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Resumo

A doenga oncoldgica tem mostrado uma tendéncia crescente nas Ultimas décadas, tornando-se
um problema de saude publica. A falta de meios praticos e clinicamente confidveis para a
monitorizacdo do cancro representa um desafio no acompanhamento da doenca em pacientes
que sofrem ou ja sofreram desta condicdo. Para preencher essa lacuna, ha a necessidade de se
desenvolverem novas estratégias sensoras para a detegao de biomarcadores associados a esta
doenga. Um dos biomarcadores selecionado para o desenvolvimento deste trabalho, foi a
metaloproteinase de matriz 7 (MMP7, do inglés matrix metalloproteinase 7), conhecida por ser
expressa no cancro de pancreas.

Neste contexto, desenvolveu-se um sensor biomimético denominado MIP@PQs, que consiste
na conjugacdo de polimeros molecularmente impressos (MIPs, do inglés, molecularly imprinted
polymers), com pontos quanticos (PQs). A construcdo do sensor utilizou PQs de telureto de
cadmio com emissdo alaranjada, funcionalizados com 4dcido 3-mercaptopropidnico
(CdTe@MPA), que foram conjugados aos MIPs e utilizados na dete¢do do biomarcador MMP7
em soro humano liofilizado diluido a 1% em PBS (do inglés, phosphate buffer saline). Os
MIP@PQs apresentaram uma ampla faixa de detec¢do abaixo do valor de corte clinico para
MMP7, boa praticidade e seletividade em amostras de soro diluidas, o que indica o seu
potencial para varias aplica¢Oes bioldgicas.

Considerando o desempenho promissor do sensor biomimético em solucdo, planeia-se fazer a
sua deposicdo em suporte sélido e avaliar a resposta analitica ao biomarcador MMP7,

constituindo uma potencial linha de investigacdo para a continuagdo deste estudo.

Palavras-chave: Polimeros de impressdao molecular; pontos quanticos, sensor 6tico
biomimético; MIP@PQs; cancro do pancreas, biomarcador MMP7.






Abstract

Oncological disease has shown a rising trend over the past decades, becoming a major public
health concern. The lack of practical and clinically reliable methods for cancer monitoring
presents a challenge in tracking the disease in patients currently affected or who have had this
condition. To address this gap, it is necessary to develop new sensing strategies for the
detection of biomarkers associated with cancer. One of the biomarkers selected for this work
was matrix metalloproteinase 7 (MMP7), known for its expression in pancreatic cancer.

In this context, a biomimetic sensor was developed based on molecularly imprinted polymers
(MIPs) combined with quantum dots, referred to as MIP@PQs. The sensor construction utilized
orange-emitting cadmium telluride quantum dots functionalized with 3-mercaptopropionic
acid (CdTe@MPA), which were conjugated with MIPs and used in detecting the biomarker
MMP7 in lyiohilized human serum 1% diluted in phosphate buffer saline, PBS. The MIP@PQs
exhibited a broad detection range below the clinical cutoff for MMP7, demonstrating excellent
practicality and selectivity in diluted serum samples, indicating its potential for various
biological applications

Given the promising performance of the biomimetic sensor in solution, the next step involves
its deposition onto a solid support to evaluate its analytical response to the MMP7 biomarker.
This approach opens a potential avenue for future research to continue this study.

Keywords: Molecularly imprinted polymers; quantum dots; biomimetic optic sensor;
MIP@PQs; pancreatic cancer, MMP7 biomarker.
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1 Introducao

Neste capitulo serd apresentado o tema desta tese, a criagdo de um sensor 6tico baseado em
pontos quanticos para a detecdo do biomarcador metaloproteinase de matriz 7, MMP7,
associado ao cancro do pancreas, utilizando polimeros molecularmente impressos. Inicia-se
com uma breve contextualizagdo e motivagdo para o desafio da monitoriza¢cdo e diagndstico
precoce do cancro do pancreas. Em seguida, serdo delineados os principais objetivos deste
estudo e a metodologia adotada. Por fim, sera descrita a estrutura do trabalho. Esta tese com
componente pratica, enquadra-se na unidade curricular do presente Mestrado de Engenharia
Biomédica do Instituto Superior de Engenharia do Porto, e foi realizada no Centro de
Investigacdo em Engenharia e Tecnologia Industrial (CIETI) na unidade de investiga¢do o
Laboratdrio para Investigacado e Inovagao em Sensores, LabRISE.

1.1 Contextualiza¢ao e Motivagao

O pancreas é um 6rgdo com fungdes enddcrinas e exdcrinas com alto relevo fisiolégico humano,
é responsavel pela producdo da hormona responsavel pela regulagdo da glicose no sangue, a
insulina (Valente et al., 2024). O cancro do pancreas (CP) estd a tornar-se um problema de satude
grave. Estd a tornar-se mais prevalente entre as neoplasias. Devido a sua natureza
assintomadtica, este cancro é frequentemente identificado numa fase tardia, o que torna a
terapia um desafio (Partyka et al., 2023). A falta de procedimentos de diagndstico e de
tratamento representam uma lacuna fulcral para o combate deste flagelo que é o cancro do
pancreas. O aparecimento de novas técnicas e tratamentos desta doenca ficam aquém, sendo
assim necessario explorar e combinar técnicas existentes, de forma a melhorar a expectativa
de vida dos pacientes (Stoffel et al., 2023). O caso mais recorrente das neoplasias malignas é o
adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC), é o tipo de cancro que, nos seres humanos,
apresenta o maior nimero de casos bem como uma elevada percentagem de doentes em fase
tardia da doenga, levando a uma baixa esperanca média de vida, apds diagndstico (Partyka et
al., 2023). Apesar de ser o mais frequente, o PDAC ndo é a Unica forma de cancro associado ao
pancreas. Este tem varios subtipos histolégicos pouco comuns, incluindo a neoplasia mucinosa
papilar intraductal (IPMN), o tumor neuroenddcrino pancreatico (PNETs), o carcinoma
adenoescamoso (ASCP), a neoplasia cistica mucinosa (MCN) invasiva o carcinoma de células
acinares (ACC), o carcinoma de células escamosas (SCC) e o tumor pseudopapilar sélido (SPT)
invasivo (Luo et al., 2019).



A utilizacdo de biomarcadores como proteinas (Lino et al., 2022) e acidos nucleicos (Eksin &
Erdem, 2023) possibilita distinguir e monitorizar alguns processos tumorais. No caso do cancro
do péancreas, ha um biomarcador atualmente reconhecido pela FDA (do inglés: Food and Drug
Administration) e pela NCCN (do inglés: National Comprehensive Cancer Network), que é o
antigénio carbohidrato 19-9 (do inglés: carbohydrate antigen 19-9, CA 19-9) (Tempero et al.,
2021). No entanto, segundo a European Society for Medical Oncology (ESMO), o CA 19-9 serve
como um importante fator de progndstico, mas ndo é util para triagem do CP porque é
indetetdvel em pacientes negativos para o antigénio de Lewis e é elevado apenas em estéagios
avancgados da doenca (Conroy et al., 2023).

Desta forma, a monitoriza¢do e precisao do progndstico do CP sdo uma necessidade, bem como
a avaliagdo da evolugdo da reposta ao tratamento. Estudos mais recentes evidenciaram que o
uso combinado do CA 19-9 com outros biomarcadores associados ao CP aumenta a eficdcia do
diagndstico e monitorizagdo em amostras de soro, aumentando a capacidade de previsdo e de
discriminagdo do CP (Stoffel etal., 2023). Neste trabalho foi escolhido um desses biomarcadores
coadjuvantes da monitorizagao do CP, a metaloproteinase de matriz 7 (MMP7).

Como solugdo inovadora, destacou-se a utilizagdo de polimeros molecularmente impressos (do
inglés, Molecularly Imprinted Polymers, MIPs) em conjunto com pontos quanticos (PQs) de
telureto de cddmio para a detecdo do biomarcador alvo. Esta abordagem combina a
especificidade dos MIPs, para o reconhecimento seletivo da molécula-alvo, com as
propriedades dticas Unicas dos PQs. Concretamente, através da criacdo de cavidades moldadas
no polimero, aliada a preservagao da estrutura tridimensional e da funcionalidade quimica da
molécula alvo, permite o seu reconhecimento seletivo. Por sua vez, os PQs detentores de
elevada fluorescéncia e estabilidade em solugao aquosa, mediante a funcionalizagdo adequada
da sua superficie, conseguem ser sensiveis a baixas concentra¢cdes da molécula alvo,
conferindo-lhes elevada sensibilidade para a mesma. A integracao de MIPs com PQs resulta em
sistemas mais eficazes, permitindo o desenvolvimento de plataformas de detecdo altamente
sensiveis. Esta sinergia é ideal para aplicacbes em "testes de diagndstico no local de
atendimento", conhecidos em inglés como Point of Care Tests (PoCTs). Tais sistemas ndo apenas
aumentam a acessibilidade ao diagndstico, como também agilizam o processo, permitindo a
detecdo rapida e precisa de doengas em ambientes clinicos ou até mesmo fora dos laboratdrios
tradicionais. Esta inovacdo é especialmente promissora em areas do diagndstico e da
monitorizacdo precoce de doengas graves como cancro do pancreas, para melhorar os
resultados dos pacientes (Xu et al., 2021).



