento ST em pacientes com AMI. A segunda forma de classificacdo é com base
na etiologia e/ou circunstdncia em que o AMI ocorre, podendo ser dividido em 6 tipos
(Anderson & Morrow, 2017):

e Tipo 1: Enfarte devido a aterotrombose coronaria.

e Tipo 2: Enfarte devido a uma incompatibilidade entre a quantidade necessaria e a
oferta de oxigénio no coragao.

e Tipo 3: Enfarte que causa a morte cardiaca inesperada e subita.

e Tipo 4a: Enfarte relacionado a uma intervengao corondria percutanea.
e Tipo 4b: Enfarte devido a trombose de um stent coronario.

e Tipo 5: Enfarte relacionado a cirurgia de revascularizagdo do miocérdio.

Geralmente, o STEMI ocorre quando um individuo sofre um coagulo sanguineo totalmente
oclusivo; enquanto o AMI n3do-ST resulta da oclusdo parcial, ou oclusdo na presenca de
circulacdo colateral (Anderson & Morrow, 2017).

Figura 2. Alteragdes no segmento ST num eletrocardiograma, ao longo do tempo, em pacientes com
enfarte do miocardio com eleva¢do do segment ST. Imagem retirada de (Vogel et al., 2019).
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Em Portugal, no ano de 2019, cerca de 3,8% da mortalidade total foi devida ao AMI, atingindo
mais os homens do que as mulheres, com uma relagdo de 133,2 dbitos de homens por 100
Obitos de mulheres. Neste mesmo ano e devido ao AMI, 81,2 anos foi a idade média de 6bito
para as mulheres e 73,2 anos correspondia a idade média de ébito dos homens. Do nimero
total de mortes devido a esta doenca, as pessoas com 65 anos ou mais, apresentam uma taxa
de mortalidade de 81,4%; para as pessoas com 75 ou mais anos, era de 63,3%. Estes resultados
podem ser observados na Figura 3 (Instituto nacional de estatistica, 2021).

(100 mil)
2 000

1600

1200

800

400

PT: 40,7

0 T T T ‘
0-24  25-34 35-44 45-54 55-64 65-74 75-84 85+
anos

Figura 3. Taxa bruta de mortalidade em Portugal, no ano de 2019, devido ao AMI, por 100 mil
habitantes, dividido por grupos etarios. Imagem retirada de (Instituto nacional de estatistica, 2021).

O comportamento de um individuo pode aumentar o risco associado a ocorréncia do AMI.
Existem comportamentos de risco que podem ser modificados, tais como, ma alimentacao,
estilo de vida sedentdria, obesidade, stress, consumo de tabaco e de alcool. Existem outros
fatores como o género, a idade, que podem causar as DCVs e ndo estdo diretamente associadas
ao comportamento do individuo. Cerca de 70% das mortes por AMI, sdo atribuidas a oclusdo
por parte das placas aterosclerdticas. Assim, é importante prevenir esta oclusdao que também
estd associada a inatividade fisica, hipertensao, niveis elevados de colesterol, em particular o
LDL (Low Density Lipoprotein) (Timmis et al., 2020)(Timmis et al., 2022). Na Figura 4 esta
representado o nimero de mortes em Portugal, no ano de 2021, devido as DCVs, dividido pelo
fator de risco associado.
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Pressdo alta I 15106
Colesterol LDL elevado I ¢ 074
Glicose plasmdtica em jejum elevada I 4 756
Funcdo renal comprometida HEEEEE 2685
Exposi¢io ao chumbo I 2550
Fumar B 153
Uso de dlcool I 1299
Polui¢do do ar HE 1194
Dieta rica em so6dio Hl 1005
Dieta pobre em acidos gordos polinsaturados W 739
Baixa atividade fisica W 638

Dieta rica em bebidas agucaradas | 5

Figura 4. Numero de mortes em Portugal, associado a DCVs, dividido por fatores de risco, em 2021.
Imagem adaptada de (Our World in Data, 2021).

As DCVs podem apresentar alguns sintomas como dor no peito, falta de ar, fadiga ou diminuicdo
da capacidade de realizar exercicio fisico. Em alguns individuos, a contratilidade do coracdo
parece ser adequada em repouso; no entanto, problemas relacionados com a estrutura ou as
fungdes da circulagdo corondria, o musculo cardiaco, as valvulas ou mesmo o sistema elétrico
podem afetar a resposta do coracdo durante a pratica de exercicio. Também pode haver
restricGes a individuos que, apesar de serem fisicamente capazes de praticar exercicio fisico,
enfrentam risco de arritmia subita com risco de vida ou outro colapso fisico, como, por exemplo,
a cardiomiopatia hipertréfica avangada (Advances in the Diagnosis and Evaluation of Disabling
Physical Health Conditions, 2023).

Para prevenir o desenvolvimento ou ocorréncia das DCVs, é importante que haja esforgos tanto
a nivel individual como populacional. E crucial ter em ateng3o os fatores de risco associados as
DCVs como, por exemplo, a obesidade ou a hipertensdo, mantendo uma alimentagao saudavel
e uma atividade fisica ativa (Cardiovascular Disease, 2022).

O papel fundamental para prevenir as mortes por DCVs passa também pelo diagndstico
precoce. Atualmente, o diagndstico pode ser realizado por varios métodos, como o ECG, a
monitorizagdo por Holter, o ecocardiograma ou a analise de biomarcadores (Cardiovascular
Disease, 2022). Apenas 57% dos individuos com AMI revelam altera¢des no ECG (Figura 2). Este
valor indica que quase metade dos pacientes com AMI apresentam ECG normais, tornando este
método insuficiente para diagnosticar corretamente os individuos com AMI. Assim, a medigao
dos niveis de biomarcadores no plasma é uma estratégia aplicada para auxiliar no diagnéstico
desta doenca (Reyes-Retana & Duque-Ossa, 2021). Na Tabela 1 estdo resumidas as principais
ferramentas de diagndstico para avaliacdo cardiaca com as respetivas aplica¢oes.
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Tabela 1. Principais ferramentas de diagndstico para avaliagdo cardiaca e as respetivas fungGes
(Kogularasu et al., 2024).

Tipo de diagndstico

Funcao

Eletrocardiograma

Informacgdes em tempo real sobre a frequéncia cardiaca e ritmo.
Pode detetar arritmias, isquemia e enfarte do miocardio

Ecocardiografia

Informacgdes estruturais e funcionais sobre o coracdo em tempo
real

Testes de stress (ECG
de esforco,
ecocardiograma)

Avalia a resposta do coragdo ao stress ou ao exercicio, ajudando a
detetar isquemia ou arritmias

Utilizacdo de ondas sonoras que produzem imagens internas das

Ultrassom .. , .
artérias coronarias

intravascular

Fornece imagens de alta resolucdo das artérias corondrias,

Tomografia de g . "
permitindo caracterizar a natureza das placas ateroscleréticas

coeréncia oOtica

Ferramenta de diagndstico rdpida, econdmica e sensivel para os

Biossensores . .
diversos biomarcadores

O tratamento para as DCVs ird depender da causa e do dano cardiaco causado. Uma parte
crucial no tratamento da doenca é adotar um estilo de vida sauddvel, como seguir uma dieta
com baixo teor de gordura e de sal, praticar regularmente exercicio fisico, dormir bem, ndo
fumar, entre outros. Caso ndo seja suficiente, é possivel recorrer a medicacao que, por exemplo,
dilate as artérias ou previna os codgulos sanguineos. Pode ainda ser necessario recorrer a uma
cirurgia, para a colocagdo de um stent nas artérias do coragdo (Cardiovascular Disease, 2022).

Atualmente, a tecnologia de biossensores baseada no /ab-on-a-chip tem sido estudada para a
detecdo de marcadores cardiacos. Os dispositivos PoC continuam a ser desenvolvidos e
melhorados, sendo portateis e capazes de realizar com alta sensibilidade e rapidamente as
medi¢Ges de quantificacdo de biomarcadores cardiacos. Estes dispositivos permitem um
diagndstico mais rapido, diminuem o tempo dos individuos nos pontos de atendimento e
permitem a sua utilizagdo em contexto ndo hospitalar, podem ser utilizados num veiculo de
emergéncia (Savonnet et al., 2021). A detecdo precoce de biomarcadores associados ao AMI
apresenta uma alternativa de diagndstico precoce para esta doenca. Deste modo, na presente
dissertacdo, foi estudado um biomarcador cardiaco para detetar o AMI.

2.1.2 Biomarcadores cardiacos

Como referido anteriormente, as DCVs podem desenvolver-se por diversas causas, o que torna
o diagndstico clinico mais complexo. As diversas doengas associadas as DCVs afetam diferentes
partes do corpo, por exemplo, na doenca arterial corondria ocorre o estreitamento dos vasos
sanguineos no corag¢do, enquanto que a insuficiéncia cardiaca estd relacionada com problemas
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nas funcdes de bombeamento/relaxamento do coracdo; ja a doencga arterial periférica visa
problemas com os vasos sanguineos dos bracgos, pernas ou drgaos abdominais (Cardiovascular
Disease, 2022).

Um biomarcador é uma molécula bioldgica, que pode ser encontrada no sangue, em fluidos
corporais ou nos tecidos, e que serve como indicador de um processo normal ou anormal, ou
mesmo de uma condicdo ou doenga (Biomarker, n.d.). Os biomarcadores cardiacos sdo
substancias enddgenas libertadas na corrente sanguinea quando o musculo cardiaco é
danificado ou stressado (Patibandla et al., 2024). Estes biomarcadores sdo muito importantes
para identificar pessoas com elevado risco e diagnosticar condi¢cdes de doenca de forma rapida,
confidvel e eficaz (Thupakula et al.,, 2022). Um biomarcador ideal deve apresentar vdrias
caracteristicas, tais como: (a) elevada sensibilidade e especificidade clinica, (b) liberta¢do rapida
no fluido corporal possibilitando um diagndstico precoce, (c) capacidade de manter niveis
elevados durante mais tempo no fluido e (d) capacidade de ser medido quantitativamente
(Qureshi et al., 2012).

Dependendo do tipo de aplicacdo a que o biomarcador se destina, estes podem proporcionar
informacdes adicionais sobre uma determinada doenca ou a intervencao necessdria. Podem ser
identificados em diversos eventos, desde a patogénese, inicio das primeiras manifestacdes
clinicas até o resultado do tratamento ou mesmo a recuperacao. Assim, os biomarcadores
podem ser classificados de acordo com a sua aplicacdo clinica: diagndstico, monitorizagao,
farmacodinamicos, preditivos, progndstico, seguranca e de risco (Figura 5) (Garcia-Gutiérrez et
al., 2020).

Tipo de e

Deteta ou confirmaa presengade uma doenga, subtipos da doenga ou condigao

Diagnostico L
' 8 meédica.
Monitorizagdo Monitorizar o estado de uma doencga e arespostaa intervengao
Farmacodinamicos Avaliar a respostaa uma condigdo médica ou intervengao clinica
o Prever a probabilidade de desenvolver qualquer efeito como consequéncia
Preditivo

de uma intervengao clinica

Identificar a probabilidade de desenvolver um evento clinico em doentes

Prognéstico IR
com uma doenga ou condigao clinica

Avaliar a probabilidade de desenvolver sinais de toxicidade como evento

Seguranga . =
g ¢ adverso da intervengao

Medir o risco de um individuo desenvolver uma doenga ou condigao

Risco .
meédica

Figura 5. Esquema com os diferentes tipos de biomarcadores com os respetivos objetivos. Imagem
adaptada de (Garcia-Gutiérrez et al., 2020).

Na Tabela 2 estdo listados varios biomarcadores cardiacos especificos para a doenca
coronariana.
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Tabela 2. Lista dos biomarcadores cardiacos primarios utilizados clinicamente, destacando os respetivos valores de corte (Qureshi et al., 2012).

Biomarcador Doencas detetadas . Especifi- MW Aumento Hora do Tempo para Teste PoC
, . Niveis de corte ) L ) voltar ao . ,
cardiaco pelo biomarcador cidade (kDa) inicial pico disponivel
normal
Pacientes com
Mieloperoxidase Detecdo de niveis elevados . .
(MPOQ) inflamacao de MPO; > 350 Médio 150 ND ND ND Sim
ng/mL
Prgt;?;o(:e lcfgf)io Necrose Niveis de H-FABP >
gN N 6 ng/mLrisco de Baixo 15 2-3h 8-10 h 18-30 h Sim
do coragdo (H- miocardica estratificacio
FABP) ¢
< 0,0036 ng/mL
Inflamagdo/fator baixo risco
TNF-a de risco cardiaco >0,0036 ng/mL ND ND ND ND ND ND
alto risco
Baixo < 0,0013
. u ng/mL
'”te(rllf_z)”a ° 'm?‘:'sacza:: :Z?:crode Médio 0.00138 - ND ND ND ND ND ND
0,002 ng/mL Alto
> 0,002 ng/mL
Tro:’Ton”I')”a ! Detecio do AMI | 0,01-0,1 ng/mL Alto 235 46 h 12-24 h 6-8 dias Sim
Tro'i’Ton”T';‘a T Detecio do AMI | 0,05-0,1 ng/mL Alto 37 46 h 12-24 h 7-10 dias Sim
Mioglobina Detecdo precoce . . .
(Myo AMI 70 —200 ng/mL Baixo 18 1-3h 6-12 h 24-48 dias Sim
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Tabela 2. Continuagdo.