1.2 Objetivos

Este trabalho tem como objetivo principal o desenvolvimento de um sensor 6tico biomimético
para a monitorizacdo eficiente de um biomarcador diretamente associado ao cancro do
pancreas. O sensor desenvolvido apresenta-se como uma alternativa rdpida, seletiva e nao
invasiva e ao mesmo tempo economicamente acessivel e simples de usar como POCT. Para
atingir esse objetivo, O primeiro passo envolve a selecdo do biomarcador a detetar sendo a
MMP7 um biomarcador amplamente reconhecido pela sua associagdo com o cancro
pancreatico. A metodologia adotada foi a seguinte:

- Sintese e aplicagdo dos MIPs como matriz de reconhecimento seletivo do biomarcador alvo
MMP7, apds conjugagao com pontos quanticos, os quais proporcionam a base da detegdo o6tica
do biomarcador em estudo.

- Sintese e caracterizagao dos pontos quanticos de telureto de cddmio funcionalizados com
acido 3-mercaptopropidnico (CdTe@MPA).

-Conjugacao dos MIPs aos PQs como sensores biomiméticos MIP@PQs, e dos seus controlos
NIP@PQs.

- Avaliacdo dos sensores biomiméticos e dos seus controlos por espetroscopia de fluorescéncia
em tampao aquoso e em soro HN liofilizado diluido em tampdo, recorrendo a curvas de
calibra¢do com padrdes do biomarcador alvo, preparados em cada meio.

- Avalia¢do da seletividade dos sensores biomiméticos MIPs@PQs sintetizados, na presenca e
na auséncia de MMP7, para quatro interferentes, em tampao aquoso.

1.3 Estrutura da tese

Este documento estd estruturado em cinco capitulos, cada um dos quais aborda de forma
detalhada os diferentes aspetos deste trabalho. O primeiro capitulo oferece uma introducdo
abrangente, na qual o problema do diagnéstico e monitorizacdo do cancro do pancreas é
contextualizado. Sdo discutidas as principais motivacdes que impulsionaram a realizacdo deste
estudo, enfatizando a relevancia do desenvolvimento de soluges inovadoras e acessiveis para
a monitorizagdo precoce deste tipo de cancro. Também sdo apresentados os objetivos gerais e
especificos que se pretendem alcancgar ao longo da investigacdo.

O segundo capitulo consiste num levantamento extenso do estado da arte, cobrindo uma
revisdo critica dos métodos e das tecnologias existentes que sdo pertinentes para as diversas
fases do estudo. Este capitulo abrange tépicos fundamentais como a biologia e as
caracteristicas do cancro do pancreas, atuais métodos de monitorizacdo e diagndstico,
particulas sensoras utilizadas em detecdo biomédica, e abordagens de funcionalizacdo de
superficies com elementos que apresentam capacidades de bioreconhecimento.
Adicionalmente explora algumas técnicas 6ticas com destaque para aquelas que permitem uma
detecdo rapida e precisa do biomarcador alvo em estudo proposto neste estudo.

O terceiro capitulo foca-se na componente experimental do trabalho. Nele, sdo
detalhadamente descritas as metodologias empregadas para a realizacdo das experiéncias,
desde a preparagdo dos materiais até a execucdo dos ensaios de calibracdo. Este capitulo inclui
uma caracterizagdao completa dos materiais e reagentes utilizados, além de uma descri¢do das
técnicas de sintese e funcionaliza¢do das superficies, necessarias para a obtencdo dos sensores
biomiméticos. Também é apresentada a escolha das varidveis experimentais e as razdes que
sustentam a adogao das abordagens selecionadas.



No quarto capitulo, sdo apresentados e analisados de forma sistematica os resultados obtidos
ao longo da investigacdo. Este capitulo é fundamental para a interpretacdo dos dados
experimentais, pois discute a eficicia das metodologias aplicadas, as propriedades de detecao
dos sensores desenvolvidos e a sua relacdo com os biomarcadores de interesse. S3o discutidos
ainda eventuais desvios ou inconsisténcias encontradas e possiveis causas para tais resultados.
Finalmente, o quinto capitulo sintetiza todo o trabalho realizado, fornecendo uma descricao
detalhada das conclusdes principais obtidas ao longo da investigacdo. S3o destacadas as
contribuicdes mais significativas do estudo, incluindo os seus sucessos e limitacdes.
Adicionalmente, sdo propostas perspetivas para futuras investigacdes, com foco na otimizagao
dos sensores biomiméticos MIP@PQs sintetizados. Também é avaliado o seu potencial para
integragdo em PoCTs que possam ser usados na monitorizagao precoce do cancro do pancreas.






2 Revisao Bibliografica

Nas ultimas décadas, o cancro tornou-se um dos maiores problemas de saude publica a nivel
global. Sendo a segunda principal causa de morte no mundo, esta doencga é responsavel por
cerca de 10 milhdes de dbitos anuais, representando um sexto de todas as mortes globais (Bray
etal., 2024). Este facto tem um impacto direto na vida do individuo, bem como na vida dos seus
familiares e amigos, desestabilizando-os e fazendo com que desenvolvam um forte caracter
social emocional, coerente com a evolugdo humana. O cancro tem partilhado historicamente
espaco de debate social e médico junto com a peste branca, a tuberculose, desde o século XIX
até meados do século XX, altura em que os primeiros passos no desenvolvimento de tecnologias
de saude permitiram reduzir drasticamente as mortes por tuberculose pulmonar. O cancro foi
assim elevado a categoria de doenga com uma dimensao simbdlica, tornando-se um problema
complexo e incontornavel.

Nos ultimos anos, o conhecimento das relacdes e dos processos bioldgicos e moleculares tem
proporcionado uma nova perspetiva e compreensdo do cancro, resultando no desenvolvimento
de tecnologia que permite uma melhor prevencgado, detegdo e tratamento. O cancro refere-se a
neoplasias malignas e/ou tumores. Trata-se de um conjunto de doengas que se distinguem por
uma proliferagdo celular aberrante e descontrolada que pode ocorrer em qualquer tecido do
corpo, resultando na producdo de uma massa anormal de tecido aglomerado. Quando este
desenvolvimento progride para a malignidade, tem a capacidade de metastizar. A metastase é
o processo pelo qual se espalha e invade outras partes do corpo através do sistema circulatdrio
ou linfatico, infiltrando-se e interferindo com o funcionamento normal do érgdo e/ou tecido
corporal. Por conseguinte, qualquer processo maligno comeca na unidade fundamental da vida
e tem o poder de se desenvolver sem sintomas evidentes. Além disso, o cancro ndo é uma



doenca homogénea. Os tumores sdo compostos por uma variedade de células com
caracteristicas genéticas e fenotipicas distintas, fendmeno conhecido como heterogeneidade
intratumoral (Mas et al., 2021). Esta variabilidade é um dos maiores obstaculos para o
tratamento eficaz do cancro, pois algumas células podem desenvolver resisténcia a
determinados tratamentos, como a quimioterapia ou a imunoterapia, enquanto outras sao
eliminadas. Esta resisténcia celular, somada a presenca de um microambiente tumoral hostil
que inclui células imunitdrias, fibroblastos e matriz extracelular, cria uma barreira adicional ao
sucesso terapéutico (Buckley & O’Reilly, 2024). O cancro é por isso uma das doengas mais
desafiadoras atualmente, exigindo abordagens multidisciplinares e uma investigagdo continua
para o desenvolvimento de estratégias de tratamento mais personalizadas e eficazes.

O diagndstico precoce do cancro é fundamental para melhorar as taxas de sobrevivéncia, no
entanto, é um dos maiores desafios enfrentados pela medicina moderna. Muitos tipos de
cancro permanecem assintomdticos nas fases iniciais, o que atrasa o diagndstico e reduz
significativamente as hipdteses de sucesso terapéutico (Partyka et al., 2023). Os tratamentos
tradicionais, como a cirurgia, quimioterapia e radioterapia, permanecem como pilares no
combate ao cancro. No entanto, esses tratamentos podem ser agressivos, provocando efeitos
colaterais severos, como danos a tecidos saudaveis, fadiga, perda de cabelo, e uma gama de
complicagBes sistémicas. As estratégias emergentes incluem terapias-alvo, imunoterapias, e o
desenvolvimento de novas ferramentas para diagndstico precoce, baseadas em biomarcadores
especificos e tecnologias de ponta. S3o exemplo disso a bioengenharia de polimeros e o
desenvolvimento de novas nanoparticulas, areas de intensa pesquisa cientifica (Hong et al.,
2023). No entanto, a sua complexidade e gravidade mantém-no como uma prioridade na
medicina, impulsionando a busca constante por inova¢ées que melhorem o diagndstico
precoce, a monitorizacdo e o tratamento, visando uma resposta mais eficaz e adaptada as
necessidades individuais dos pacientes.

2.1 O cancro pancreatico

O pancreas é um drgdo que se situa transversalmente na parte superior do abdémen, entre o
duodeno e o ba¢o, que combina as fun¢des enddcrinas e exdcrinas. A funcdo enddcrina esta
garantida pela estrutura denominada ilhotas de Langerhans. As ilhotas de Langerhans sdo
altamente vascularizadas e inervadas e sdo responsaveis pela producdo de hormonas com
funcdo regulatéria como a insulina. As células alfa presentes nos ilhéus produzem a glicagina,
uma hormona com um efeito contrarregulador da insulina, garantindo um balango da glicose
ao nivel sanguineo e o equilibrio energético corporal.
As neoplasias do pancreas interferem diretamente no estado nutricional dos doentes, afetando
diretamente a qualidade de vida durante a progressao da doenca, criando problemas adicionais
associados a desnutrigao.
O cancro do pancreas manifesta-se predominantemente como PDAC, um tumor maligno que
se origina nas células epiteliais das estruturas glandulares, especificamente nas células ducteis
pancreaticas, conforme indicado pelo seu nome (Schepis et al., 2023). Estima-se que o PDAC
represente cerca de 90% dos casos de cancro pancredtico, apresentando uma tendéncia de
crescimento nos ultimos anos (Stoffel et al., 2023). O CP é um grave problema de saude que
afeta um grande numero de portugueses, é a decima primeira neoplasia mais comum com
1.275 novos casos/ano, 7,6 novos casos/100.000 habitantes (Despacho n.o 13227/2023, de 27
de dezembro, 2023). A incidéncia do CP aumentou nos ultimos 25 anos, com as taxas mais
elevadas na América do Norte, na Europa e na Australia, e os especialistas preveem que até
2030, a mortalidade por CP sera superior a do cancro do colorretal (Rahib et al., 2021). O CP é
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a sétima principal causa de mortes relacionadas com o cancro a nivel mundial, com diagndsticos
crescentes e potencial para se tornar a segunda principal causa nos paises ocidentais. Nos
paises com um elevado indice de Desenvolvimento Humano (IDH), a incidéncia de PDAC é
aproximadamente 5 vezes superior a dos paises em desenvolvimento, com a Europa Ocidental
e a América do Norte a registarem 8,5 e 8,0 casos por 100 000 habitantes, respetivamente
(Stoffel et al., 2023). Prevé-se que a melhoria da salde a nivel mundial e o aumento da
esperanga de vida aumentem a incidéncia do CP. Em 2012, 8% da popula¢do mundial que tinha
mais de 65 anos constitui-se o grupo de maior risco. Prevé-se que esta proporcao duplique para
16,7% nos préximos 30 anos, sobretudo na Asia, Australia, Europa e América Latina. Mesmo em
Africa, onde as taxas de CP permanecem baixas devido ao acesso limitado aos cuidados de
saude. Juntam.se a estas previsdes a de que a propor¢ao da populagdo com mais de 65 anos
duplique nas proximas décadas (Klein, 2019).

2.2 Biomarcadores tumorais

Os biomarcadores podem ser descritos como “uma caracteristica definida que é medida como
um indicador de processos biolégicos normais, processos patoldgicos ou respostas a uma
exposicdo ou intervengdo” (Group, 2018). O objetivo principal da detegdo precoce no CP é
garantir o melhor cuidado possivel para os pacientes. Existem atualmente novas modalidades
de diagndstico, como os biomarcadores e que podem ser utilizadas para apoiar os clinicos na
detecdo do cancro pancreatico. Dado os desafios inerentes a triagem e detec¢do precoce, os
biomarcadores podem servir como uma ferramenta valiosa para alcangar o sucesso no
diagndstico inicial. Os biomarcadores do cancro podem ser encontrados em fluidos corporais
ou tecidos, fornecendo informagdes cruciais sobre processos normais e anormais no corpo.
Existem diferentes tipos de biomarcadores que podem ser utilizados tanto para compreender
os estagios da doenga como para monitorizar o tratamento. A variedade de biomarcadores para
a detecdo precoce do cancro do pancreas e as estratégias associadas tém evoluido
rapidamente. No entanto, persiste a falta de um padrdo ouro universal para o diagndstico
precoce (O’Neill & Stoita, 2021). Atualmente, o antigénio carboidrato 19-9 (CA 19-9) é
recomendado como um teste complementar, mas é insuficiente para o diagndstico precoce do
CP (Takaori et al., 2016). Ainda ndo foi identificado e recomendado um marcador tumoral
especifico para a detecdo precoce do cancro pancredtico. Uma possivel explicagao para o facto
do CA 19-9 ndo ser especifico para tumores pancreaticos estd relacionada com a sua prépria
natureza, ja que se trata de um tetrassacarideo expresso na superficie de varias células
cancerosas. O CA 19-9 também pode estar presente em casos de cancro gastrico, do célon e do
trato biliar. Este biomarcador é até agora, o marcador tumoral mais utilizado para o PDAC.
Estudos recentes indicam que a utilizagdo de uma abordagem multimodal, combinando CA 19-
9 com outros biomarcadores, pode proporcionar melhores resultados no diagndstico precoce
e na monitorizacdo do CP. Varios biomarcadores tém sido propostos para a detecdo do cancro
pancredtico, como o antigénio carcinoembrionario (CEA), o antigénio carboidrato 125 (CA 125),
os microRNAs e a MMP7, entre outros (Desai & Guddati, 2023). Desta forma, o diagndstico e a
monitoriza¢do do PC podem ser melhoradas por andlise combinada com outros marcadores,
potencialmente aumentando a especificidade e a sensibilidade do diagndstico.



2.2.1 A metaloproteinas de matriz 7 (MMP7)

As metaloproteinases de matriz (MMPs) tornaram-se um foco importante no desenvolvimento
de biossensores, sendo amplamente estudadas nas uUltimas décadas devido ao seu papel em
patologias relacionadas com o cancro (Peng et al., 2023). Entre as MMPs, a MMP7, também
conhecida como matrilisina, € uma protease extracelular dependente de calcio e contendo
zinco que ganhou proeminéncia como biomarcador para a deteg¢do precoce do cancro
pancreatico (CP). AMMP7 é um dos membros mais pequenos da familia das MMPs, consistindo
numa pré-proenzima com um peso molecular de cerca de 19,13 kDa. Distingue-se pelo facto de
nao possuir um dominio de hemopexina, que estd normalmente envolvido na especificidade do
substrato e na interagdo com os inibidores tecidulares de metaloproteinases (Van Doren, 2022).
Niveis séricos elevados de MMP7 estdo associados a doenga em doentes com PDAC, mesmo
guando os exames radiograficos pré-operatdrios se apresentam favoraveis. Especificamente,
um estudo descobriu que niveis séricos elevados de MMP7 no pré-operatério (>13,5 ng/mL)
foram altamente preditivos de doenga irressecavel, envolvimento nodal e outras caracteristicas
patoldgicas agressivas, como invasdo vascular e perineural. Os doentes com niveis muito
elevados de MMP7 tiveram uma sobrevida mediana sem recidiva de apenas 5,0 meses, em
comparag¢do com 9,9 meses para os doentes com niveis mais baixos, demonstrando o seu papel
na previsdo de maus resultados (Wang et al., 2016). A releviancia da MMP7 reside na sua
capacidade de degradar componentes da matriz extracelular, facilitando a invasao tumoral e
promovendo a dissemina¢do metastatica. A sua expressao elevada em diversos tipos de cancro,
incluindo o PDAC, torna-o um alvo promissor para o desenvolvimento de novos biossensores,
os quais podem oferecer diagndsticos mais rapidos, precisos e menos invasivos, permitindo um
acompanhamento continuo e mais eficaz da evolucdo da doenca. Além disso, ao ser um
marcador associado a inflamagdao pancredtica, a MMP7 também pode auxiliar na distingao
entre condi¢Bes benignas e malignas, proporcionando uma ferramenta valiosa para a
monitorizagdo clinica e a personalizacgdio do tratamento, o que poderia melhorar
significativamente o prognéstico e a taxa de sobrevivéncia dos pacientes com CP. Assim, a
MMP7 n3o apenas desempenha um papel central no diagndstico precoce do CP, como também
apresenta um potencial significativo para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
e de monitorizagdo da progressdo do tumor. Desta forma consolida-se como uma ferramenta
essencial na abordagem moderna do CP.

2.3 Biossensores

Um biossensor é um tipo de sensor quimico que a IUPAC (Unido Internacional de Quimica Pura
e Aplicada) define como “um dispositivo integrado auténomo capaz de fornecer informacao
analitica quantitativa ou semiquantitativa especifica, utilizando um elemento de
reconhecimento bioldgico mantido em contacto direto com um elemento de transdugdo
eletroquimica” (Thévenot et al., 2001). O seu objetivo é fornecer informacgdes rapidas, em
tempo real, precisas e fiaveis sobre a substancia a analisar, respondendo idealmente de forma
continua, reversivel e sem danificar aamostra. No entanto, a conversao de processos bioldgicos
em informacdo constitui um desafio e muitas vezes uma barreira a integracdo destes sistemas.
Os biossensores permitem responder a esta necessidade estabelecendo uma cadeia de
processamento para um dispositivo capaz de reconhecer um analito e gerar sinais de forma a
guantificar a sua presenca no meio de leitura. Os avangos tecnoldgicos melhoraram a



sensibilidade, a seletividade e a capacidade de multiplexagem dos biossensores modernos
desde a invencdo do sensor de elétrodo de oxigénio de Clark (Perumal & Hashim, 2014).

Os sensores podem ser classificados de acordo com o mecanismo que lhes confere
especificidade. Um biossensor pertence a um subgrupo de sensores quimicos que incorporam
um elemento sensor biolégico ou biomimético. Os biossensores podem ser classificados
consoante o sistema transdutor ou a natureza da técnica de detecdo (Figura 1).
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Figura 1- Biossensores e classificagdo dos mesmos, adaptado de (Shavanova et al., 2016).