. - H T
Biomarcador Doencas detetadas pelo . Especifici- MW Aumento ora empo para Teste PoC
, . Niveis de corte L do voltar ao . ,
cardiaco biomarcador dade (kDa) inicial . disponivel
pico normal
<103 ng/mL
Baixo risco
_ 3
Proteina C- Detecdo precoce de 1 3><R1i(s)cgg/mL
. inflamag&o/fator de risco . iy Alto 125 ND ND ND Sim
Reativa (CRP) cardiaco intermediario >3
—15 x103 ng/mL
alto risco (ndo
definitivo)
Subforma MB
d ti o . 12-24 .
€ Cfea ina Detegdo precoce de AMI 10 ng/mL Médio 85 4-6 h 3-4 days Sim
quinase h
(CK-MB)
, Sindromes coronarianas
Peptideo . .
natriurético agudas/diagndstico de
. induficiéncia Alto 3.4 ND ND ND Sim
tipo B ;
cardiaca/sobrecarga
(BNP) )
ventricular
Peptideo Sindromes coronarianas
natriurético agudas/diagndstico de
tipo pré-B N- insuficiéncia 0.25-2 ng/mL Alto 8.5 ND ND ND Sim
terminal cardiaca/sobrecarga
(NT-proBNP) ventricular
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Durante o AMI, a concentracdo dos diferentes biomarcadores cardiacos especificos presentes
no sangue, variam ao longo do tempo, como é possivel verificar pela Figura 6. Assim, existe uma
variedade de biomarcadores que podem ser potencialmente analisados em simultaneo para
qgue haja um diagndstico mais preciso desta doenca (Savonnet et al., 2021).

Multiplos limites de corte de IAM

Dias apds o inicio do IAM

Figura 6. Grafico com o surgimento dos biomarcadores cardiacos no sangue ao longo do tempo apds o
inicio dos sintomas do AMI. Pico A, libertacdo precoce da Myo. Pico B, TnT cardiaco apds AMI. Pico C,
Isoenzima Creatina Quinase com subunidades B e M (CK-MB, do inglés, Creatine Kinase Isoenzyme with
B and M subunits) apés AMI. Pico D, troponina T cardiaca apds angina instavel. Os dados sdo
apresentados numa escala relativa, onde 1,0 é definido como concentragdo limite para o IM (Coven et
al., 2020).

Nos ultimos anos, o estudo dos biomarcadores associados aos mecanismos de desenvolvimento
e rutura da placa aterosclerdtica tem tido particular interesse (Martin-Ventura et al., 2009).
Entre estes biomarcadores, destaca-se a proteina C-reativa (CRP, do inglés, C-Reactive Protein),
uma vez que este tem sido o mais frequentemente estudado para o risco cardiovascular (RCV).
O risco de desenvolver DCVs isquémicas varia com os niveis séricos de CRP: é baixo quando os
niveis sdo inferiores a 1 mg/L; médio quando estdo entre 1 e 2 mg/L, e alto quando sdo
superiores a 2 mg/L. Os pacientes com niveis basais elevados de CRP apresentam um maior
risco de desenvolver as DCVs, diabetes mellitus do tipo 2 e hipertensao sistémica (Banait et al.,
2022).

Ao longo dos ultimos anos, os biomarcadores que avaliam a necrose miocardica tém sido alvo
de uma atencdo especial. O aspartato aminotransferase, primeiro biomarcador utilizado para o
diagnéstico do AMI, e o lactato desidrogenase sdo biomarcadores que atualmente ja ndo sdo
utilizados visto que ambos ndo sdo altamente especificos para o coragdo. Estes biomarcadores
foram ultrapassados com o desenvolvimento de novos ensaios para a CK e, especialmente, a
troponina (Tn) cardiaca (Aydin et al., 2019). A Myo, comparativamente a Tn, é um biomarcador
menos sensivel, no entanto é dos primeiros biomarcadores a ser libertado e a surgir na corrente
sanguinea apos o inicio do AMI (Chan & Ng, 2010).
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Quando um individuo comeca a ter sintomas de AMI, a Myo é o primeiro biomarcador a ser
libertado apds o dano ocorrer nas células musculares do miocardio, tal como estd representado
na Figura 6. Este biomarcador aumenta significativamente dentro de 1 a 3 horas, atinge o pico
entre 9 a 12 horas e desaparece em 24 horas. As troponinas aumentam dentro de 4 a 9 horas
apds o AMI atingindo o valor maximo dentro de 12 a 24 horas e permanece durante 8 dias.
ApOds a lesdo do miocardio, o aumento inicial da CK-MB ocorre de 4 a 9 horas e retorna aos
valores basais dentro de 48 a 72 horas (Vilchez et al., 2014). Desta forma, a detecdo precoce
destes biomarcadores é fundamental para prevenir, diagnosticar, tratar e fornecer informacoes
progndsticas para condi¢Oes patoldgicas, diminuindo a morbidade e a mortalidade (Omran et
al., 2022). Nesta dissertacdo, com o objetivo de detetar o AMI precocemente, o biomarcador
selecionado é a Myo.

De seguida, sdo apresentadas algumas caracteristicas importantes da Myo, o biomarcador
cardiaco escolhido para o diagndstico do AMI.

2.1.2.1 Myo

A Myo é uma proteina heme, que esta presente no musculo cardiaco e esquelético(Bakirhan et
al., 2018). Tem como fungdo armazenar oxigénio nos musculos (Vanek & Kohli, 2024). A Myo
tem um peso molecular de 17,8 KDa. Quando ocorre algum dano no coracdo, esta proteina
pode ser encontrada na corrente sanguinea. A Myo é libertada na corrente, entre 1 a 3 h, apds
o inicio do AMI e o seu nivel pode subir até 900 ng/mL, sendo que o seu valor normal é de 30 a
90 ng/mL (Bakirhan et al., 2018). Dentro de 4 a 12 horas atinge o seu pico, e retorna ao normal
dentro de 24 a 36 horas (Dasgupta et al., 2014). Durante um IAM, a AMI é dos primeiros
biomarcadores a ser libertado. Em individuos saudaveis, o nivel de Myo no soro encontra-se
entre 0,008 a 0,98 ug/mL e em individuos onde ocorreu uma lesdo muscular, a Myo aumenta
para 79,9 ug/mL (Bakirhan et al., 2018). Na Figura 7 esta representada a estrutura 3D da
molécula da molécula Myo.

Figura 7. Estrutura 3D da molecula Myo. Imagem retirada de (Crystallography365, 2014).
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2.2 Biossensores

Os biossensores visam melhorar a qualidade de vida, detetando com alta sensibilidade e
monitorizando com precisdo alteragdes fisioldgicas no corpo humano (Tetyana et al., 2021). Os
biossensores sdao dispositivos analiticos que possuem um elemento de biorreconhecimento e
um transdutor fisico-quimico. Este gera um sinal mensuravel, que é proporcional a quantidade
do analito em andlise (Bakirhan et al., 2018).

Os biossensores apresentam uma vasta aplicabilidade, como demonstrado na Figura 8, desde
o diagndstico médico, a monitorizagdo ambiental, o controlo de qualidade de alimentos, o
desenvolvimento de medicamentos, ciéncias forenses, detecao de doencas, entre outros; que
podem ser detetados em fluidos corporais, como no sangue, na urina, saliva ou suor (Bhalla et
al., 2016).

* Qualidade da agua

* Qualidade do solo

Aplicacao dos * Monitorizagao da qualidade dos alimentos

Biossensores

A

* Monitorizagao ambiental

* Detecaode doencas

* Dispositivos protéticos

—

Figura 8. Esquema com as areas de aplicagdo dos biossensores. Imagem adaptada de (Bhalla et al.,
2016).

Os biossensores podem ser classificados por via dos seus elementos de biorreconhecimento ou
pelo tipo de transdutor, tal como esta demonstrado na Figura 9.

Biossensores
l Biorrecetores I { Transdutores '

+ Enzimas | |

- Anticorpos | Oticos | | Piezoolétricos | | Eletroguimicos
* Células *  Amperometrico

* DNA * Potenciométrico
« MIPs «  Impedimétrico

+  Aptadmeros « Condutometrico

Figura 9. Classificacdo dos biossensores. Imagem adaptada de (Karunakaran et al., 2015).

15



Revisdo da Literatura

2.2.1 Estrutura de um biossensor

Um biossensor é constituido pelo analito, biorrecetor, transdutor, sistema eletrdnico e display.

Na Figura 10 estdo representados os componentes essenciais de um biossensor. Cada

componente representado apresenta um objetivo distinto, tal como é possivel verificar de
seguida (Bhalla et al., 2016).

Analito v Biorrecetor ' :  Transdutor

Proteinas H 1 Enzimas

Analito — substancia de interesse que é detetada.

Biorrecetor — elemento que reconhece o analito. Quando ocorre a interacdao do
biorrecetor com o analito, este processo é denominado de biorreconhecimento.

Transdutor — converte o evento de biorreconhecimento num sinal mensuravel. Estes
sinais, geralmente sdo proporcionais a quantidade de interacGes entre o analito e o
biorrecetor. O processo de converter energia é denominado de sinalizacao.

Condicionamento do sinal — componente do biossensor que processa o sinal traduzido
e 0 prepara para posterior analise no display. Consiste em circuitos eletrénicos que
condicionam o sinal, como a amplificacdo ou a conversdo de sinais analdgicos para
sinais digitais.

Display — Combinacdo do hardware e do software que fornecem os resultados do
biossensor de uma forma percetivel ao utilizador final. O sinal de saida pode ser
numérico, grafico ou imagem.

do sinal

“ : Otico Amplificador Grafico

! = : :
Amostras i 1 Anticorpo b :
de comida ' ' : ‘ '
- - : AV 4 ' ' Converter '
: : sinais Numérico
' : . . . analogicos . :
5 : : : para digitais ;
' ' : ' : 3.12mV '
: : Aptameros ' ' : :
. DNA '; | 5 '

Figura 10. Representa¢do dos componentes de um biossensor. Imagem adaptada de (Bhalla et al.,

2016).
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2.2.2

Caracteristicas de um biossensor

Existem caracteristicas e propriedades que todos os biossensores devem possuir, tais como,

seletividade, reprodutibilidade, estabilidade, sensibilidade e linearidade. A otimizagdo dessas

mesmas propriedades afeta o desempenho final do biossensor. Na Figura 11 estdo

esquematizadas as caracteristicas ideais de um biossensor e de seguida é apresentada a

descricdo de cada uma (Bhalla et al., 2016).

Linearidade

Sensibilida-

Seletividade
de

Reprodutibi-

Estabilidade lidade

Figura 11. Esquema com as caracteristicas ideais de um biossensor. Imagem adaptada de (Bhalla et al.,

2016).

Seletividade — capacidade do biorrecetor detetar o analito especifico numa amostra
contendo outras substancias. A seletividade é das caracteristicas mais importantes de
um biossensor.

Reprodutibilidade — capacidade do biossensor gerar respostas idénticas para uma
configuracdo experimental duplicada. Esta é caracterizada pela precisdo, aptiddo do
sensor fornecer resultados homogéneos sempre que uma mesma amostra é medida, e
pela exatiddo, capacidade do sensor proporcionar um valor médio préximo do valor
verdadeiro quando uma amostra é medida mais do que uma vez; do transdutor e da
eletrénica do biossensor. Sinais reprodutiveis proporcionam alta confiabilidade e
robustez.

Estabilidade — é caracterizado como sendo o grau de suscetibilidade a perturbagées
ambientais dentro e ao redor do sistema de biossensor; que podem causar desvios nos
sinais de saida de um biossensor; possibilitando a causa de erros na concentragdo
medida, afetando a precisdo e a exatiddo do biossensor. Biorrecetores com elevadas
afinidades estimulam fortes ligacGes eletrostaticas do analito, fortalecendo a
estabilidade do biossensor. A afinidade corresponde ao grau em que o analito se liga
ao biorrecetor.
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e Sensibilidade/limite de detegdo (LoD, do inglés, Limit of Detection) corresponde a
guantidade minima de analito que pode ser detetada pelo biossensor. Para as
aplicagdes de monitorizagdo médica e ambiental, um biossensor é fundamental para
detetar concentragdes de analito tdo baixas quanto ng/mL ou fg/mL de forma a
confirmar a presenca de vestigios de analitos numa amostra.

e Linearidade — atributo que apresenta a precisdo da resposta medida, para um conjunto
de medigdes com concentragdes de analito distintas, numa linha reta, onde
matematicamente é representada por y=mc, onde c corresponde a concentracdo do
analito; y é o sinal de saida e m é a sensibilidade do biossensor. A linearidade do
biossensor pode estar associada a resolucdo do biossensor, que corresponde a menor
alteracdo na concentragdo do analito que provoque uma alteracdo na resposta do
biossensor; e a faixa de concentracdo do analito em teste, que é definida como a faixa
de concentracbes do analito para a qual a resposta do biossensor muda linearmente
com a concentragdo.

2.3 Elementos de biorreconhecimento

Tal como foi referido anteriormente, um elemento de biorreconhecimento, apresenta como
principal objetivo fornecer especificidade relativamente ao analito. Existem inimeras classes
de elementos de biorreconhecimento, que dao origem a estruturas distintas que influenciam
as caracteristicas de desempenho do biossensor. Estes elementos podem ser de origem natural
ou sintética. Os de origem natural podem ser os anticorpos ou as enzimas. Os de origem
sintética sdo estruturas projetadas artificialmente desenvolvidas para reproduzir interagdes
fisiologicamente definidas (Morales & Halpern, 2018). Na Figura 12 estdo esquematizados os
elementos de biorreconhecimento mais utilizados, com as respetivas vantagens e desvantagens.
De seguida, sdo brevemente resumidos os elementos de biorreconhecimento.