Tanto os biossensores como os métodos convencionais para o diagndstico de cancro (por
exemplo bidpsias, imagiologia por ultrassonografia e analises clinicas ao sangue), sao
frequentemente utilizados para monitorizar a evoluc¢do da doenca e avaliar a eficacia dos
tratamentos, os biossensores oferecem uma alternativa promissora para a analise de
biomarcadores. Mostram-se mais vantajosos do que os métodos convencionais incluindo um
desempenho superior, maior facilidade de operagdo, maior portabilidade, elevada
reprodutibilidade e analise da amostra em tempo real (Pulumati et al., 2023). Para além disso,
oferecem alta sensibilidade e especificidade (Lino et al., 2022). Nos ultimos anos, o
desenvolvimento de biossensores para o diagndstico precoce do cancro tem despertado um
interesse crescente, principalmente pela capacidade de identificar biomarcadores em
concentragdes extremamente baixas (Wu et al., 2022). Podemos exemplificar de uma forma
pratica as varias etapas de funcionamento de um biossensor. Primeiramente ocorre a interagdo
seletiva do analito da amostra com o recetor imobilizado na superficie do sensor.
Posteriormente, ocorre a detecdo, por parte do transdutor, devido a variacdo de alguma
propriedade fisica ou quimica do sistema provocada pela reacdo de reconhecimento seletivo, e
finalmente da-se o processamento do sinal com a obtencdo dos resultados (Figura 2).
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Figura 2- Principios de funcionamento de um biossensor, adaptado de (Shavanova et al., 2016).
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Detalham-se seguidamente os componentes responsaveis pelo biorreconhecimento e os
mecanismos de transducao de sinais.

2.3.1 Transdugao do sinal

O transdutor é um componente essencial de um biossensor e desempenha o papel crucial de
captar e medir as mudancas ocorridas na interacdao entre o analito e o recetor biolégico. A
resposta analitica é depois convertida num sinal que possa ser quantificado (Bhalla et al., 2016).
Dependendo da tecnologia utilizada, o sinal gerado pode ser piezoelétrico, eletroquimico, ético
ou térmico. Embora os transdutores térmicos ndao sejam tdao comuns, sao utilizados na medicao
das variagGes de temperatura decorrentes da interagao entre a molécula alvo e o elemento
bioldgico.

Os biossensores piezoelétricos funcionam a partir da ligagdao entre o bioelemento e um material
piezoelétrico, geralmente um cristal de quartzo revestido com elétrodos de ouro ou prata (Lino
et al., 2022). Esses dispositivos sdo capazes de detetar mudangas mecéanicas ou elétricas,
provocadas pela interagdo com a molécula alvo, que resultam em alteragdes na massa,
condutividade ou elasticidade do material. O uso de biossensores piezoelétricos em medicina
tem sido amplamente estudado, sendo valorizados pela sua rapidez, baixo custo de fabricagao
e alta sensibilidade (Yunus et al., 2023).

Ja os biossensores eletroquimicos utilizam um transdutor para monitorizar as alteragdes na
superficie do elétrodo, causadas pelas intera¢des entre o analito e a biomolécula (M. Li et al.,
2022). Eles sdo classificados em quatro tipos: amperimétricos, que registam variagées na
corrente elétrica; potenciométricos, que medem alteragées no potencial; de condutividade,
gue avaliam mudancas na condutancia; e menos comuns termométricos, que medem
alteragGes de temperatura (Lino et al., 2022). Estes biossensores sdo particularmente eficazes
em detetar pequenas mudancas nas propriedades dos analitos, gracas a sua elevada
sensibilidade.

Por ultimo, os biossensores o6ticos utilizam luz para medir alteragdes como absorvancia,
transmitancia, refletdncia ou luminescéncia e detetar mudangas nas propriedades éticas que
ocorrem durante a interagdo entre o analito e o bioelemento (Mummareddy et al., 2021). Com
tecnologias avangadas, como a ressonancia plasménica de superficie (SPR, (do inglés, Surface
Plasmon Ressonance), a ressonancia plasmodnica de superficie localizada (LSPR, (do inglés,
Localized Surface Plasmon Ressonance) e a espetroscopia Raman amplificada por superficie
(SERS, do inglés, Surface Enhanced Raman Scattering), estes dispositivos proporcionam uma
alta especificidade e uma resposta rapida. Quando combinados com sondas fluorescentes ou
guimioluminescentes, os biossensores expandem ainda mais as suas possibilidades para
alcancarem uma detecdo sensivel (Eksin & Erdem, 2023), sendo amplamente aplicados no
diagndstico médico pelas suas vantagens em precisdo, seletividade e desempenho
comparativamente as técnicas analiticas convencionais (Singh et al., 2023).

No capitulo trés sera discutido com detalhe a aplicacdo dos MIP@PQs desenvolvidos neste
trabalho como sensores Gticos biomiméticos para o biomarcador de cancro em estudo, a
MMP7.
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2.3.2 Elementos de bioreconhecimento

Os elementos de bioreconhecimento desempenham um papel fundamental nos biossensores,
sendo responsaveis pela detecdo precisa do analito-alvo. A eficicia desses elementos depende
de sua capacidade de apresentar uma afinidade elevada com a substancia a ser analisada,
garantindo assim uma elevada seletividade e sensibilidade no processo de detec¢do (Lino et al.,
2022).

Existem varias categorias de elementos de bioreconhecimento usados na criagdo de
biossensores, que podem ser divididos em dois grupos principais: os biolégicos e os sintéticos.
No grupo dos bioldgicos encontram-se os acidos nucleicos, anticorpos, enzimas, células e
proteinas. Ja no grupo dos sintéticos, também chamados de biomiméticos, incluem-se os MIPs,
os aptameros e os nanomateriais artificiais (Wu et al., 2022).

Na selecdo dos elementos de bioreconhecimento, é crucial garantir que o elemento seja
altamente especifico para o analito-alvo e tenha um custo acessivel, especialmente para
producdo em larga escala. A estabilidade e a facilidade de armazenamento também sdo
fundamentais para preservar as propriedades funcionais do biossensor, mesmo em condi¢des
variaveis, como mudancas de temperatura ou pH. Esses fatores asseguram um bom
desempenho e longa vida util ao biossensor (Bhalla et al., 2016).

2.4 Polimeros molecularmente impressos
2.4.1 Enquadramento historico

A nocdo de impressdao molecular é fortemente baseada nas primeiras teorias de intera¢des
enzima-substrato e ligagdo antigénio-anticorpo, que serviram como base para a compreensao
do reconhecimento molecular seletivo. A analogia de chave/fechadura de Emil Fischer
introduzida no final do século XIX, serve como base para os procedimentos de impressao
molecular. O modelo de Fischer demonstra como as enzimas se ligam preferencialmente a
certos substratos, sendo um conceito que tem sido usado para explicar o funcionamento dos
MIPs e as suas interagdes bioldgicas (L. Chen et al., 2016).

A tecnologia de impressdao molecular consiste na criacdo de polimeros sintéticos dotados de
sitios de reconhecimento especificos que sdo complementares a uma molécula alvo, de forma
analoga a interacdo entre enzimas e substratos. Este processo é caracterizado pela formacao
de sitios de ligacdo que sdo adaptados em termos de forma, dimensao e funcionalidade quimica
para corresponderem a molécula alvo (Ertirk & Mattiasson, 2017).

2.4.2 Principios de bioreconhecimento

Os MIPs sdo redes poliméricas reticuladas, criadas na presenca de uma molécula alvo, também
conhecida como molde ou template. O objetivo central é garantir a maior afinidade possivel
entre o polimero e o molde durante a sintese. Nesse processo, o molde interage com um
mondmero funcional, formando um complexo ativo que é estabilizado na presenca do solvente
(ou porogénio), dos iniciadores de polimerizacdo radicalar e dos agentes reticulantes (Figura 3).
A interagdo do molde com os mondmeros ocorre de maneira que estes Ultimos se organizam
em torno da molécula alvo, sendo fixados por copolimerizacdo com mondmeros reticulantes,
resultando numa matriz porosa solida com macroporos e microcavidades cuja estrutura
tridimensional é moldada a molécula alvo. A remoc¢do do molde é feita por meio de lavagens
com solventes adequados, resultando na revelacdo dos sitios de ligacdo no interior das
cavidades impressas, com afinidade para o molde. Estas cavidades adquirem entdo a
complementaridade funcional e conformacional ao molde original. Assim, o polimero final
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consegue reconhecer e ligar-se seletivamente ao molde. A funcionalidade das cavidades
impressas varia conforme o tipo de interacao estabelecida durante a polimerizacdo, o que
também serve de critério para classificar diferentes tipos de impressdo molecular (Vasapollo et
al., 2011).

e vy _ ¥ 7

) Complexo Agente
Template Mondmero 2 -g
p monomero- reticulante
template

Polimerizagao

Figura 3- Representagdo esquematica geral do processo de sintese de MIPs, adaptado de (Shen et al., 2013).

Atualmente, a tecnologia de impressao de polimeros foi ampliada a ponto de ser possivel
aplicar a grandes moldes (células, virus, etc.) no processo de impressdao. O mesmo principio de
reconhecimento dos MIPs mantém-se, sendo os polimeros resultantes designados de polimeros
de impressao de superficie (SIPs, do inglés surface imprinted polymers). Os SIPs permitem a
detecdo especifica de grandes entidades como células, virus e bactérias, dependendo ndo
apenas das interagdes moleculares que se estabelecem (ligagdes de hidrogénio, atracdo
eletrostatica, forgas de van der Waals, etc.), como do formato, tamanho e funcionalidades da
membrana celular exterior que reveste estas entidades. Exemplos de materiais usados como
substratos dos SIPs sdo chips, microesferas e membranas celulares. Até ao momento, os SIPs
tém amplas aplicagdes em diagndstico/detecdo de cancro, degradagdo fotocatalitica, sensores
Oticos, separacdo cromatografica, recetores/anticorpos artificiais e detecdo de virus e
bactérias, por detecdo eletroquimica (Abo Dena et al., 2020). Estas vantagens tornam os SIPs
adequados para o desenvolvimento de sistemas de teste point-of-care (Eersels et al., 2016). No
presente trabalho referimo-nos aos MIPs como polimeros impressos preparados na superficie
dos PQs de CdTe@MPA, os quais por se encontrarem sob a forma de agregados em solucgao,
acabam por mimetizar uma superficie maior, sobre a qual se sintetizaram os MIPs, atuando
assim como substratos em suspensao.