Elementos de biorreconhecimento

r
f v 'r Polimeros de
Enzimas Acidos nucleicos Impressao
Anticorpos Aptédmeros molecular
(MIP)

[ Vantagens I + Seletividade * Sensibilidade * Reprodutibilidade
* Reutilizavel * Reprodutibilidade

[ Desvantagens ] * Na&o reprodutivel * Custoelevado = Seletividade reduzida
+ Ligagéo nao especifica

Figura 12. Esquema com as vantagens e desvantagens de cada elemento de biorreconhecimento.
Imagem adaptada de (Morales & Halpern, 2018).
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2.3.1 Anticorpos

O imunoensaio é uma técnica bioanalitica que funciona como resultado de uma resposta de um
antigénio, ou seja, o analito, e um anticorpo; permitindo a quantificacdo de um analito. Um
imunossensor é uma ferramenta analitica, que utiliza anticorpos ou fragmentos de anticorpos
e é geralmente usada em diversos setores industriais, como na agricultura ou na farmacéutica,
em analises clinicas e em diagndsticos, entre outros (Lim & Ahmed, 2019).

Um imunossensor utiliza um anticorpo, como biorrecetor para reconhecimento molecular
especifico de antigénio formando de seguida, um imunocomplexo estdvel. Os anticorpos sdo
proteinas produzidas pelo sistema imunoldgico, mais precisamente pelos glébulos brancos,
com caracteristicas de reconhecimento de antigénio, com forte afinidade e especificidade para
os seus analitos alvo (Griffin & Stratis-Cullum, 2009; Sande et al.,, 2021). Os anticorpos
compartilham uma tendéncia estrutural geral de uma conformacdo 3D, com forma de “Y”. As
porcdes de ligacdo ao analito da molécula é a regido varidvel de cadeia pesada (H) e a regido
variavel de cadeia leve (L) (Griffin & Stratis-Cullum, 2009; Morales & Halpern, 2018). O local de
um antigénio no qual um anticorpo complementar pode ser ligado especificamente é
denominado de epitopo ou determinante antigénico (Merck, 2014). As regidoes VH e VL estdo
conectadas através de ligacGes dissulfureto. A estrutura bdsica de um anticorpo esta
representada na Figura 13. As VL podem ser de dois tipos: k (kappa) ou A (lambda). Cada
anticorpo possui cadeias k ou cadeias A; mas nunca uma de cada. A funcdo efetora de um
anticorpo é definida pela estrutura da cadeia pesada. As cadeias pesadas de anticorpos
humanos podem ser um dos cinco isétopos: imunoglobulina A (IgA), imunoglobulina D (IgD),
imunoglobulina E (IgE), imunoglobulina G (IgG) e imunoglobulina M (IgM) (Janeway et al., n.d.).

Existem dois tipos de anticorpos: os monoclonais e os policlonais. Os anticorpos monoclonais
tém origem num unico clone celular e apresentam elevada especificidade ao se ligarem a
apenas a um epitopo no antigénio alvo. Ja os anticorpos policlonais surgem de multiplos clones
de células B, compreendem uma gama de reconhecimento de epitopos mais extensa,
apresentando diversidade estrutural. Os anticorpos policlonais podem ser construidos mais
rapidamente, com menor custo, como reconhecem multiplos epitopos estes sdo mais
tolerantes a pequenas altera¢gdes na natureza do antigénio. As principais vantagens dos
anticorpos monoclonais sdo a sua homogeneidade e a consisténcia. A decisdo entre utilizar
anticorpos monoclonais ou anticorpos policlonais estd dependente de uma vasta gama de
fatores, a utilizagao pretendida e se o anticorpo esta prontamente disponivel nos fornecedores
comerciais ou nos investigadores (Lipman et al., 2005; Singh et al., 2021).
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Figura 13. Estrutura basica de um anticorpo. Imagem adaptada de (Merck, 2014).

Os imunoensaios podem ser classificados em: competitivo e ndo competitivo; direto e indireto.
Num imunoensaio competitivo, os vdrios analitos sdo misturados simultaneamente, onde irdo
competir entre si pela ligacdo ao numero limitado de locais de ligacdo ao anticorpo. Num
imunoensaio ndo competitivo os antigénios deveram possuir pelo menos dois epitopos para o
seu anticorpo especifico. Neste formato, os antigénios da amostra sdo capturados por um
anticorpo imobilizado, que esta disponivel em excesso, e é exposto a um excesso de anticorpo
marcado. Num imunoensaio direto, o anticorpo ou o antigénio é diretamente imobilizado na
superficie do suporte de ensaio apds um periodo de incubagdo com um anticorpo ou antigénio
marcado com um marcador para dete¢do. O imunoensaio indireto o anticorpo primario nao é
medido diretamente nem marcado, no entanto um outro anticorpo é colocado no sistema de
ensaio que pode vir a reconhecer o anticorpo ou o antigénio primario (Lim & Ahmed, 2019). Na
Figura 14, estdo esquematizados os tipos de imunoensaio referidos anteriormente.

L
)

ST AT e
IV Y [
E e ." § ) k 2° Anticorpo
IV YV
s Lol ool .

—— ——— — L W Label ;

Figura 14. Principais formatos de imunoensaio. (A) formato indireto competitivo; (B) formato direto
competitivo; (C) nenhum ensaio competitivo.
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2.3.2 Aptameros

Os aptameros sdo sequéncias oligonucleotidicas de acido ribonucleico (RNA, do inglés,
ribonucleic acid) e de acido desoxirribonucleico (DNA, do inglés, deoxyribonucleic acid) de fita
simples, que sdo altamente seletivas e se ligam a determinados alvos, facilitando a sua detecao
eficiente (Singh et al., 2021). Os aptameros fornecem uma ampla gama de aplicacdes de
biossensores com a capacidade de atingir varios bioanalitos, como os ides metdlicos, moléculas
pequenas e proteinas. Os aptameros sdo obtidos através de um processo de selecao
combinatdria denominado de Evolugdo Sistémica de Ligantes por Enriquecimento Exponencial
(SELEX, do inglés, Systemic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment). SELEX é um
processo iterativo, que pesquisa uma biblioteca de sequéncias de oligonucleotideos,
assegurando um par de interagdo forte e seletivo. Tal como é possivel verificar pela Figura 15,
a biblioteca de oligonucleotideos contém todas as potenciais sequéncias de aptameros, assim
o ciclo SELEX comeca com aincubacdo do bioanalito alvo com a respetiva biblioteca. Sao retidas
apenas as sequéncias de aptameros ligados para posterior amplificacdo por reacdo em cadeia
de polimerase (PCR, do inglés, Polymerase Chain Reaction) e os nao ligados sdo removidos. A
biblioteca de oligonucleotideos é regenerada e reinicia o préximo ciclo de SELEX. Uma
desvantagem deste método é o seu custo, exigindo multiplas iteracdes usando uma grande
biblioteca de oligonucleotideos de cada vez (Morales & Halpern, 2018). Os aptassensores sao
os biossensores em que o elemento de biorreconhecimento utilizado é um aptamero. Na
literatura, existem trés diferentes metodologias para construir um aptassensor: modo troca de
estrutura, modo de reciclagem assistido por enzima e modo baseado em aptdmero dividido
(Ning et al., 2020).
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Figura 15. Esquema da técnica de SELEX. Imagem adaptada de (Crivianu-Gaita & Thompson, 2016).

2.3.3 Polimeros de impressao molecular

O reconhecimento molecular surge como uma alternativa promissora, desafiadora e inovadora
aos materiais naturais, desempenhando um papel fundamental nos diversos processos da vida.
Tais processos como a seletividade e atividade de enzimas, ou a interagdo precisa de recetores
e anticorpos com os seus alvos especificos. Os recetores de fontes naturais tais como as enzimas
e anticorpos sdo uma ferramenta valiosa em diversas areas tais como na investigacdo bioldgica
e farmacéutica, no diagndstico, na terapia e administra¢do de medicamentos (Em et al., 2013;
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Parisi et al., 2022). O reconhecimento molecular (RM) é a capacidade de uma molécula
“reconhecer” outra, através de interacGes de ligacdo ou de geometria (Crivianu-Gaita &
Thompson, 2016). O RM nos recetores naturais apresenta algumas desvantagens como a
estabilidade quimica e fisica, por vezes o isolamento e a purificacdo da natureza ou a sintese
bioquimica sdo dispendiosos, demorados e trabalhosos e a estabilidade das biomoléculas é
limitada. Assim, é crucial investigar sistemas sintéticos mais estdveis que imitam processos de
reconhecimento altamente seletivos e sensiveis (Em et al., 2013; Parisi et al., 2022).

A impressdo molecular é uma técnica inspirada na natureza, e é definida como um processo de
formacdao de polimero induzida por um estimulo, que possui locais de reconhecimento
especificos, onde existe um posicionamento e orientacdo dos componentes estruturais do
material (Piletsky & Turner, 2006). Para isso, sao utilizados mondmeros, na presenca de uma
molécula alvo, que sdo polimerizados. Apds a polimerizacdo, a molécula alvo é removida,
gerando na matriz polimérica cavidades de reconhecimento especificas da molécula alvo
utilizada, ou seja, com tamanho, forma e funcionalidades quimicas complementares a ele. Estes
sdo denominados de MIP (Ostrovidov et al., 2023), considerado como recetores artificiais
biomiméticos (Herrera-Chacon et al., 2021). Esta técnica esta representada na Figura 16. A
utilizacdo dos MIPs apresenta varias vantagens, tais como: facilidade em fabricar em grandes
guantidades, sdo econémicos, apresentam uma vida Util prolongada, podendo ser fabricados
para praticamente qualquer molécula alvo. Além disso, as propriedades podem ser facilmente
ajustadas devido aos inumeros mondmeros disponiveis, apresentam alta afinidade e
seletividade (Ostrovidov et al., 2023). Os polimeros ndo impressos (NIP, do inglés, Non
Imprinted Polymers) sdo sintetizados da mesma forma que os MIPs, no entanto, na etapa de
eletropolimerizagao, eles sdo sintetizados sem a presenca da molécula alvo, ndo havendo o
processo de arranjo, nem cavidades. Assim, a sintese dos NIPs é importante para fins de
comparac¢do, demonstrando que existe um efeito de impressao no polimero sintetizado, ou
seja, no MIP. Comparando o desempenho do NIP relativamente ao MIP, é possivel determinar
a forga de afinidade ou a resposta do sensor, que é definida como fator de impressao (IF, do
inglés, Imprinting Factor). Quanto maior o valor do IF do MIP, melhor sera o desempenho do
sensor. Para valores préximos de 1, o efeito da impressdo é quase insignificante, indicando que
a interagdo MIP-analito ndo é especifica (Herrera-Chacon et al., 2021).

Existem principalmente trés tipos de interacGes entre os analitos e os mondmeros: as
covalentes, ndo covalentes e as semicovalentes. A interacdo covalente ocorre quando ha a
combinag¢do de moléculas alvo e mondmeros funcionais por meio de ligagdes covalentes
reversiveis. Na interacdo ndo covalente os mondmeros funcionais e as moléculas alvo sdo
organizados previamente por self-assembly por meio de ligagcdes ndo covalentes, como ligacdo
de hidrogénio, para se formar o modelo. Na interagao semicovalente ha uma combinag¢do da
interacao covalente, que ocorre no processo de impressdao; com a interagao nao covalente, que
decorre na religagdo dos mondémeros com a molécula alvo (Dong et al., 2021). Na Figura 16
estdo representadas as sinteses do MIP e do NIP.
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Figura 16. Representacdo esquematica da sintese dos recetores artificiais biomiméticos: (A) técnica de
MIP e (B) técnica de NIP. Imagem adaptada de (Herrera-Chacdn et al., 2021).

2.3.3.1 Sintese do MIP

A impressdao molecular é uma técnica muito benéfica para incorporar locais especificos de
reconhecimento de substratos em polimeros (Puoci et al., 2010). Durante a sintese dos MIPs,
existem parametros que devem ser avaliados, uma vez que estes podem influenciar a
morfologia, as propriedades fisico-quimicas e o desempenho dos polimeros. Para obter MIPs
funcionais eficientes, a escolha dos reagentes quimicos é importante. Existem varias moléculas
alvo que podem ser usadas, tais como, aminoacidos, farmacos, proteinas, coenzimas, entre
outros (Vasapollo et al., 2011). A escolha do analito é crucial para a sele¢do e organizagdo dos
grupos funcionais em torno dos mondmeros funcionais. Na polimerizacdo de radicais livres, os
analitos devem ser quimicamente inertes (Sajini & Mathew, 2021).

A escolha do mondmero é de extremamente importante, uma vez que este ira criar cavidades
altamente especificas que sdo projetadas para o analito. Existem inimeros mondmeros que
podem ser utilizados, como acidos carboxilicos, acidos sulfonicos, entre outros (Vasapollo et al.,
2011). O acido metacrilico (MAA, do inglés, Methacylic Acid), é um &cido carboxilico que tem
sido vastamente utilizado devido as suas caracteristicas de estabelecer ligacdes de hidrogénio,
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e a dimerizacdo do MAA pode aumentar o efeito de impressdo (L. Chen et al., 2016). Para
selecionar o melhor mondmero para a sintese, é importante considerar a forga e a natureza das
interagdes analito-mondmero (Vasapollo et al., 2011). Na presente dissertacdo, o mondmero
escolhido foi a o-PD.

Para produzir um MIP com as propriedades desejadas, é importante escolher a técnica mais
adequada de polimerizagdo. Para a sintese dos MIPs, a polimeriza¢do é uma etapa fundamental.
Isto é, quando ocorre uma reacao de polimerizacdo rdpida e descontrolada, o polimero gerado
pode apresentar cavidades inapropriadas a religacdo. Esta etapa pode ser ajustada adaptando
as concentracdes/escolhas dos reagentes, dos mondmeros, do método ou fonte de iniciacdo, a
superficie, entre outros (Herrera-Chacén et al.,, 2021). Existem diferentes técnicas de
polimerizacao, e estas podem ser divididas em dois mecanismos: polimerizacdo de radicais
livres e polimerizacdo por processos de sol-gel (Sajini & Mathew, 2021). O primeiro mecanismo,
inclui polimerizacdao em bulk, por emulsado, por precipitacdao, por suspensao e em superficie. Na
polimerizacdo por radicais livres, as mais utilizadas sdo a polimerizacdo em bulk, que é
considerada mais tradicional, e a polimerizacdo de superficie. Deste modo, de seguida é
apresentada uma breve descricao destes dois métodos, sendo que na presente dissertacao foi
selecionado o método de impressao de superficie, utilizando a técnica de eletropolimerizacdo
(Martins et al., 2023).

Impressao bulk

A impressao bulk foi das primeiras tecnologias a ser utilizadas na impressao molecular e
atualmente é das mais utilizadas. Para o seu uso, é necessdrio preparar uma solucdo que
contenha a molécula alvo, o monémero funcional, o agente de reticulacdo e o iniciador. Os
polimeros de impressdo de bulk sdo obtidos através de moagem mecanica e peneira (Shen et
al., 2023). Esta técnica é aplicada com maior eficiéncia a modelos de moléculas de menores
dimensdes, visto que os modelos com dimensdes maiores sdo mais dificeis de remover (Kryscio
& Peppas, 2012). Este método é rapido e de simples execugdo. No entanto, a sua utilizagdo
apresenta algumas limita¢Oes tais como: 1) as particulas obtidas apresentam um tamanho e
formato altamente irregulares e durante a moagem, alguns locais de interacdo sdo destruidos,
levando a uma menor capacidade de carga dos MIPs, relativamente aos valores teéricos, 2) o
procedimento de moagem e de peneiramento leva a perdas de polimero Util, que pode ser
estimada entre 50 e 75% comparativamente a quantidade inicial do material (Yan & Row, 2006).

Impressdo de superficie

De modo a combater as limitagGes da impressao bulk, surge a impressao de superficie. Nesta
etapa, para preparar os complexos de pré-polimerizagdo, mistura-se a molécula alvo com o
mondmero funcional. A polimerizacdo é gerada na superficie de um substrato sélido, por
exemplo de silica, tendo presentes os iniciadores e os agentes de reticulagdo. Através de
métodos fisicos ou quimicos, é removida a molécula alvo da camada polimérica, formando-se
as cavidades na superficie do substrato sélido (Metwally et al., 2021).
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Este método apresenta inUmeras vantagens, como ser facil de preparar e aplicar, permitir o
controlo do tamanho e da forma, possuir locais de ligacdo altamente seletivos, além de
apresentar uma grande area de superficie e ser reprodutivos (Metwally et al., 2021).

Na impressao de superficie existem diferentes abordagens para preparar os sensores. Uma das
técnicas utilizadas é a litografia suave, que usa padrdes em escala micro e nano e o modelo é
formado por “self-assembly”. Existem muitas outras técnicas como a imobilizacdo domolécula
alvo, impressdao de micro-contacto; impressao de superficie via enxerto; polimerizacdo em
emulsdo e ELP (Ertlirk & Mattiasson, 2017). Na presente dissertacdo, o método utilizado na
etapa de polimerizacdo é a ELP. De seguida, apresenta-se uma breve descri¢cao desta técnica.

Eletropolimerizagao

Para a sintese de polimeros, um método amplamente utilizado é a polimerizacdao desencadeado
por um estimulo elétrico, permitindo o desenvolvimento de diversos biossensores e de
sensores quimicos (Gavrila et al., 2022). A ELP foi realizada pela primeira vez em 1999, por
Malitesta et al., que utilizou a 0-PD como mondmero e teve como finalidade detetar a glucose
(Florea et al., 2019). Esta técnica consiste na eletrodeposicdo de uma camada de polimero que
cresce na superficie do elétrodo (Gavrila et al., 2022).

Na ELP, o polimero cresce na superficie do elétrodo de trabalho, sem ser necessdrio uma etapa
de imobilizacdo. Neste caso, durante a polimerizacdo, é fornecida energia eletroquimica ao
sistema, o fluxo de eletrdes transforma os mondmeros que estdo em volta do analito formando
um filme, na superficie do elétrodo de trabalho. Posteriormente o analito é removido, deixando
cavidades no polimero. Em seguida, ocorre o processo de incubagdo ou religagdo do analito nas
cavidades formadas pela sua remocdo. Por fim, o sinal pode ser medido, consoante o modo de
transdugdo do sinal escolhido. Na Figura 17 estda esquematizado este processo (Moreira
Gongalves, 2021). A ELP pode ser realizada por dois métodos: por oxidagdo ou redugdo, sendo
a oxidacdo o mais utilizado. A ELP anddica implica a oxidagcdo do mondmero, obtendo radicais
catidnicos, o que levam a formagao do polimero na superficie do elétrodo (Gavrila et al., 2022).

Através da modificacdo da corrente é possivel controlar, a nivel nanométrico, a espessura e
morfologia dos filmes poliméricos. Esta é uma técnica rapida e facil de reproduzir (Florea et al.,
2019; Seguro et al., 2022). Para o processo de ELP, é fundamental otimizar a composicdo e
concentracdo da mistura de polimerizacdo, escolher o método e os parametros de ELP mais
adequados, assim como selecionar o método de remocdo do analito mais eficaz (Gavrila et al.,
2022).
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Figura 17. Esquema da preparagdo de um MIP na superficie de um elétrodo. Imagem adaptada de
(Moreira Gongalves, 2021).

A utilizacdo da ELP para o fabrico dos MIPs apresenta algumas vantagens, tais como, ser mais
rapida do que a polimerizacdo bulk, pode ser realizada in situ, ou seja na superficie do elétrodo
de trabalho, a corrente que é aplicada pode ser regulada, o que permite controlar a espessura
do filme, facilitando a reprodutibilidade dos MIPs. No entanto, existem algumas dificuldades
neste processo, especialmente na etapa de remoc¢do do analito, uma vez que esta pode ndo
ocorrer ou pode ocorrer de forma a danificar o MIP, sendo, por norma, uma etapa demorada
(Moreira Gongalves, 2021).

2.4 Transdutores

O material dos transdutores é essencial para o desempenho da metodologia eletroquimica
(Bakirhan et al., 2018). Como referido anteriormente, o papel do transdutor é converter a
resposta bioldgica obtida num sinal mensuravel, que pode ser amplificado e medido. Assim, os
sensores podem ser: de afinidade (quando o bioelemento se liga ao analito), metabdlicos (o
bioelemento e o analito ddo origem a uma alteragdo quimica e esta pode ser utilizada para
medir a concentracdo de um substrato) ou cataliticos (o bioelemento combina com o analito,
ndo altera quimicamente, mas converte num substrato auxiliar). Os transdutores podem ser
eletroquimicos (potenciometria, condutometria, impedimetria, amperometria, voltametria),
Oticos (colorimétricos, fluorescéncia, luminescéncia, interferometria), calorimétricos,
piezoelétricos ou de natureza magnética. Os sensores eletroquimicos sdo faceis de serem
transportados, sdo simples e faceis de usar, econémicos e, em muitos casos, descartaveis. Em
comparagdo com os sensores Oticos ou piezoelétricos, os sensores eletroquimicos apresentam
uma elevada sensibilidade (Karunakaran et al., 2015).
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2.4.1 Oticos

Os biossensores dticos (Figura 18) tém sido uma forte ferramenta de investigacdo e de
desenvolvimento principalmente na drea da saude, em aplicacdes ambientais e na industria
biotecnolégica (Damborsky et al., 2016). Um biossensor ético é um dispositivo analitico que
contém um elemento sensor bioldgico, integrado ou conectado a um sistema transdutor 6tico
e que tem como objetivo produzir um sinal eletrénico que seja proporcional a concentracdo do
analito (Dey & Goswami, 2011). Os biossensores 6ticos podem ser divididos em duas categorias:
label-based ou label-free. No modo label-free o sinal que é detetado é gerado diretamente pela
interagao do material analisado com o transdutor. No modo label-based, é necessario utilizar
um “label” e o sinal é gerado por um dos seguintes métodos: colorimétrico, fluorescente ou
luminescente (Damborsky et al., 2016).
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Figura 18. Esquema geral de um biossensor 6tico. Imagem adaptada de (Seymour et al., 2023).

2.4.2 Piezoelétricos

Os biossensores piezoelétricos sdo baseados na piezoeletricidade, que corresponde a diferenca
de potencial criada em determinados materiais devido a aplicagdo de um stress mecanico.
Devido as interag0es existentes entre o biorrecetor e o analito, estes biossensores sdo baseados
no principio de medicdo de mudangas de frequéncia de ressonancia do cristal oscilante. O cristal
oscila a uma determinada frequéncia, que pode ser alterada pelo meio envolvente. O material
dos biossensores tem de ser revestido de um material piezoelétrico e o transdutor tem de ser
feito com um material piezoelétrico, por exemplo, o quartzo. Quando é aplicada alguma
pressdo sobre estes materiais, ocorre uma conversdo do stress mecanico num sinal elétrico.
Este método é altamente sensivel, permitindo chegar a niveis de dete¢do de picograma. Existem
dois principais tipos de sensores piezoelétricos: onda acustica de superficie (SAW, do inglés,
Surface Acoustic Wave) e onda acustica de massa (BAW, do inglés, Bulk Acoustic Wave). Estes
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biossensores tém sido utilizados especialmente para a instrumentacdo médica, aeroespacial,
nuclear e telecomunica¢ées (Karunakaran et al., 2015).

2.4.3 Eletroquimicos

Devido a necessidade de um método sensivel e facil para detetar diversos biomarcadores,
surgem os métodos eletroquimicos. Estes métodos apresentam algumas vantagens como
elevada sensibilidade, seletividade, rapidez, especificidade, baixo custo e simplicidade
(Bakirhan et al., 2018). Estes biossensores medem a corrente produzida, com base nas reacdes
de oxidacdo e redugdo. S3o capazes de converter diretamente um evento biolégico num sinal
elétrico, baseando-se na detec¢do de uma propriedade elétrica, como a resisténcia, a corrente,
o potencial, capacitancia ou a impedancia, que é detetada e medida por diferentes métodos,
tais como a voltametria, potenciometria, amperometria ou condutometria. Uma medicdo
eletroquimica é baseada num valor referente ao analito, que é medido em comparac¢do ao
elétrodo de referéncia. Deste modo, a resposta eletroquimica ird depender da atividade das
espécies do analito, uma vez que as rea¢des quimicas podem retirar/acrescentar eletr&es,
alterando as propriedades elétricas da solucdo. Estas altera¢cbes podem ser detetadas e
utilizadas como parametros de medigdo (Karunakaran et al., 2015). Durante a reac¢do de redox
da molécula, que ocorre na superficie do elétrodo, os eletrdes sdo transferidos do elétrodo de
trabalho para o analito ou do analito para o elétrodo (Biosensors Fundamentals and
Applications, n.d.).

Os biossensores eletroquimicos podem ser classificados de acordo com a sua natureza de
detecdo em: amperométricos, potenciométricos, voltamétricos, impedimétricos e
condutométricos (Karunakaran et al., 2015).

Estes biossensores apresentam algumas vantagens na sua utilizacdo, como alta sensibilidade,
preparacao simples de amostras, tempos de resposta rdpidos, potencial para miniaturizacdo e
baratos (Gerdan et al., 2024; Pal & Khan, 2019). Os biossensores amperométricos medem
continuamente a corrente que é gerada durante as reacbes de oxidacdo e reducdo num
determinado processo. Os biossensores de impedancia sdo de natureza nao destrutiva. Estes
permitem uma analise rdpida de uma ampla gama de analitos, desde moléculas de menor
tamanho até células. Existem ainda os biossensores condutimétricos, que medem a capacidade
de conduzir uma corrente elétrica entre elétrodos numa solugdo e/ou elétrodos de referéncia.
Os biossensores potenciométricos determinam a diferenga de potencial entre o elétrodo de
trabalho e o elétrodo de referéncia, indicando informacGes sobre a atividade iénica na reacado
eletroquimica (Gerdan et al., 2024).

De seguida, é apresentado um esquema, Figura 19, onde sdo resumidas as vantagens e
desvantagens dos sensores 6ticos, piezoelétricos e eletroquimicos.
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Figura 19. Esquema de comparagdo dos diferentes sistemas de biossensores. Imagem adaptada de (Li et
al., 2024).