2.4.3 Monoémero funcional

O mondmero funcional é o principal responsavel pelas interagdes nos sitios de reconhecimento
dos MIPs. Da sua polimerizacdo resultam a formacdo de macromoléculas ou estruturas em
cadeia lineares, que sdo soluveis e compativeis com uma ampla variedade de solventes. Na
Figura 4, encontram-se as estruturas quimicas dos mondmeros mais utilizados.
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Figura 4 - Estruturas quimicas dos mondmeros mais comumente utilizados, adaptado de (Cormack & Elorza, 2004).

Em geral, a quantidade de mondmero utilizada é usada em maior quantidade em relagdo a
guantidade de molécula molde, de modo a otimizar a formagdo das cavidades de
reconhecimento. Para moldes de baixo peso molecular (< 100 kDa), a propor¢do mais comum
de mondmero funcional para molde é de 1:4, mas é importante notar que o uso de proporg¢des
excessivas de mondmero pode levar ao aumento de interacdes ndo especificas,
comprometendo a seletividade dos MIPs (SPIVAK, 2005).

2.4.4 Molécula alvo ou molde

As caracteristicas e as funcionalidades da molécula molde sdo essenciais na produg¢do de MiIPs,
pois influenciam a interacdo entre a molécula alvo e os grupos funcionais dos mondémeros
usados na impressdo. De um modo geral, para que o molde seja eficaz, ele deve: (i) estar
disponivel em grandes quantidades e a um custo acessivel, (ii) ser soltvel nas condi¢des de
impressado e (iii) permitir a formacao de sitios que demonstrem alta reatividade cruzada com o
analito alvo. E importante notar que, em técnicas de polimerizacdo por radicais livres, o molde
deve ser quimicamente inerte. O uso de moléculas de baixo peso molecular como moldes —
incluindo pesticidas, aminodcidos, esteroides, farmacos e alguns peptideos e aglicares — é uma
pratica bem estabelecida na sintese de MIPs. Moléculas com maior peso molecular como
algumas proteinas, células, bactérias e virus, apresentam desafios significativos na sintese de
MIPs devido a sua conformacao tridimensional. Essas moléculas tendem a dificultar a formacao
de sitios de ligacdo bem definidos durante a impressdo. Além disso, a sua remocdo apés a
polimerizacdo é complicada e elas tém dificuldade em penetrar na rede polimérica durante a
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etapa de religacao, o que pode danificar sua estrutura original e reduzir a seletividade dos MIPs
para essas moléculas. Para contornar essas dificuldades, a técnica de impressao em superficie
é frequentemente utilizada, permitindo a impressao eficaz de moldes maiores.

2.4.5 Agentes de reticulagdo

Durante a sintese de MIPs, é essencial a presenca de um agente de reticulacdo, para estabelecer
uma estrutura polimérica firme e entrelacada ao redor da molécula molde. Este agente fixa os
mondmeros funcionais, formando uma rede polimérica robusta que mantém a sua integridade
mesmo apds a remogao do molde. O agente de reticulagdo desempenha trés fungdes principais
durante o processo de impressdo: (i) define a estrutura da rede polimérica, seja em forma de
macroporos ou microgéis, (ii) estabiliza os sitios de ligagdo formados (iii) e proporciona
resisténcia mecanica a rede polimérica. A escolha e a quantidade do agente de reticulagao sdo
cruciais, pois afetam diretamente a capacidade de ligagao e a seletividade do MIP. Agentes de
reticulagdo comuns, como acrilatos e acrilamidas, sdo frequentemente utilizados devido a sua
eficacia na impressao molecular, como ilustrado na Figura 5.
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Figura 5 - Estruturas quimicas dos agentes de reticulagdo, adaptado de (Cormack & Elorza, 2004).

Alguns destes agentes tém a capacidade de formar complexos com as moléculas molde,
funcionando também como mondmeros funcionais. Uma quantidade insuficiente de agente de
reticulacdo pode resultar numa rede polimérica instavel, devido ao baixo grau de reticulagao.
Por outro lado, uma quantidade excessiva pode reduzir o nimero de sitios de reconhecimento
disponiveis, diminuindo a eficacia dos MIPs.
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2.4.6 Iniciadores

Consideram-se trés métodos principais de sintese dos MIPs: polimeriza¢3do radicalar livre (FRP,
do inglés, Free Radical Polymerization), eletropolimerizacdo e fotopolimeriza¢do. Diversos
compostos sdo usados como iniciadores no processo de FRP, o qual pode ser iniciado por via
fotoguimica ou térmica. Entre os iniciadores mais usados estdo os peréxidos e os derivados azo.
Exemplos comuns de iniciadores a base de azo incluem o azobisdimetilvaleronitrilo (ADVN), o
azobisisobutironitrilo (AIBN) e o acido 4,4’-azo(4-cianovalérico) (ACID) (Cormack & Elorza, 2004)
(Figura 5).
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Figura 6 - Estruturas quimicas dos iniciadores radicalares, adaptado de (Cormack & Elorza, 2004).

O AIBN é um iniciador que pode ser ativado por fotdlise (usando UV) ou termdlise, resultando
na formacgdo de radicais carbonilo estabilizados que iniciam a polimerizacdo de mondémeros
vinilicos. Esses radicais sdo eficazes para iniciar a polimerizacdo em temperaturas de
decomposicdo que variam entre 50 °C e 70 °C. Para assegurar a eficiéncia da polimerizacdo, é
crucial eliminar o oxigénio dissolvido nas solucdes, pois ele pode interferir na reagdo. Essa
remogao pode ser feita por ultrassonicacdo ou através da introducdo de gases inertes na
solucdo, como nitrogénio ou argon.

2.4.7 Solvente

Os solventes ou porogénios sdo essenciais na sintese dos MIPs, pois atuam como veiculos de
dispersdo e criadores de poros durante a polimerizacdo, induzindo a formacdo da estrutura
macroporosa dos polimeros. Entre os solventes frequentemente utilizados estdo o acetonitrilo,
2-metoxietanol, o metanol, o cloroférmio, o tetrahidrofurano, o dicloroetano, o tolueno e a
dimetilformamida (Cormack & Elorza, 2004). Para que um solvente seja eficaz como porogénio
na producdo de MIPs, ele deve cumprir trés requisitos principais: (i) deve ser capaz de solubilizar
a molécula molde, o mondémero, o iniciador e o agente de reticulagdo; (ii) deve promover a
formacdo de poros de tamanho adequado; (iii) e deve ter baixa polaridade para reduzir as
interferéncias durante a criacdo do complexo pré-polimerizado. Na impressdo ndo covalente,
solventes organicos com baixa polaridade, como o tolueno, o cloroférmio e o acetonitrilo, sdo
frequentemente empregues para otimizar a eficacia do processo. A escolha desses solventes é
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crucial, pois influencia diretamente a morfologia do polimero e as suas propriedades de
adsorcao, ajudando a alcangar uma impressdao molecular mais eficiente.

2.4.8 Temperatura de polimerizagao

Estudos mostram que a polimerizacdo realizada a temperaturas inferiores a 60 °C geralmente
resulta em MIPs com maior seletividade do que aqueles sintetizados a temperaturas mais altas
(SPIVAK, 2005). Esse efeito pode ser explicado pelo fato de que, a temperaturas elevadas, a
reacao de polimeriza¢do tende a ocorrer de forma muito rapida e menos controlada, o que
compromete a reprodutibilidade dos MIPs. Em contraste, temperaturas mais baixas,
combinadas com tempos de reagao mais prolongados, favorecem uma polimerizagdo mais
controlada. Por essa razdo, a polimeriza¢do a temperatura ambiente é mais utilizada para a
sintese de MIPs.

2.5 Estratégias de sintese

A selecdo de um protocolo adequado para a preparagao de MIPs direcionados a moléculas
bioldgicas, como proteinas, carboidratos e lipidos, é crucial para preservar a estrutura
tridimensional da molécula molde e, consequentemente, a sua funcionalidade. A escolha do
método de polimerizacao influencia diretamente a eficiéncia e especificidade dos MIPs. Nesta
secdo, apresentamos uma breve descrigdo dos métodos mais comuns utilizados para preparar
MIPs.