2.4.3.1 Células eletroquimicas

As células eletroquimicas podem ser constituidas por um conjunto de trés elétrodos: o elétrodo
de trabalho (WE, do inglés, Working Electrode), o elétrodo de referéncia (RE, do inglés,
Reference electrode) e o contra elétrodo (CE, do inglés, Counter electrode). Na presente
dissertagdo as células eletroquimicas utilizadas sdo os elétrodos serigrafados (SPE, do inglés,
Screen-printed Electrodes) (Bakirhan et al., 2018). A utilizacdo destes dispositivos permite
reduzir o tamanho dos mesmos, diminuindo o volume de amostra necessario, reduzindo o custo
de produgdo e permitindo personalizar o dispositivo de acordo com a aplicagdo pretendida
(Stan et al., 2022). O material dos elétrodos ird influenciar o desempenho do método
eletroquimico. Os materiais condutores mais utilizados neste tipo de elétrodos incluem o
carbono, platina e ouro. Para selecionar o tipo de elétrodo a utilizar, é importante ter em
atencdo fatores como a gama de potencial, a condutividade elétrica, reprodutibilidade, as
propriedades mecanicas e os custos. Os elétrodos de platina e de ouro apresentam um
mecanismo rapido de transferéncia de eletrdes. Para além disso, a superficie dos elétrodos
pode ser modificada para alterar a seletividade e a sensibilidade do biossensor (Bakirhan et al.,
2018).

No WE é onde ocorre a reagao de interesse. Dependendo da rea¢do no elétrodo de trabalho
ser uma reduc¢do ou uma oxidacdo, o elétrodo pode ser denominado de catédico ou anddico,
respetivamente. O material do elétrodo de trabalho é extremamente importante porque ird
influenciar o desempenho das medidas eletroquimicas. O RE produz o potencial constante na
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célula eletroquimica. O potencial pode ser alterado com a passagem da corrente no elétrodo.
O CE é usado para fechar o circuito de corrente na célula eletroquimica. O CE ndo participa na
reacdo eletroquimica. A corrente flui entre o WE e o CE, a drea de superficie total do CE é
superior a drea do WE, para que ndo seja um fator limitante na cinética do eletroquimico
(Karunakaran et al., 2015).

Na Figura 20 A e 20 B esta esquematicamente representado uma célula eletroquimica
convencional e um SPE, respetivamente.
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Figura 20. Representagdo esquemadtica de (A) uma célula eletroquimica convencional e (B) de um SPE.
Imagem adaptada de (D. C. Moreira et al., 2024).

2.4.3.2 Sensores amperomeétricos

Os sensores amperométricos determinam a variacdo da corrente que resulta do processo redox
de uma determinada espécie eletroativa enquanto esta a ser aplicado um potencial constante.
A concentrac¢do do analito ird variar a corrente. Durante o processo de redox, os eletrdes sdo
transferidos do analito para o WE e as propriedades do analito irdo comandar o fluxo dos
eletrdes. Na reacao de redugdo, o WE é levado a um potencial negativo, ja que na reagao de
oxidacdo é levado a um potencial positivo (Karunakaran et al., 2015).

2.4.3.3 Sensores voltamétricos

Na eletroquimica, a técnica de voltametria é das mais versateis; tanto a corrente como o
potencial podem ser medidos. Quando é analisada a corrente, a posi¢cdo do pico desta
corresponde a substancia em andlise, ja a densidade de corrente do pico, é proporcional a
concentracdo das espécies correspondentes (Karunakaran et al., 2015). De seguida sdo
descritas trés técnicas dos sensores voltamétricos: voltametria ciclica, voltametria de onda
guadrada e a voltametria de pulso diferencial.

A. Voltametria ciclica

A voltametria ciclica (CV) é um método eficaz e basico que permite analisar o processo de redox
numa ampla gama de potencial e estudar a atividade eletroquimica de analitos nas superficies
dos elétrodos. Para que ocorra o processo de transferéncia de eletrées, é aplicado ao elétrodo
um potencial ciclico (tensdo) repetido ou ndo, permitindo registar a corrente. O processo de
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oxidacao é considerado no pico de elevados potenciais e o processo de reducdo é nos potenciais
baixos. A corrente do pico aumenta com o aumento da concentragdo (Lin et al., 2021). Na
Figura 21 estd representado um voltamograma, que ilustra a resposta de um processo redox
reversivel durante um unico ciclo de potencial. O eixo dos x representa o potencial que é
aplicado ao sistema e o eixo dos y corresponde a resposta, ou seja, € a medi¢do da corrente
resultante.
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Figura 21. Voltamograma tipico para um sistema reversivel.

A CV consiste na aplicacdo de um varrimento linear de potencial (E) no elétrodo de trabalho,
qgue é um potencial que aumenta ou diminui linearmente com o tempo entre os limites Emin
(potencial minimo) e Emsx (potencial maximo). A aplicagdo de um varrimento de potencial ao
elétrodo de trabalho é controlada em relagdo a um elétrodo de referéncia. Na CV, ao atingir
t=t;, a direcdo da varredura é invertida e é alterada até atingir o Enin. Quando atinge o potencial
minimo é novamente invertida e alterada para Emsx. Deste modo, sdo gerados ciclos com varias
varreduras (Simdes & Xavier, 2017). Na Figura 22 esta representado o potencial aplicado em
func¢do do tempo na voltametria ciclica.
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Figura 22. Avaliagdo do potencial aplicado ao elétrodo de trabalho com o tempo na voltametria ciclica.
Ei— potencial inicial; Es— potencial final; Emin— potencial minimo; Emax— potencial maximo; t1 —tempo de
comutacdo. Imagem adaptada de (Sim&es & Xavier, 2017).

Para processos reversiveis, Figura 23 A, o voltamograma ciclico apresenta um potencial de pico

de oxidac¢do (E,%) e o de redugdo (E,"?) préximos, e o potencial redox (E{) da molécula redox

Red @ E{. Uma reacdo é totalmente

58 mVv

esta a meio ou préoximo de meio entre os potenciais Ep

reversivel quando: i) a separacdo entre os picos de oxida¢do e reducdo é dada por , onde

n é o numero de eletres; ii) a separacao dos picos é independente do scan rate; iii) a corrente
de pico de redox aumenta com o scan rate e é linearmente proporcional a raiz quadrada do
scan rate para o processo limitado por difusdo; iv) a relagdo da corrente de pico de oxidacdo e
reducdo é igual a um e é independente do scan rate (Wijeratne, 2018). As concentragdes da
forma reduzida do composto em comparacdo com a sua forma oxidada na superficie do
elétrodo podem ser determinadas com base no potencial aplicado, através da equacgdo de
Nernst, Equacdo 1 (WESTBROEK, 2005):

E=Ey+ :_; lng:—:; (1)
onde Eq é o potencial de equilibrio, R é a constante universal dos gases, T é a temperatura
absoluta, n é o numero de eletrées transferidos por ido, F é a constante de Faraday, Cox € a
concentragao de oxidagdo e Crq é a concentragao de redugdo (Karunakaran et al., 2015; Sim&es
& Xavier, 2017).

Para os processos quase reversiveis, Figura 23 B, o E{° da molécula ndo se encontra préximo do
meio entre o pico de oxidagdo e o de reducdo. A forma do CV é semelhante aos processos
reversiveis, no entanto, a taxa de transferéncia de eletrées ndo é suficientemente rapida para
manter o equilibrio de Nernstiano. Para estes processos: i) a corrente do pico é menor
comparativamente com os processos totalmente reversiveis; ii) a separagdo do pico varia com
0 scan rate; iii) a corrente do pico ndo é linearmente proporcional a raiz quadrada do scan rate
(Wijeratne, 2018).

32



Revisdo da Literatura

Nos processos irreversiveis, Figura 23 C, observam-se um pequeno pico de corrente de
oxidacdo. Nestes processos, é necessario um potencial elevado para impulsionar a transferéncia
de eletrGes (Wijeratne, 2018).
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Figura 23. Voltamograma ciclico (A) forma de onda reversivel, (B) forma de onda quase reversivel e (C)
forma de onda irreversivel para uma reagdo redox tipica. Imagem adaptada de (Wijeratne, 2018).

B. Voltametria de onda quadrada

A voltametria de onda quadrada (SWV, do inglés, Square Wave Voltammetry) é das técnicas de
voltametria de pulso mais rdpidas e mais sensiveis. A forma da curva, na SWV, depende da
aplicagdo da amplitude do pulso (AE), que varia consoante o step do potencial (Estep, em mV) e
da duracdo t (periodo). As correntes elétricas sdo medidas no final dos pulsos direto (I1) e no
pulso reverso (l,), obtendo a intensidade da corrente diferencial resultante (Al). A largura do
pulso (t/2) é denotada por t, e a frequéncia de aplicacdo do pulso é denominada por f, sendo
dada por 1/t (Bakirhan et al., 2018; WESTBROEK, 2005). Na Figura 24 A e B estdo representados
os potenciais aplicados a onda SWV e um voltamograma tipico de uma onda quadrada,
respetivamente.

A SWV pode ser utilizada para detetar contaminantes alimentares, estudar o mecanismo da
cinética enzimatica, desenvolvimento de novos métodos para melhorar as superficies dos
nanomateriais. Esta técnica tem demonstrado ser uma solucdo popular para a criagcdo de
dispositivos de diagndstico e de monitorizagdo ambiental ou alimentar, com elevada
sensibilidade e seletividade para estudos enzimaticos (Simdes & Xavier, 2017; WESTBROEK,
2005).
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Figura 24. (A) Aplicacdo de potenciais na SWV e (B) Esquema do voltamograma de onda quadrada, onde
esta representado um processo redox de um sistema reversivel. Imagem adaptada de (Kaliyaraj Selva
Kumar et al., 2020).

C. Voltametria de pulso diferencial

Na voltametria de pulso diferencial (DPV, do inglés, Differential pulse voltammetry), sdo
aplicados pulsos curtos (t = 10 — 100 ms) com um determinado potencial e amplitude (AE =1 -
100 mV) numa rampa linear. E escolhido um potencial base que sera aplicado no elétrodo. Este
potencial aumenta entre os pulsos com incrementos iguais. A corrente é medida antes da
aplicacdo do pulso (l1) e no final do pulso (I2), sendo registada a diferenca entre estes dois
pontos. Esta diferenca corresponde a corrente do impulso de potencial. Na DPV ha a formacao
de um pico quando existe um processo de redox. O potencial do pico pode ser
aproximadamente identificado como o potencial de meia onda, que corresponde ao maximo
da diferenca entre |, e |;. Assim, o potencial de pico presente no DPV é idéntico ao potencial de
meia onda da reagdo de redox prevista. Se a irreversibilidade aumentar, o potencial do pico
desvia do potencial de meia onda, conforme a base do pico se alarga e a altura diminui. Na
Figura 25 A esta representado o diagrama de aplicagdo de pulsos nesta técnica e na Figura 25 B
esta esquematizada a resposta tipica de um voltamograma na DPV (SimGes & Xavier, 2017;
WESTBROEK, 2005).
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Figura 25. (A) Diagrama da aplicacdo de pulsos na técnica de DPV e (B) Resposta tipica de um
voltamograma no DPV. Imagem adaptada de (Simdes & Xavier, 2017).
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2.4.3.4 Sensores impedimétricos

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS, do inglés, Electrochemical Impedance
Spectroscopy) é uma técnica utilizada na analise de processos eletroquimicos que ocorrem na
interface elétrodo/solucdo eletrolitica. Esta técnica permite identificar e determinar
parametros a partir de um modelo elaborado com base na resposta em frequéncia do sistema
eletroquimico em estudo (Simdes & Xavier, 2017).

Na impedancia, a abordagem fundamental, consiste na aplicacdo de um pequeno sinal de
excitacdo senoidal no elétrodo de trabalho. Na EIS, a aplicacdo de uma excitacdo potencial
senoidal resulta numa resposta de sinal de corrente alternada a esse potencial. O sinal de
corrente pode ser analisado como uma soma de func¢des senoidais (uma série de Fourier). O
potencial e a corrente mudam com o tempo e sdo geralmente representados por uma funcdo
senoidal. A Figura 26 mostra um gréfico tipico que ilustra a relacdo entre dois sinais senoidais
relacionados, como sinais de corrente alternada (1) e tensao (E) girando na mesma frequéncia
angular (o) (Em et al., 2013).

s > . 2n/w ;
w o % ;
K nfw 5, o (2n+d)fw
..' —_— K 3 .,"
® Mudancga .'.. _."
de fase %

Figura 26. Resposta de corrente sinusoidal num sistema linear apds aplicagdo de uma tensdo alternada.
Imagem adaptada de (Em et al., 2013).

A resisténcia elétrica é a capacidade de um determinado elemento opor-se a passagem do fluxo
de corrente elétrica. A impedancia difere da resisténcia, visto que a resisténcia é caracteristica
dos circuitos de corrente continua (CC) e obedecem diretamente a lei de Ohm (R=V/I). Na
resposta da célula eletroquimica, uma mudanca de fase pode ser adquirida enquanto a resposta
de corrente a um potencial sinusoidal é uma sinusoide na frequéncia aplicada (Em et al., 2013).

A impedancia complexa, representada pelo vetor z (®), é resultado da variagdo do sinal
alternado . O modulo Z, = Eo/lp e 0 angulo de fase (¢) podem ser calculados para determinar
os valores de impedancia real e os da imagindria, tal como demonstrado na Figura 27. Neste
grafico, como a parte real € mostrada no eixo X e a parte imagindria é no eixo Y, é obtido um
grafico de Nyquist. Cada ponto corresponde a impedancia numa o especifica. Um grafico de
Nyquist contém informacdo sobre a interface eletrificada e a reacdo de transferéncia de
eletrdes. Este grafico contém duas regides, uma que é a porg¢do do semicirculo, seguida de uma
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linha reta. A primeira, com frequéncias mais elevadas, corresponde ao processo limitado pela
transferéncia de eletrdes. A parte linear, é caracteristica de frequéncias mais baixas e
representa o processo de difusdo eletroquimico. Quando a transferéncia de eletrdes é muito
lenta, a regido do semicirculo é maior. O didametro do semicirculo é a resisténcia a transferéncia
de eletrGes, Rc. A intercecao do semicirculo com o eixo Z’ a altas frequéncias corresponde a
resisténcia da solucdo, Rs. Nos graficos de Nyquist, a impedancia pode ser representada como
um vetor de comprimento |z|. O dngulo entre este vetor e o eixo, € denominado de dngulo de
fase e é definido como ¢ =argZ . Como indicado na Figura 27, os dados de baixa frequéncia

estdo no lado direito do grafico e as frequéncias mais altas estdo a esquerda (Em et al., 2013;
Karunakaran et al., 2015).

-Z”

(0]
®=0

1Z]

d=argZ

2z’

Figura 27. Gréfico de Nyquist que ilustra componentes reais (Z') e componentes imaginarias (Z”’) da
impedancia em cada . Imagem adaptada de (Karunakaran et al., 2015).

Outra forma de expressar os resultados da impedancia, é utilizar o diagrama de Bode. Este
diagrama compreende dois diagramas logaritmicos distintos: magnitude (log |Z|) vs. frequéncia
(log ®) e ¢ vs. log w. Na Figura 28 estd esquematizado um diagrama tipico do diagrama de Bode
(Magar et al., 2021).

Log | Z]
® (deg)

Log ®

Figura 28. Graficos tipicos do modulo de Bode (linha reta vermelha) e da fase de Bode (linha tracejada
azul) de uma constante de tempo equivalente de circuito elétrico (Em et al., 2013).
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A espectroscopia de impedancia é frequentemente utilizada para estudar filmes depositados
nos elétrodos, uma vez que permite distinguir diferentes processos de condutividade que
ocorrem no material (Simdes & Xavier, 2017). Na Tabela 3 estdo descritos alguns dos
biossensores que existem na literatura, capazes de detetar a Myo, com os respetivos limites de
detecdo obtidos.
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Tabela 3. Diferentes tipos de biossensores com a capacidade de detetar a Myo.

Ref. Ano Tipo de biossensor Caracterizagao Limites de detecao
Detecdo a Myo com base na utilizacdo de carbon
(J. Chenetal., . . .
2019) 2019 Biossensor fluorescente dots combinados com o mecanismo de 20 pg/mL
amplificacao de sinal da desoxirribonuclease I.
Desenvolvimento de um MIP para detetar a Myo,
utilizando SPE com o elétrodo de trabalho de ouro
(F. T. C. Moreira . - (Au-SPE) com uma camada de poli (cloreto de
2013 Biossensor eletroquimico . . . . . 2,25 mL
et al., 2013) ! quimi vinila) carboxilado. Foi selecionado o monémero ue/
AAM. Para realizar as leituras eletroquimicas foi
utilizada uma solucao redox.
Desenvolvimento de um MIP para detetar a Myo
(Ribeiro et al., . . através da polimerizagao de fenol utilizando Au- PBS: 2,1 pg/mL
2017 B I
2017) 0 lossensor eletroquimico SPE. Para realizar as leituras eletroquimicas foi Soro: 14 pg/mL
utilizada uma solugdo redox.
Desenvolvimento de um sensor eletroquimico
baseado em aptameros de DNA de fita simples,
Sharma et al., .. ara detetar a Myo através de filmes finos de PBS: 0,97 mL
( 2020 Aptassensor eletroquimico P y v ! ! pe/

2020)

oxido de grafeno funcionalizados com
polietilenimina. Para as leituras eletroquimicas é
necessaria uma solugdo redox.

Soro humano: 2,1 pg/mL
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Tabela 3. Continuagso.

Ref.

Ano

Tipo de biossensor

Caracterizagao

Limites de dete¢ao

(Umar et al.,
2022)

2013

Biossensor eletroquimico

Desenvolvimento de um biossensor que deteta a
Myo através da utilizagcdo de nanoestruturas de

didxido de titanio puro (TiO2) dopado com cobre.

Foram testadas 3 densidades atdmicas distintas
do cobre. Foram utilizados Au-SPE para construir
o biossensor. Para as leituras eletroquimicas é
necessaria uma solugdo redox.

S1 (TiO2 dopado com
13x10' dtomos/cm3): 14 pM

(Al Fatease et
al., 2022)

2022

Biossensor eletroquimico

Desenvolvimento de um biossensor que deteta a
Myo, utilizando nanoparticulas de éxido de zinco
(Zn0O) dopadas com cromo. Foram testadas 3
densidades atdmicas distintas do cobre. Para as
leituras eletroquimicas é necessdria uma solugdo
redox.

S1 (ZnO dopado com
13x10Y dtomos/cm3): 0,150 nM

(Beliaev et al.,
2023)

2023

Biossensor otico

Utilizagdo de uma estrutura High-contrast
gratings (HCGs), como esquema de detegdo
refratométrica. Para detetar a Myo, foram
utilizados ensaios com anticorpo-antigénio.
Foram estudados dois tipos de HCGS: semi-
enterrados e pedestal.

HCGs semi-enterrados: 35,7
ng/mL
HCGs pedestal: 38,5 ng/mL
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3 Procedimento experimental

Neste capitulo, serdo descritos de forma pormenorizada todos os equipamentos, materiais,
reagentes e procedimentos experimentais envolvidos na sintese e construcdo do biossensor
eletroquimico, bem como a avaliacdo analitica dos dispositivos obtidos através da incubacao da
Myo na superficie do biossensor.

3.1 Material e Equipamento

Para realizar as medicGes eletroquimicas foi utilizado um potenciéstato da Metrohm
Autolab/PGSTAT302N, que se encontra representado na Figura 29 A. Este apresenta um
modulo FRA2 e é controlado pelo software Nova 2.1.6. A conexao dos elétrodos com o Autolab
foi realizada a partir de uma caixa da BioTid, Figura 29 B. Os Pt-SPEs sdo da DROPSENS (DRP-
550AT), sendo estes constituidos por um elétrodo de trabalho de platina (didmetro de 4 mm),
um contra elétrodo de platina, um elétrodo de referéncia de Ag/AgCl e os contatos elétricos em
prata. A drea dos elétrodos é de 3,4 x 1,0 x 0,05 cm e o substrato do material é feito em ceramica
(Screen- Printed Platium Electrode, n.d.). Para a realizagdo dos ensaios eletroquimicos os SPEs
foram colocados numa caixa conectora da BioTid, conectando os contactos elétricos do Pt-SPE
com as ligacGes elétricas do potencidstato.

Q auroLas

Figura 29. A - Potencidstato/Galvanostato da Metrohm Autolab; B — Caixa conectora da BioTid.

Foram utilizadas micropipetas da Gilson (modelo Pipetman) de volume ajustavel (0,2-2 mL; 1-
10 mL; 20-200 mL; 100-1000 mL; 500-5000 mL) para preparar as diferentes solugGes, com
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volumes inferiores a 10 mL. Para os volumes superiores, as solugcdes foram preparadas com o
auxilio de baldes volumétricos de 20 mL e 100 mL, com precisdo de 0,04 e + 0,10 mL. A
pesagem dos reagentes foi realizada com recurso a uma balanga da RADWAG (modelo XA
110/X), a qual apresenta uma precisdo de 0,01 mg. Em algumas situacBes, foi necessario
recorrer a utilizacdo de um ultrassom da SELECTA de modo a homogeneizar a solu¢do do NIP,
no entanto para homogeneizar a solugdo dos PBNCs foi utilizado um agitador de liquidos de
baixa tensdo superficial da Fisherbrand e para a solucdo do MIP, foi utilizado um agitador
magnético (IKA, big squid white). Para a etapa da cura com temperatura, apdés deposicdao das
camadas dos PBNCs, foi necessdrio recorrer a uma Mufla da Nabertherm. Relativamente a
etapa de remocdo do analito Myo, foi utilizada uma estufa da SELECTA.

Na Tabela 4 estdo descritos todos os reagentes utilizados e a sua origem comercial.

Tabela 4. Lista de reagentes utilizados com a sua respetiva origem.

Reagentes Origem
Hexacianoferrato (Il) de Potassio, (Ks[Fe(CN)g]) Riedel-de Haen
Hexacianoferrato (lll) de Potassio, .
(Ks[Fe(CN)e]) Riedel-de Haen
Acido Sulfurico (H2S04) Sigma Aldrich
Phosphate-buffered saline (PBS) VWR
Orto-fenilenodiamina Amresco
Myo Sigma Aldrich
Cloreto de Potdssio (KCL) Normapur
Tripsina Sigma
Porteinase K Sigma Aldrich
Soro bovine fetal Sigma
Soro Cormay PZ CORMAY S.A.

3.2 Solugoes

A solucdo tampdo utilizada nesta dissertacdo foi o tampao fosfato salino (PBS, do inglés,
phosphate-buffered saline) cuja preparagdo consistiu na diluicdo de 1 pastilha de PBS em 100
mL de agua ultrapura, apresentando um valor de pH 7,4.

Para realizar a medicdo eletroquimica, foi necessario preparar uma solucdo padrdo redox,
composta por hexacianoferrato (Il) de potassio e hexacianoferrato (Ill) de potassio, cada uma
com uma concentrac¢io de 5,0x10° mol/L.

A solugdo de acido sulfurico, com uma concentragdo de 0,5 mol/L, foi preparada em 100 mL de
agua ultrapura, ou seja, dgua que é purificada através do sistema Milli-Q. Também foi preparada
uma solucdo de cloreto de potassio, com uma concentracdo de 0,1 mol/L. A solu¢do do
nanomaterial, neste caso dos PBNCs, foi preparada com uma concentracdo de 5 mg/mL de KCI.
Para o estudo do soro, este foi diluido 100 vezes (soro fetal bovino) e 1000 vezes (soro cormay
humano) na solu¢do tampao. Para a solugdo de NIP foi utilizado mondmero o-PD, com uma
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concentracdo de 0,001 mol/L, preparada numa solucdo tamp3o PBS. Para a solucdo de MIP,

utilizou-se a mesma concentragdo de o-PD e adicionou-se Myo, com uma concentrag¢do de 1x10

“mol/L. Na Figura 30 esta representado o esquema da preparacdo destas solugdes.

_________________

~

-

{ ' =
{ Monémero: o-PD Solugéo PBS Myo

S ————

Figura 30. Esquema da preparagao das solugdes de MIP e de NIP.

Relativamente as curvas de calibracdo, foram preparadas 7 solugdes padrdo, por diluicbes
sucessivas a partir de uma solucdo mae de Myo, com uma concentragdo de 10,0 mg/mL. Em
cada eppendorf foi adicionado 0,990 mL de PBS. Na Figura 31 esta esquematizado este

procedimento.

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

_______________________

104L 10 pL 10 uL 10 pL 10 pL 10 uL

NN NN NN

10 mg de Myo
+
1mL de PBS 110 ng/mL 1x10%ng/mL  1x10" ng/mL  1x10"ng/mL  1x103ng/mL  1x10Sng/mL  1x107 ng/mL

Figura 31. Representagdo esquematica da preparagdo das solu¢des padrdo utilizadas para a construcgédo

da curva de calibragao.

Para o estudo da seletividade, foram utilizados trés interferentes: a BSA (6 mg/mL), a troponina
(0,05 pg/mL) e a glucose (2,8 mg/mL). As solucdes preparadas para este estudo estdo

representadas na Figura 32.
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Figura 32. Representacdo esquematica da preparagao das solugdes padrdo utilizadas para o estudo da
seletividade. A) Solucdo de Myo; B) Interferente 1 — BSA; C) Interferente 2 — cTnT; D) Interferente 3 —
glucose.

3.3 Sintese dos PBNCs

A sintese dos PBNCs foi realizada de acordo com o método de Dong’s, segundo o artigo (Cao et
al., 2010). Comecou-se por, com agitacdo constante, preparar 10 mL de solu¢do de catido ferro
11 (5 mM, pH 1,1), 1 mL de polietilenoimina (PEl, do inglés, polyethyleneimine) (3%) e 10 mL de
complexo hexacianoferro Ill (5 mM, pH 1,1). De seguida, a mistura resultante foi aquecida e
mantida sob refluxo a 120 °C durante 4 h. Observou-se que houve uma alteragdo da cor da
mistura que passou de amarelo para azul-escuro, demonstrando a formag¢dao do nanomaterial.
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Posteriormente a mistura foi centrifugada 3 vezes com dgua ultrapura, com 5000 rpm durante
20 min. O produto obtido foi colocado na mufla a secar a 60 °C durante a noite.

3.4 Medigoes eletroquimicas

Para os resultados obtidos ao longo da presente dissertacao, foram utilizadas varias técnicas
eletroquimicas ja mencionadas anteriormente. As medi¢Ges de CV e de SWV foram realizadas
a 5,0x102 mol/L de complexos hexacianoférrico e hexacianoferroso, preparado com a solu¢do
PBS, pH 7,4. Para os estudos de CV o potencial analisado foi entre -0,3 Ve +0,6 V, a 0,05 V/s e
durante 3 ciclos. Para os ensaios de SWV, os potenciais aplicados foram entre -0,1Ve +0,4V, a
0,025 V/s; com um step a 0,005 V e uma frequéncia de 5 Hz. Relativamente ao estudo de DPV,
as medicdes foram realizadas com a solugcdo tampdo, sem solucdo redox, onde a gama de
potenciais otimizados foi entre -0,3 V e +0,5 V; a 0,010 V/s e com um step de 0,005 V. Os estudos
de EIS foram realizados com a mesma solucdo de redox mencionada anteriormente e a
frequéncia aplicada é entre 1x10° Hz até 0,1 Hz, com um numero de frequéncia igual a 50.