2.5.1 Polimerizagao em solu¢cao e em massa

A polimerizacdo em massa (do inglés, bulk polymerization) e a polimerizagdo em solugdo sao
dois dos principais métodos na sintese de polimeros, aqui resumidas num Unico subtitulo, pois
estdo intimamente relacionadas entre si e a diferenga entre elas é pouco significativa. A
polimerizagdo em massa ocorre geralmente na auséncia de solventes, considerando apenas a
mistura de mondmeros funcionais e o iniciador. A reacdo de polimerizacdo normalmente
requer uma atmosfera inerte (como nitrogénio ou argon) e temperaturas elevadas para que os
mondmeros entrem em reacdo. A polimerizagdo em massa oferece varias vantagens em relacao
a outros métodos de polimerizacdo, principalmente pela auséncia de solvente. Uma dessas
vantagens é a capacidade de produzir polimeros de alta pureza e de elevado peso molecular.
Além disso, é considerada uma técnica ambientalmente amigavel, uma vez que os polimeros
produzidos ndo necessitam de etapas adicionais de purificacdo devido a alta pureza do produto.
No entanto, as reacbGes de polimerizacdo em massa tendem a ser muito exotérmicas
(especialmente nas etapas finais, quando a viscosidade da solucdo aumenta), o que dificulta o
controle da temperatura, tornando a rea¢dao extremamente vigorosa. Outra desvantagem é que
0 aumento da viscosidade da solucdo durante a reagdo dificulta a remogdo de subprodutos
volateis comuns de reacdes de condensacdo, como a agua (Villa et al., 2021). Ao contrario, a
polimerizagdo em solugdo requer a presenga de um solvente ou mistura de solventes nos quais
o iniciador, os monémeros e o polimero resultante sejam sollveis. Geralmente, uma alta
concentragdo de mondmero (2 70%), uma quantidade minima de catalisador/iniciador, e um
solvente com uma baixa constante de transferéncia de cadeia sdo necessarios no inicio do
processo de sintese. Posteriormente, mais solvente e catalisador/iniciador devem ser
adicionados a mistura reacional para controlar a viscosidade da mistura e ajustar a taxa da
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reacdo, pois a eficiéncia do iniciador diminui devido a diluicdo continua do mondmero. Na
polimerizacao em solucao, a presenca do solvente, que atua como diluente, facilita a dissipacao
de calor e controla a viscosidade da mistura. Além disso, o iniciador ndo é mascarado pelo
polimero resultante, facilitando sua remocdo. Como resultado, a polimerizacdo em solucao
pode ser adequada para a maioria dos mondmeros, independentemente de sua
reatividade/entalpia de polimerizacdo) (Zhang et al., 2022). No contexto do nosso trabalho, a
sintese de MIPs para a MMP7, cujo peso molecular médio é aproximadamente 19,13 kDa, a
polimerizacdo em solucdo revela-se como a opcdo mais adequada. Dentre os métodos
radicalares, a FRP é a técnica mais amplamente utilizada, e serd abordada com mais detalhe
neste capitulo. Outros tipos de polimerizagdo radicalar sdo a polimerizagao radicalar controlada
(CRP, do inglés, Controlled Radical Polymerization), incluindo a polimerizagdo por transferéncia
de cadeia por adicdo-fragmentacdo reversivel (RAFT, do inglés, Reversible Addition-
Fragmentation Chain Transfer) e a polimeriza¢do radicalar por transferéncia de atomo (ATRP,
do inglés, Atom Transfer Radical Polymerization). Para evitar uma introdugdo excessivamente
detalhada, este trabalho focara principalmente na FRP, que foi a técnica utilizada na sintese dos
MIPs, neste trabalho.

2.5.2 Mecanismo de polimeriza¢do FRP

A FRP pode ser considerada um subtipo de polimerizagdo em massa ou em solugao,
dependendo da auséncia ou da presenca de solvente. A principal caracteristica que caracteriza
este tipo de polimerizacdo é que o catalisador deve ser um iniciador de radicais livres, e o
mondmero deve ser um mondmero vinilico. Os iniciadores mais comumente utilizados
pertencem frequentemente a duas classes de compostos: perdxidos (inorganicos, como
persulfato de potdssio, K25,0g, ou organicos, como hidroperéxido de terc-butilo e o perdxido
de metiletilcetona, e composto azo (como 2,2’-azobis-isobutironitrilo, AIBN). A FRP é uma
maneira econémica de obter o polimero desejado a partir de mondmeros vinilicos, pois a
pureza dos reagentes ndo é tao critica. Além disso, a rea¢do ndo requer uma exclusdo rigorosa
de ar, umidade e outras impurezas. llustra-se na Figura 4 o mecanismo FRP exemplificado para
uma unidade estrutural simples como o cloreto de vinilo.
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Figura 7 - O mecanismo de polimerizagdo por radiacdo livre do mondémero de cloreto de vinilo com o iniciador
radical AIBN, adaptado de (Abo Dena et al., 2020).

A versatilidade e a facilidade sintética dos polimeros através da FRP tornam o processo o mais
importante em escala industrial. Apesar dessas vantagens, a FRP tem a desvantagem de
produzir materiais polidispersos, com controle limitado sobre o peso macromolecular e a
arquitetura.

Na fase inicial, chamada de iniciacdo, ocorre a dissociacdo do iniciador, gerando radicais livres
gue sdo capazes de reagir com as moléculas de monémero. Na fase seguinte, denominada
propagac¢do, um radical livre combina-se com uma unidade de mondmero, formando uma
cadeia de polimero. A fase de reticulacdo segue, onde as ligacGes duplas do agente de
reticulacdo sdo cruzadas, resultando em uma estrutura polimérica que pode ser linear e soltvel
ou ndo linear, o que pode dar origem a hidrogéis insoluveis. Finalmente, a fase de terminacdo
pode ocorrer de duas maneiras: por combinacdo, onde dois radicais livres se unem para formar
uma molécula de polimero inativo ou por dismutagdo, resultando na formacdo de duas
moléculas inativas (Figura 7). As principais limitagcdes a FRP incluem a lenta transferéncia de
massa, perdas consideraveis de polimero durante a producdo e a heterogeneidade dos
produtos finais, frequentemente devido a alta frequéncia de reacGes de terminacdo.

2.5.3 Vantagens e aplicagdes dos MIPs

Os MIPs oferecem vdrias vantagens em relacdo aos elementos biolégicos de reconhecimento,
incluindo um custo reduzido, simplicidade no processo de fabricacdo, e uma notavel resisténcia
térmica e quimica. Eles apresentam maior estabilidade em diferentes condi¢cGes de pH,
variacOes de temperatura e em presenca de solventes organicos. Além disso, os MIPs podem
ser moldados em diversos formatos (esferas, blocos ou filmes finos), dependendo das
necessidades especificas da aplicacdo, e possuem uma longa vida util, além de serem altamente
versateis, pois podem ser projetados para interagir com uma grande variedade de moléculas-
alvo.
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No entanto, existem algumas limitacdes associadas aos MIPs. Eles apresentam capacidades
cataliticas mais baixas em comparac¢do com sistemas biolégicos, a especificidade nos locais de
ligacdo pode ser comprometida pela heterogeneidade, e o processo de sintese pode ser
complexo e exigir varias etapas (Srivastava & Singh, 2024). Ao longo do tempo, os MIPs tém
sido continuamente aprimorados e amplamente aplicados em diferentes campos, como a
seguranca alimentar (Zhou et al., 2023) e a monitorizacdo ambiental (Geng et al., 2024). Além
disso, tém tido destaque na area da salde, sendo utilizados como sensores (Acet et al., 2024),
sistemas de liberacdo controlada de medicamentos (Zhao et al., 2023) e para melhorar a
funcionalidade de biomoléculas, como na otimiza¢do da atividade catalitica de enzimas (Tian et
al., 2022). Os MIPs tém sido amplamente aplicados no desenvolvimento de biossensores,
especialmente em sensores biomiméticos, e continuam a ganhar relevancia na pesquisa
cientifica. Eles oferecem uma ampla gama de aplicag¢bes para a dete¢ao de biomoléculas, como
proteinas, hormonas, acidos nucleicos, entre outras. Isto deve-se, em grande parte, a sua
superior estabilidade quimica e fisica quando comparados as técnicas convencionais de
detecdo. A seguir, disponibilizamos uma tabela sintética que redne as principais aplica¢des de
MIPs usados na dete¢dao do biomarcador MMP7. Nesta tabela 1, sdo enfatizados aspetos
relevantes, como os tipos de amostras utilizadas, os limites de dete¢do alcangados e a faixa
linear de resposta. Esses dados servirdo como base comparativa para o desempenho do sensor
biomimético para a MMP7 desenvolvido no presente estudo.

Tabela 1 - Estado da arte de alguns sensores com capacidade de dete¢do de MMP7.

3 A . 3 Limite de .
Sinal Elemento de bioreconhecimento Intervalo Linear N Referencia
detecao
. Microparticulas imunomagnéticas (Liang et al.,
Fluorescéncia L 0,063 - 150 ng mL! 0,039 ng mL?
ultra-sensiveis 2019)
. Nanoparticulas de MnFe204 (H. Chen et
Fluorescéncia . Lo 0,1-15x10°M 0,036 x 10° M
modificadas com péptidos al., 2022)
Fluorescancia Imunoensaio visual de fluorescéncia 0,01 - 30 ng mL-1 7.3 pg ml-1 (Huang et
em papel al., 2020)
. . , (Y. Lietal.,
Fluorescéncia Conjugados ADN-peptideo 1,80-5,72x 10 12M | 1,71 x 10" 12M 2020)
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2.6 Nanomateriais

Os nanomateriais sdo definidos como materiais com pelo menos uma dimensao na gama dos
nanometros (1-100 nm e apresentam propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas Unicas. Estas
propriedades decorrem das suas dimensGes nanométricas, que resultam numa elevada relacao
superficie/volume, em efeitos de confinamento quantico e num extraordinario comportamento
Otico e eletrdénico. O elevado racio superficie/volume dos nanomateriais é particularmente
significativo, uma vez que aumenta a sua reatividade e interagdo com os ambientes
circundantes. Esta propriedade é crucial em aplicagdes como a catdlise, onde o aumento da
area de superficie facilita reagdes quimicas mais eficazes (Chellamuthu et al., 2019). Além disso,
as propriedades eletrdnicas Unicas dos nanomateriais, como as observadas em materiais
bidimensionais como o grafeno e os dicalcogénios de metais de transicdo, permitem
funcionalidades avangadas em dispositivos eletrénicos (Huang et al., 2013; Huang et al., 2014).

Banda de
condugéao

| aE=0 [ ae AE

Energia

Banda de
valéncia

Condutor Semicondutor Isolante

Figura 8 - Esquema ilustrativo do tipo de condu¢do de materiais e classificagdo consoante a distancia entre a banda
de condugao e a banda de valéncia.