3.5 Desenho do anticorpo plastico no Pt-SPE

No presente estudo foram desenvolvidas duas abordagens distintas. Na primeira abordagem,
foi desenvolvido um anticorpo plastico diretamente no elétrodo Pt-SPE apds a sua limpeza
eletroquimica e ativagdo. Por outro lado, a segunda abordagem envolveu uma pré-modificacao
do elétrodo com os PBNCs por drop casting e, posteriormente, o fabrico do anticorpo plastico
nessa superficie modificada.

A superficie de platina do elétrodo de trabalho foi ativada com o tratamento eletroquimico em
solugdo aquosa de acido sulfurico, com concentragdo de (2680 pL por 100 mL de agua) através
de 5 ciclos de CV, entre -0,1V a +0,1 V; com um scan rate de 0,05 V/s e um step de 0,003 (Figura
33 (1A e 1B)). Posteriormente, os PBNCs foram depositados na superficie do elétrodo, com duas
camadas de 2 L e foram posteriormente colocados na mufla a 60 °C durante 1 h (Figura 33 (2A
e 2B)). De seguida, o material impresso foi obtido por ELP de uma solu¢gdo do mondmero o-PD
(1x107 mol/L) em PBS na superficie de PBNCs /Pt-SPE (Figura 33 (3A e 3B)). A polimerizac3o foi
realizada através de CV, numa gama de potencial entre -0,2 V e +0,9 V, durante 5 ciclos, a um
scan rate de 0,025 V/s e um step de 0,00244 V. Através da incubacdo da solugdo de tripsina, na
estufa a 37 °C durante a noite, foi possivel remover a Myo da matriz polimérica (Figura 33 (4A
e 4B)). Por ultimo, o filme polimérico foi limpo electroquimicamente com tampado PBS para
remover fragmentos de proteina e de tripsina adsorvida, sendo finalmente lavado com agua
desionizada. Em simultadneo foram produzidos os controlos negativos, que excluem a presenca
da Myo do procedimento, sendo estes desighados por materiais ndo impressos (NIPs).
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Figura 33. Sintese do sensor de impressdao molecular pela metodologia A e B.

3.6 Avaliacao analitica do desempenho

3.6.1 Curva de calibragao em PBS

Para avaliar o desempenho do biossensor, foram construidas curvas de calibragéo utilizando (1)
a técnica de SWV e a solugdo redox, assim como (2) a técnica de DPV, apenas com uma solugéo
tamp3o PBS. A gama de concentracdo da Myo variou entre 1x107 ng/mL e 1x10° ng/mL. Em
ambos os ensaios foram incubados 5 pL de cada padrao, na superficie do elétrodo de trabalho
do Pt-SPE, durante 20 min, antes da respetiva medigao eletroquimica.
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3.6.2 Curva de calibragdo em soro

Para as calibragcdes em soro foram utilizados 2 tipos de soro: soro fetal bovino para o estudo
com solucdo redox e o soro Cormay filtrado para o estudo sem solugdo redox. Para ambos os
estudos, o soro foi diluido 1000 vezes. Foram realizadas medigdes eletroquimicas por DPV e
SWV para a Myo, numa gama de concentra¢do de 10 pg/mL a 10 pg/mL em soro. Foram
incubados 5 L de cada padrdo durante 20 min na superficie de trabalho do Pt-SPE.

47



Procedimento Experimental

48



Resultados e Discussao

4 Resultados e discussao

Na presente seccdo, serdo descritos de forma pormenorizada os resultados obtidos na
construcado do biossensor, bem como a otimizacdo de parametros do biossensor, os estudos de
caracterizacdo, terminando com os resultados do desempenho analitico do biossensor.

4.1 Construcao do biossensor

A imobilizacdo de filmes orgéanicos nas superficies metdlicas resulta em alteragdes significativas
nas propriedades elétricas do mediador redox solido. Estas modificagdes podem ser medidas
observando as variagGes nas capacidades de transferéncia de eletrGes do sistema redox bem
conhecidas, como [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)e]*> (Billah et al., 2010). Uma etapa crucial no
desenvolvimento do biossensor eletroquimico é a polimeriza¢gdo. Na Figura 36 A e B estdo
representados os CV durante a ELP da 0-PD na auséncia e presenca dos PBNCs, respetivamente.
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Figura 34. CV durante a EPL da 0-PD (A) sem PBNCs e (B) com PBNCs.
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Ambas as metodologias revelam um pico de oxidacdo do mondmero de aproximadamente a +
0,3 V. Apds o segundo ciclo, observa-se uma diminuicdo no valor da corrente, o que é previsivel,
uma vez que o polimero de o-PD é isolante, resultando assim numa diminui¢do da corrente. Ao
compararmos as Figuras 34 A e 34 B, nota-se que o pico de oxida¢do na presenca dos PBNCs
apresenta um valor de corrente superior. Esse aumento pode ser atribuido ao fato de que os
nanomateriais sdo condutores e possuem uma alta drea superficial, o que favorece a passagem
de eletrdes.

Neste estudo, foi introduzido um novo conceito onde a redox em meio liquido convencional é
substituida por PBNCs sdlidos (Figura 35). Foram realizados estudos EIS para monitorizar as
alteracdes no Pt-SPE apds cada modificacdo quimica. O circuito equivalente de Randle, que
normalmente é aplicado para interpretacao de sistemas eletroquimicos simples; foi utilizado
para modelar os processos fisico-quimicos na superficie do elétrodo modificado Pt-SPE (Figura

35).
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Figura 35. Metodologia A (Al a C1): Seguimento EIS da montagem MIP e NIP no elétrodo baseado em
PBNCs a 5,0x10°3 mol/L K3[Fe(CN)s] e 5,0x10° mol/L Ka[Fe(CN)s] em eletrélito PBS. Metodologia B (A2 a
C2): Seguimento EIS do elétrodo baseado na baseado na montagem MIP e NIP a 5,0x10° mol/L
Ks[Fe(CN)s] e 5,0x1073 mol/L Ka[Fe(CN)s] em eletrdlito PBS. A1 — adicdo dos PBNCs; A2 — limpeza
eletroquimica; B1 e B2 — polimerizagdo; C1 e C2 — remocao.

Na Metodologia A, os MIPs e NIPs foram desenvolvidos na presenca dos PBNCs para
compreender o seu efeito no desempenho eletroquimico do biossensor. Para o
desenvolvimento do biossensor, foram adicionadas 2 camadas de 2 uL de PBNCs. Foi utilizada
uma temperatura de cura de 60 °C durante 1 h. Analisando a Figura 35 A1, verifica-se que a
deposicdo dos PBNCs na superficie do elétrodo resultou numa diminuicdo da resisténcia a
transferéncia de carga (Ra), significando que o nanomaterial aumenta a transferéncia de
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eletrdes e reduz a resisténcia, demonstrando boas capacidades eletroquimicas. Apds a ELP do
mondmero o-PD, na presenga e auséncia da Myo (Figura 35 B1), observou-se um aumento
significativo do valor de R, consistente com a natureza isolante do polimero. Ao compararmos
a Rt do MIP com a do NIP apds a ELP, observamos que a resisténcia do MIP é superior. Esse
aumento pode estar relacionado a presencga da proteina no interior da matriz polimérica. Apds
o tratamento de remocdo (Figura 35 C1), utilizando tripsina, observou-se uma diminuicdo
significativa do valor da Rt nos MIPs, o que pode ser atribuida a remocao da proteina da matriz
polimérica e a formacgdo das cavidades impressas na superficie do polimero.

Na Metodologia B, verificou-se que o comportamento relativamente a construcdao do
biossensor é semelhante. Apds a polimerizacdo de ambos, MIP e NIP, como esperado, o valor
de R também aumenta, mas, neste caso, menos do que na metodologia anterior, o que
resultara da auséncia dos nanomateriais. Isto deve-se possivelmente ao facto de o elétrodo
com PBNCs apresentar caracteristicas mais condutoras, o que facilita o transporte de carga,
permitindo uma reacdo mais rdpida e consequentemente o mondémero é mais facilmente
oxidado. Com menor resisténcia, esses elétrodos promovem um fluxo de corrente eficiente e
suportam uma maior densidade de corrente, resultando em uma polimerizagdao mais rapida.

Ao compararmos R do MIP com a do NIP, observamos que o MIP apresenta uma resisténcia
superior. Assim como ocorre na metodologia A, essa maior resisténcia esta relacionada a
presenca da proteina na matriz polimérica. Apds a remocdo da Myo, existe uma diferenca
substancial na resisténcia devido a auséncia da proteina.
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Figura 36. Metodologia A (Al a C1): Seguimento CV da montagem MIP e NIP no elétrodo baseado em
PBNCs a 5,0x10°3 mol/L K3[Fe(CN)s] e 5,0x10°3 mol/L Ka[Fe(CN)s] em eletrélito PBS. Metodologia B (A2 a
C2): Seguimento CV do elétrodo baseado na montagem MIP e NIP a 5,0x10° mol/L K3[Fe(CN)s] e 5,0x10°
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3 mol/L Ka[Fe(CN)s] em eletrdlito PBS. Al — adi¢do dos PBNCs; A2 — limpeza eletroquimica; B1 e B2 —
polimerizagdo; C1 e C2 — remogao.

Em paralelo com as medigBes de EIS, utilizou-se a técnica de CV para avaliar cada uma das
modifica¢Ges introduzidas na superficie dos elétrodos (Figura 36). Apds a incorporacdo dos
PBNCs na superficie dos Pt-SPEs (Figura 36 Al) observou-se um processo altamente reversivel
com uma separagao de picos muito baixa (AV < 0,1 V), indicando que ha uma transferéncia de
eletrées muito rapida. Apds o processo de ELP (Figura 36 B1), verificou-se o desaparecimento
dos picos de oxidagdo e redugdo, sendo este resultado consistente com a natureza isolante do
polimero.

O comportamento na metodologia B é semelhante ao da Metodologia A. Apés a formacdo do
MIP e NIP, ndo foram observados picos redox e, apds a remocao do molde, o valor de corrente
é superior no MIP o que é expectavel devido a auséncia de proteina no meio polimérico. No
entanto, a técnica CV é pouco sensivel para detetar pequenas alteragGes na interface
elétrodo/solucdo, sendo a técnica EIS ideal para monitorizar superficies. Enquanto a técnica CV
é util para estudar reacdes redox e os seus mecanismos, a EIS mede a resposta em varias
frequéncias, permitindo detetar fendmenos como resisténcia a transferéncia de carga,
capacitancia e difusdo em diferentes escalas de tempo. Por esta razdo as diferencas do CVs
antes e depois da remocdo da proteina ndo sao tdo evidentes.

Estes resultados indicam que a introducdo dos PBNCs torna a superficie do elétrodo mais
condutora, traduzindo-se numa taxa de transferéncia de eletrdes muito elevada. Para além
disso, em ambas as abordagens utilizadas, o comportamento do polimero é bastante isolante.

4.2 Otimizacao dos parametros

Ao longo do presente trabalho, foi necessario otimizar alguns parametros de modo a obter os
melhores resultados.

Inicialmente foi utilizado 1x102 mol/L de 0-PD, no entanto verificou-se que o polimero obtido
era bastante isolante, o que poderia afetar o desempenho do biossensor. Assim, passou-se a
utilizar uma concentragdo de mondmero 10x mais baixa.

Relativamente a etapa de remocgdo, o primeiro agente a ser testado foi a proteinase K e
posterior remogdo de péptidos que tenham ficado retidos na superficie do elétrodo por CV em
tampdo PBS com 20 ciclos de -0,1 a 0,6 V. No entanto, ndo foram observadas diferencas
significativas em termos de EIS e CV antes e depois da remoc¢do da proteina, pelo que o agente
de remocgao foi alterado, passando a ser a tripsina. De seguida, o agente de remog¢do passou a
ser a tripsina. A tripsina ficou a atuar durante 1h30 a temperatura ambiente. Procedeu-se
analogamente ao procedimento com proteinase k com remocdo por CV de vestigios de péptidos
gue possam ter ficado na superficie do elétrodo, mas aplicaram-se apenas 5 ciclos de CV.
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4.3 Estudos de caracterizagao

4.3.1 SEM

A andlise morfolégica do material de PBNCs foi realizada através de medidas de SEM, tal como
estd demonstrado na Figura 37. E possivel observar a formac3o dos nanocubos na Figura 37 B,
com um tamanho médio que varia entre 50 a 100 nm. No caso dos MIPs, embora a presenca do
polimero nos PBNCs ndo seja muito evidente devido a ndo homogeneidade dos nanocubos, a
Figura 37 A2 demonstra areas de elevado brilho. Este brilho é provavelmente indicativo da
presenca do polimero. Além disso, a matriz composta parece mais densa quando comparada
com a Figura 37 B2.

Figura 37. Andlise SEM obtida para os materiais MIP e os nanocubos de PB, a diferentes ampliacdes.