A classificagdo dos materiais sélidos com base na sua condutividade elétrica é um conceito
fundamental na ciéncia dos materiais e explicado principalmente através da teoria das bandas.
Esta teoria divide os materiais em trés categorias principais: condutores, semicondutores e
isolantes, cada uma caracterizada por propriedades elétricas distintas que resultam das suas
estruturas de bandas eletrdnicas (Figura 5). Os materiais condutores sdo caracterizados por
uma banda de conducdo parcialmente preenchida ou pela sobreposicdo das bandas de valéncia
e de conducdo, o que resulta num intervalo de energia insignificante ou nulo. Esta auséncia de
um intervalo de energia significativo permite a livre circulagdo de eletrées, conduzindo a uma
elevada condutividade elétrica. Por exemplo, metais como o cobre e a prata sdo condutores
exemplares devido a sua estrutura eletrdnica, que facilita o fluxo facil de portadores de carga
(Boer & Pohl, 2017). A elevada densidade de eletrdes livres nestes materiais contribui para a
sua excelente condutividade, tornando-os adequados para uma variedade de aplicacbes
elétricas (Boer & Pohl, 2017). Por outro lado, os materiais isolantes tém uma grande faixa de
energia, geralmente maior que 4 eV, que separa as bandas de valéncia e conducdo. Esta grande
faixa de energia inibe o fluxo de eletrGes, resultando em baixa condutividade elétrica. Isolantes
comuns, como vidro e a borracha, exibem esta propriedade, pois as suas estruturas eletrénicas
impedem que os eletrées sejam excitados da banda de valéncia para a banda de conducdo em
condicGes normais (Boer & Pohl, 2017). O grande intervalo de banda atua efetivamente como
uma barreira ao fluxo de eletrdes, garantindo que esses materiais ndo conduzam eletricidade
em circunstancias normais (Boer & Pohl, 2017).
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Os semicondutores ocupam uma posicao intermédia entre condutores e isoladores,
caracterizada por um intervalo de banda moderado, inferior a 4 eV. Este intervalo permite que
os semicondutores conduzam eletricidade em determinadas condi¢cdes, como a aplicacdo de
calor ou a introdugdo de impurezas (dopagem) (Yang & Li, 2008). Por exemplo, o silicio, um
semicondutor muito utilizado, tem um intervalo de aproximadamente 1,1 eV, o que |he permite
conduzir eletricidade quando excitado termicamente ou dopado com elementos como o
fosforo ou o boro (Yang & Li, 2008). A capacidade de manipular as propriedades elétricas dos
semicondutores através da dopagem e de outras técnicas é crucial para o desenvolvimento de
dispositivos eletrdnicos, incluindo transistores e diodos (Yang & Li, 2008).

Quando os materiais semicondutores sao confinados a dimensdes nanométricas, apresentam
propriedades eletrénicas Unicas devido a efeitos de confinamento quantico. Este fendmeno
resulta da limitagdo espacial dos portadores de carga, como os eletrdes e lacunas, o que leva a
uma alteracgéo significativa da estrutura de bandas do material. A medida que o tamanho do
ponto quantico (QD) diminui, os niveis de energia dos portadores de carga ajustam-se,
aumentando o intervalo de banda efetivo. Esse efeito resulta do confinamento quantico mais
restrito, que amplia a separac¢do de energia entre as bandas de conducdo e valéncia, permitindo
a absorgao de fotdes com energias iguais ou superiores a esse gap. (Krishna et al., 2021; Jung
et al., 2013).

2.6.1 Metodologia de sintese

A sintese de materiais a escala nanométrica pode ser abordada através de duas metodologias
principais: técnicas top-down e bottom-up (Figura 6). A abordagem descendente (top-down)
envolve a redugdao mecanica de materiais a granel para atingir dimensdes nanométricas. Isto
pode ser conseguido através de métodos como a moagem, em que s3o aplicadas forgas
mecanicas para decompor particulas maiores em nanoparticulas. Embora este método seja
relativamente simples e possa produzir grandes quantidades de material, introduz
frequentemente defeitos e irregularidades nas nanoparticulas, que podem afetar
negativamente as suas propriedades fisicas e quimicas (Rizal et al., 2020; Rezayat et al., 2023;
Fellah et al., 2015). Por exemplo, a moagem mecanica pode levar a formac¢do de deslocamentos
e outros defeitos estruturais que comprometem a integridade e a funcionalidade das
nanoparticulas sintetizadas (Fellah et al., 2015; Fu et al., 2013).

Top-down Bottom-up
> <
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Bulk Po Nanoparticulas Aglomerado Atomos

Figura 9 - Metodologias de top-down e bottom-up usadas na sintese de nanoparticulas.

Em contraste, a abordagem de bottom-up centra-se na montagem de nanoparticulas a partir
de unidades mais pequenas, como atomos ou moléculas, através de reagdes quimicas ou
processos eletroquimicos. Este método permite um maior controlo sobre o tamanho, a forma
e a uniformidade das nanoparticulas resultantes, minimizando assim os defeitos que estdo
normalmente associados as técnicas top-down (Li et al., 2016; Sebastian & Jensen, 2016). Por
exemplo, a sintese microfluidica de nanoparticulas permite um controlo preciso das condicbes
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de reacdo, levando a producdo de nanoparticulas com propriedades dticas e eletrénicas
especificas (Huang et al., 2018; Thiele et al., 2015). A abordagem de bottom-up é
particularmente vantajosa em aplicacées onde as propriedades das nanoparticulas sdo criticas,
como em catdlise, entrega de medicamentos e tecnologias de imagem (Zhang et al., 2010;
Pekkari et al., 2019; Gebreslassie & Gebretnsae, 2021). Além disso, a abordagem bottom-up
pode facilitar a criacdo de nanoestruturas complexas que sdo dificeis de obter através de
métodos top-down. Por exemplo, a sintese de nanoparticulas core-shell ou nanoparticulas
bimetalicas pode ser realizada usando técnicas bottom-up, o que permite a exploracao de
efeitos sinérgicos entre diferentes materiais (Pekkari et al., 2019; Prunier et al., 2015). Estas
nanoestruturas avangadas podem exibir atividade catalitica e estabilidade aprimoradas, além
de propriedades dticas especificas, tornando-as altamente desejdveis para varias aplicagdes
tecnoldgicas (Pekkari et al., 2019; Huang et al., 2018; Gebreslassie & Gebretnsae, 2021).

A metodologia top-down, embora eficaz, sofre frequentemente de limitagdes relacionadas com
a distribuicdo do tamanho e a morfologia das nanoparticulas resultantes. A moagem mecanica,
por exemplo, pode produzir uma vasta gama de tamanhos de particulas, o que pode nao ser
adequado para aplica¢des que exijam uniformidade (Rizal et al., 2020; Rezayat et al., 2023).
Além disso, a entrada de energia durante a moagem pode levar a efeitos térmicos significativos,
alterando potencialmente a composi¢do quimica e a cristalinidade das nanoparticulas (Chen et
al., 2013). A introdugdo de impurezas e a gera¢do de fases amorfas também podem ocorrer, o
qgue pode prejudicar o desempenho das nanoparticulas nas aplica¢gdes pretendidas (Fellah et
al., 2015; Rizal et al., 2020).

Devido as vantagens evidenciadas pelo uso da metodologia bottom-up na obtengdo de
nanoparticulas esféricas e monodispersas, é que se optou por utilizar rotas sintéticas baseadas
no processo bottom-up. As nanoparticulas utilizadas neste trabalho sdo descritas nos
subcapitulos seguintes.

2.6.2 Pontos Quanticos

O estudo de nanoparticulas semicondutoras, em particular as conhecidas como pontos
guanticos (PQs), revela conhecimentos significativos sobre as suas propriedades e
comportamentos Unicos a medida que as suas dimensdes se aproximam da nanoescala. Os
pontos quanticos sdo normalmente definidos como nanoparticulas semicondutoras com
dimensGes que variam entre 1 e 10 nm, em que o seu raio é compardvel ou inferior ao raio de
Bohr. O raio de Bohr define a extensao espacial da nuvem de eletrées que circunda um nucleo
num atomo de hidrogénio, e no contexto dos pontos quanticos, serve como um parametro
critico que influencia as propriedades eletrdnicas e éticas dessas nanoestruturas.

O confinamento quantico ocorre quando o tamanho do ponto quantico é comparavel ao raio
de Bohr, resultando em niveis de energia discretos em vez das bandas continuas observadas
em materiais em bulk. Este fendmeno é particularmente evidente em pontos quanticos
semicondutores, onde os niveis de energia sdo quantizados devido ao confinamento espacial
de portadores de carga (eletrdes e lacunas) (Yanes et al., 2008; Weerd et al., 2017). A medida
gue o tamanho do ponto quantico diminui, a lacuna de energia entre esses niveis discretos
aumenta, levando a um desvio para azul nos espetros de absorcdo e emissdo. Esse
comportamento dependente do tamanho é uma consequéncia direta do efeito de
confinamento quantico, que modifica as funcdes de onda dos eletrées e lacunas, influenciando
assim suas propriedades oticas (Ahamed & Kumar, 2019; Ko et al., 2022; Zhao et al., 2005).