4.3.2 FTIR

As medicBes de espetroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR, do inglés,
Fourier Transform Infrared Spectroscopy) utilizaram um espectrometro Nicolet 6700FTIR,
acoplado a um acessorio de refletdncia total atenuada (ATR, do inglés, Attenuated Total
Reflectance) a base de diamante.
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Figura 38. Espetros de ATR-FTIR. Vermelho - Pt-SPE; azul - Pt-SPE/PBNCs; amarelo — Pt-SPE/PBNCs/MIP
e verde - Pt-SPE/PBNCs/NIP.

A Figura 38 apresenta espetros ATR-FTIR para (i) Pt-SPE; (ii) Pt-SPE/PBNCs; (iii) Pt-
SPE/PBNCs/MIP e (iv) Pt-SPE/PBNCs/NIP. No espetro dos PBNCs é possivel verificar uma banda
forte em torno de 2061,5 cm™, sendo esta caracteristica da vibracdo de estiramento C=N,
indicando a presencga de grupos de cianeto (Muslu et al., 2022). A banda larga centrada em
aproximadamente 3250 cm™ corresponde ao estiramento O-H, sugerindo a presenca de dgua
intersticial no interior da camada do filme. A banda em torno dos 980 cm™ observada tanto nos
sensores MIP como NIP esta associada a flexdao C=C, confirmando a presenga de uma matriz
polimérica. No entanto, ndo é possivel distinguir entre os materiais MIP e NIP apenas com base
nos espetros de FTIR. Estes espetros apenas confirmam a presenca do polimero.

4.4 Estudos do desempenho do sensor

4.4.1 Desempenho do sensor em PBS

O desempenho analitico dos biossensores desenvolvidos para a detecdo da Myo, na auséncia e
presencga do nanomaterial PBNC, foi avaliado através da obtengao de curvas de calibragdo. A
técnica de SWV foi selecionada em detrimento de outros métodos voltamétricos devido a sua
elevada sensibilidade as reacdes dos elétrodos, assim como as suas capacidades de detecdo

adequadas e tempo de resposta rapido.
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4.4.1.1 Curva de calibragdo sem PBNCs

Como se pode observar na Figura 39 A, a intensidade do pico de corrente aumenta a medida
gue a concentragcdo de Myo incubada aumenta. Os graficos B-C da Figura 39 correspondem a
curva de calibragdo obtida a partir do valor médio das medicdes (triplicado), tanto para o MIP
como para o NIP, respetivamente.
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Figura 39. A: Medic3o SWV de MIP em 5,0x10°3 mol/L ks[Fe(CNe)] e 5,0x102 mol/L ka[Fe(CN¢)] com
diferentes concentragdes de Myo em PBS. B: Curva de calibragdo correspondente ao MIP.C: Curva de
calibragdo correspondente ao NIP.

De acordo com a Figura 39 A, a corrente aumenta com a concentracao de Myo. Geralmente, o
comportamento esperado seria o oposto pois, considerando o alto peso molecular da proteina,
esperar-se-ia um aumento da resisténcia na superficie do elétrodo devido ao preenchimento
das cavidades do MIP. Esse resultado pode ser explicado pelo fato do ponto isoelétrico da
proteina (entre 7,1 e 7,3) estar muito préximo do pH da solugdo tampao (7,4) (Essa et al., 2007).
Isso faz com que a proteina tenha uma carga préxima da neutralidade, permitindo que alguns
aminodcidos carregados positivamente fiquem expostos e interajam com a solucdo redox

negativa, resultando em um aumento na corrente a medida que a concentragdo da proteina
aumenta.

Da andlise das Figuras 39 B e C pode-se concluir que os sensores apresentam linearidade desde
a concentrag¢do de 0,1 aM. No entanto este ndo apresenta reprodutibilidade tendo desvios
padrées bastante elevados embora os erros dos NIP sejam superiores aos MIPs.

4.4.2 Efeito dos PBNCs
4.4.2.1 Calibragao dos elétrodos com PBNCs e com redox em meio liquido

Tal como referido acima, a presenga da Myo aquando da sua incubagao no biossensor, provoca
um aumento da corrente do pico (Figura 40 A). O grafico B da Figura 40 corresponde a média
das medi¢Oes em triplicado, tanto para o MIP como para o NIP.
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Figura 40. A: Medic3o SWV de MIP em 5,0x107 mol/L ks[Fe(CNe¢)] e 5,0x10° mol/L ka[Fe(CNe)] com
diferentes concentragdes de Myo em PBS. B: Curva de calibragdo correspondente ao MIP. C: Curva de
calibragdo correspondente ao NIP.

Em termos de desempenho analitico do biossensor (MIP), foi possivel observar que a
incorporagdo dos PBNCs conferiu maior reprodutibilidade (barras de erro menores) na detecao
da Myo, na gama de concentracdes testadas, variando entre 1x10° ng/mL e 1x10*> ng/mL, com
um declive (ou sensibilidade) de 0,0091 pA/Dec e um R? de 0,9804 (Figura 40 B). Estes
resultados parecem indicar que as cavidades especificas a molécula alvo foram formadas com
sucesso. Paralelamente, nota-se que o controlo NIP ndo responde nas concentragdes mais
baixas de MYO e, para as mais altas, apresenta um comportamento decrescente (contrario ao
do MIP), o que pode indicar adsorg¢do ndo especifica da proteina na superficie do elétrodo.

4.4.2.2 Calibragao dos elétrodos baseados em PBNCs na auséncia da redox em meio
liquido

Apds avaliar o comportamento da Myo com os PBNCs na superficie do elétrodo na presenca de
uma solugao redox liquida, avangou-se para o estudo equivalente, mas agora sem a utilizagdo
desta sonda redox adicional. Para tal foi utilizada a técnica de DPV. Neste estudo, verificou-se
novamente que a presenga da Myo no polimero impresso causava um aumento da corrente do
pico medida por DPV (Figura 41 A). O grafico B da Figura 41 corresponde a média das medicdes
em triplicado, tanto para o MIP como para o NIP.
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Curva de calibragdo correspondente ao MIP. C: Curva de calibragao correspondente ao NIP.

Em termos de desempenho analitico, foi possivel observar que este efeito da Myo foi
consistente para todas as concentra¢des testadas, variando entre 1x10™ ng/mL a 1x10** ng/mL,
com uma inclinacdo de 0,0637 mA/Dec, com uma gama linear entre 1x10° ng/mL a 1x10*!
ng/mL e R*de 0,9775. O desvio padrdo no MIP ¢ inferior a 10% (Figura 40 B). Estes resultados
indicam que possivelmente as cavidades foram formadas corretamente e sao complementares.
Em contraste, os NIPs apresentam aleatoriedade sem formacao de uma linha reta, o que pode
ser devido a adsor¢do ndo especifica a superficie do polimero.

4.5 Estudo de seletividade

Para avaliar a capacidade do sensor de distinguir a Myo de outras moléculas interferentes e
presentes em amostras bioldgicas, foram realizados testes de seletividade ao biossensor. Para
este estudo, foram realizados ensaios competitivos entre a Myo, na concentragéo de 10 mg/mL
e outras espécies de interferentes. Os interferentes selecionados para este estudo foram: a BSA
(6 mg/mL), a glucose (2,8 mg/mL) e a troponina (5 pg/mL). As concentragdes referidas
anteriormente sdo as encontradas no sangue, as quais foram diluidas 100 vezes.
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Figura 42. Grafico representativo dos resultados do teste de seletividade para as espécies interferentes:
BSA, troponina e glucose.

A Figura 42 demonstra o estudo de seletividade para o caso em que cada composto ou mistura
é incubado na superficie do elétrodo de trabalho por 20 minutos. Verificou-se que o efeito da
presenga dos respetivos interferentes foi pouco significativo, sendo este de 5,76 % para a
glucose; 4,5 % para a troponina, e de 0,41 % para a BSA.

Apesar de terem sido apenas utilizados trés interferentes, os resultados demonstram que o
biossensor é seletivo para detetar Myo. Assim, este biossensor demonstra-se muito promissor
para a detegdo de Myo em amostras bioldgicas reais.

4.6 Desempenho do sensor em soro

4.6.1 Calibragao dos elétrodos baseados em PBNCs com redox em meio liquido

Com o objetivo de avaliar o comportamento do biossensor no contexto realista, foram
realizados ensaios com a prepara¢do de solugdes padrdao da Myo em soro. Comegou-se por
avaliar o comportamento da Myo, na presenca dos PBNCs e com a solugdo de redox (Figura 43).
Para este estudo, o soro fetal bovino é diluido 100 vezes. O grafico B da Figura 43 corresponde
a média das medigdes em triplicado, tanto para o MIP como para o NIP.
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Figura 43. A: Medicdo de SWV MIPS em 5,0x10°3 mol/L ks[Fe(CNe)] e 5,0x10° mol/L ka[Fe(CNs)] com
diferentes concentragdes de Myo em PBS, com redox probe. B: Curva de calibragdo correspondente ao
MIP. C: Curva de calibragdo correspondente ao NIP.

Neste sentido, é possivel observar que na generalidade a presenca da Myo no soro, diluido em
PBS, aumenta a sua corrente de pico tipica (Figura 43 A). O MIP apresenta maior linearidade do
que o NIP. O MIP apresenta uma resposta linear entre o padrdo de concentra¢do 1x107 ng/mL
a 1x10** ng/mL, com um declive médio de 0,0257 mA/Dec e R?de 0,9976.

4.6.2 Calibracao dos elétrodos baseados em PBNCs na auséncia da redox em meio
liquido

O comportamento da MYO em soro humano (Cormay Serum HN) foi avaliado na presenca dos
PBNcs e sem a solugdo redox. Na Figura 44 B, sdo apresentados os resultados apenas para um
elétrodo. E de salientar que o soro foi filtrado e diluido 1000 vezes.
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Figura 44. A: Medicdo de DPV MIPS com diferentes concentra¢des de Myo em PBS, sem redox probe. B:
curvas de calibragdo correspondentes do MIP.
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Deste modo, na generalidade a presenca da Myo no soro aumenta a corrente do pico tipica
(Figura 44 A). O MIP apresentou uma resposta linear entre o padrdo 1x107 ng/mL a 1x10%!
ng/mL, com um declive de 0,0086 pA/Dec e R?de 0,9946.
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5 Conclusao

As DCVs representam uma das principais causas de morte em todo mundo. O AMI, uma das
doencas pertencentes as DCVs, é um dos principais responsaveis pelo elevado nimero de
mortes. Neste sentido, é urgente desenvolver estratégias eficientes, eficazes e radpidas para o
diagndstico do AMI, diminuindo assim o nimero de mortes e, aumentando a qualidade de vida
dos individuos.

Atualmente, existem inUmeras técnicas de diagndstico e monitorizacdo das DCVs, no entanto
estas metodologias ndo sdo suficientemente praticas e simples para um uso rotineiro. Assim,
de forma a tornar o diagndstico do AMI mais simples, pratico e barato, foi desenvolvido um
biossensor eletroquimico para detecdo da Myo, um dos primeiros biomarcadores cardiacos a
ser libertado quando comegam os sintomas de um AMI. Para tal, foi utilizado um Pt-SPE como
plataforma condutora, posteriormente este foi funcionalizado com um nanomaterial, PBNCs,
possibilitando a utilizagdo deste biossensor sem necessidade de adicionar uma sonda redox
liquida.

Foram utilizadas varias técnicas para analisar o comportamento do sensor. A técnica de CV foi
utilizada para remover possiveis contaminantes na superficie do elétrodo e promover o
aparecimento de grupos funcionais através da oxida¢do. Observou-se que os picos de oxidagao-
redugdo caracteristicos do par redox utilizado aumentaram de intensidade apds esta limpeza.
Em seguida, o elétrodo de trabalho foi modificado através, da imobilizacdo de um nanomaterial,
os NCPBs, num total de duas camadas, a temperatura de 60 °C. Observou-se que a
implementacdo deste nanomaterial na superficie do elétrodo de platina causou uma
diminuicdo do valor de R e, consequentemente, um aumento da intensidade de corrente.

Na impressdao molecular, a selegdo do mondmero é crucial, visto que os grupos funcionais irdo
interagir com os locais especificos da proteina. A 0-PD foi o mondmero escolhido devido a
presenca dos grupos amina. Foi utilizada a técnica de CV para a etapa da ELP. Posteriormente,
a remogao da proteina foi realizada com recurso a tripsina. Esta conseguiu remover a proteina,
dando origem as cavidades que foram formadas.
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O desempenho analitico do biossensor foi investigado através da incubacao de concentracoes
sucessivas da Myo, seguidas por medicdes eletroquimicas de SWV (na presenga da solugdo
redox liquida) e DPV (na auséncia da solucdo redox liquida). O biossensor desenvolvido
apresentou caracteristicas de seletividade adequadas para aplicacdo pratica e respostas rapidas
(tempo maximo de incubagao de 20 min). Verificou-se que, os limites de resposta do biossensor
desenvolvido foi na gama do atogramas por mL, o que torna este biossensor ultrassensivel.
Deste modo, o desenvolvimento deste biossensor, através de anticorpos pldsticos demonstrou
ser simples e sensivel, tornando o seu desenvolvimento promissor para testes em PoC.

Em suma, o biossensor com os PBNCs e na auséncia da redox em meio liquido foi o que
apresentou resultados mais promissores, apresentando uma sensibilidade 7 vezes superior ao
biossensor com PBNCs com a redox em meio liquido.

Como perspetivas futuras, serd necessario realizar mais estudos em amostras de soro sem a
utilizacdo de redox probe liquida, de forma a comprovar a reprodutibilidade do biossensor
desenvolvido em matrizes complexas.
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