A relacdo entre a dimensionalidade e a densidade de estados eletrénicos (DOS) é um aspeto
fundamental da fisica da matéria condensada, particularmente no contexto dos efeitos de

23



confinamento quantico observados em materiais nanoestruturados. Em materiais a granel, que
sdo tridimensionais (3D), o DOS é continuo, levando a um espetro de absor¢do continuo. Isso
ocorre porque os portadores de carga nao estdo confinados espacialmente, permitindo que
eles ocupem uma ampla gama de estados de energia. A medida que transitamos para
dimensGes menores, como em pogos quanticos (2D) e fios quéanticos (1D), o confinamento
torna-se mais pronunciado, resultando numa reducdo do DOS e numa correspondente
discretizacdo do espetro de absorc¢do (Jasieniak et al., 2009; Fonoberov et al., 2002).

Em pogos quanticos, onde o confinamento ocorre numa dire¢do, os estados eletrdnicos
tornam-se quantizados, levando a uma densidade bidimensional de estados. Esta quantizagdo
resulta numa série de niveis de energia discretos, que podem ser observados no espetro de
absor¢do como picos distintos em vez de uma banda continua. O grau de confinamento
influencia na separagdo de energia entre esses niveis e pode ser sintonizado variando-se a
largura do pogo quantico (Ullrich & Vignale, 2000; Giansante, 2018). Por exemplo, a medida que
a largura do pogo quantico diminui, os niveis de energia tornam-se mais espagados, levando a
um deslocamento azul no espetro de absorc¢do, indicativo do aumento da energia necessaria
para as transi¢oes eletrdnicas (Helle et al., 2006). Em pontos quanticos que sdo sistemas de
dimensdo zero (0D), o confinamento ocorre em todas as trés dimensdes espaciais. Este nivel
extremo de confinamento leva a uma reducdo significativa na densidade de estados, a medida
gue os niveis de energia se tornam altamente quantizados. O espetro de absorg¢do de pontos
guanticos é caracterizado por picos discretos que correspondem as transi¢des entre esses niveis
de energia quantizados. A separacdo de energia entre esses niveis é altamente sensivel ao
tamanho do ponto quantico, com pontos menores exibindo lacunas de energia maiores e,
portanto, caracteristicas de absor¢do de energia mais altas (Ferreira et al., 2006; Hens &
Moreels, 2012). Este comportamento dependente do tamanho é uma manifestacdo direta do
efeito de confinamento quantico, onde o raio de Bohr do material desempenha um papel critico
na determinacgdo das propriedades eletrénicas do ponto quantico (Jia et al., 2003; Zaknoon et
al., 2008).

2.6.3 Propriedades fisicas, Opticas e eletronicas dos PQs

Quando os eletroes estdo confinados a dimensdes menores do que o seu comprimento de onda
de emissdo, surgem dois efeitos significativos que alteram fundamentalmente as propriedades
eletrdnicas e dticas do material. O primeiro efeito € o aumento da lacuna de energia (band gap)
entre as bandas de valéncia e conducdo em comparagdo com o material a granel. Este
fendmeno é uma consequéncia direta do confinamento quantico, onde a restricdo espacial dos
eletrGes leva a uma modificacdo dos seus niveis de energia. O segundo efeito envolve a
guantiza¢do dos niveis de energia, o que resulta em estados de energia discretos em vez de
uma estrutura de banda continua. Juntos, estes dois efeitos sdo responsaveis pelas
propriedades dticas observadas nas nanoparticulas, particularmente nos pontos quanticos
semicondutores.

A relacdo entre o tamanho das nanoparticulas e a energia do band gap é um aspeto
fundamental dos nanomateriais que tem implica¢Ges significativas nas suas propriedades
eletrdnicas e dticas. A medida que o tamanho das nanoparticulas diminui, a energia do band
gap tende a aumentar, um fendmeno atribuido aos efeitos do confinamento quéntico (Figura
7). Este comportamento é particularmente pronunciado em nanoparticulas semicondutoras,
onde as transicOes eletrdnicas entre a orbital molecular ocupada mais alta (HOMO, highest
occupied molecular orbital) e a orbital molecular desocupada mais baixa (LUMO, lowest
unoccupied molecular orbital), sdo afetadas pelo tamanho das particulas. O aumento da energia
do band gap com o tamanho decrescente da nanoparticula é resultado dos niveis discretos de
energia que emergem a medida que as dimensbes das nanoparticulas se aproximam do
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tamanho do raio de Bohr do excitdo, levando a transicdes interbandas melhoradas que
requerem maior energia para ocorrer (Qu & Peng, 2002; Balamurugan & Maruyama, 2005). Por
exemplo, no caso dos nanocristais de CdSe, observou-se que, a medida que o tamanho de
particula diminui, a cor de emissdo muda de vermelho para azul, correspondendo a um
aumento na largura de banda de aproximadamente 1,74 eV para CdSe em bulk para mais de
2,5 eV para nanoparticulas menores que 2 nm (Qu & Peng, 2002).
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Figura 10 - Distribuicdo de pontos quanticos de diferentes tamanhos, e respetiva ilustragdo de energia de transi¢cdo
necessaria a emissdo de energia em diferentes comprimentos de onda.

Os métodos de sintese utilizados para produzir nanoparticulas também podem influenciar o seu
tamanho e, consequentemente, a sua energia de banda proibida.

O telureto de cddmio é caracterizado por uma relagao estequiométrica de 1:1 entre o cddmio
e o teldrio e foi escolhido para o presente estudo (Figura 8). E um material semicondutor
cristalino proeminente pertencente ao grupo II-VI da tabela periddica. As carateristicas doticas
relacionadas com o tamanho dos PQs de CdTe, permitem-lhes emitir luz em todo o espetro
visivel, gracas ao seu confinamento quantico, tornando-os versateis para varias aplicacOes,
incluindo imagiologia médica de alta resolucdo e em sistemas de detec¢do e quantificagdo, como
biossensores.

o Teldrio

Cadmio

Figura 11 - Estrutura cristalina wurtzita do telureto de cddmio, CdTe.

Outro exemplo de versatilidade dos PQs é a sua compatibilidade com sistemas bioldgicos,
permitindo aplicacdo em diversas areas de saude e terapia (Kim et al., 2011; Fok et al., 2010).
Os PQs nao sdo soluveis, no entanto consoante a modificacdo da sua superficie é possivel
moldar a sua solubilidade e toxicidade in vivo. Os PQs sdo frequentemente formados em
solventes organicos ndo polares resultando em superficies hidrofébicas que dificultam a sua
aplicacdo em meios aquosos. A hidrofobicidade dos PQs pode gerar agregacdo irreversivel e
baixa estabilidade coloidal quando adicionados a meios aquosos, limitando a sua utilizacdo em
aplicacGes bioldgicas. Algumas técnicas permitem melhorar a sua solubilidade e
biocompatibilidade, mediante a modificagdo da sua superficie. Por exemplo, o encapsulamento
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ou a adigdo de certos ligantes, aumentam a estabilidade dos PQs em solugao aquosa e inibem
a sua agregacao. Os ligantes de superficie mais utilizados na sintese dos nanocristais de CdTe
sdo compostos contendo grupos tiol, como o acido tioglicdlico (TGA), o éacido 3-
mercaptopropidnico (MPA), a glutationa (GSH) e a cisteina (CYS) [RODRIGUES et al, 2016]. A
modificacdo da superficie com certos ligantes permite uma funcionalizacdo que promove
interacdes idnicas, bem como o aumento do rendimento quantico de luminescéncia dos PQs.
Os ligantes de tiol sdo capazes de fornecer aos PQs estabilidade em meio aquoso evitando a
agregacdes e também adicionam funcionalidade quimica especifica, por exemplo, com grupos
amina ou carboxilicos, o que se torna interessante por possibilitar interagdes eletrostaticas ou
covalentes com macro superficies ou com outras nanoparticulas ou biomoléculas. Diante dessas
caracteristicas, foram sintetizados, neste trabalho, nanocristais de CdTe@MPA, compostos por
pontos quanticos de CdTe com ligantes de superficie contendo grupos tiol. A escolha dos
materiais também se fundamenta na presenca de grupos nitro, amino e hidroxilo na molécula
alvo, que favorecem interagdes capazes de alterar a carga superficial ou modificar o ligante dos
PQs na presenca do analito.

2.6.4 Luminescéncia

Luminescéncia é um termo amplo que se refere a emissdo de luz por um material ao ser
excitado por uma fonte externa de energia, sem o uso de calor. Essa emissdo luminosa pode
ocorrer através de diversos processos, incluindo reagGes quimicas, interacdo com luz ou
radiacdo, ou ainda devido a estimulos elétricos ou bioldgicos. Este fendmeno é observado em
diferentes contextos fascinando desde a pré-histéria, diferentes organismos vivos, como corais,
plancton e bactérias bioluminescentes exibem fendmenos de luminescéncia. O termo cientifico
luminescéncia foi introduzido em 1888 pelo fisico alemao Eilhard Wiedemann em derivagdo da
palavra [limen, que se traduz em luz.

A luminescéncia ndo se encontra em equilibrio térmico com o ambiente que a rodeia, sendo
designada como “luz fria”. Este facto permite distingui-la da incandescéncia, em que o calor é
a Unica fonte de luz. O fisico soviético Sergey Vavilov modificou a definicdo anteriormente
descrita ao introduzir a ideia da escala de tempo de emissdo permitindo assim classificar de
acordo com a duracgdo de emissao, dividindo a luminescéncia em fluorescéncia e fosforescéncia.
A fluorescéncia distingue-se da fosforescéncia pela paragem de emissdo de fotGes apos
cessacdo da fonte de excitacdo, enquanto na fosforescéncia a emissao de luz continua durante
varios segundos, minutos ou mesmo horas apds a cessacdo da fonte de excitacao.

A luminescéncia pode classificar-se de acordo com a fonte de excitagdo. Por exemplo, a
guimiluminescéncia resulta de reagGes quimicas, a bioluminescéncia de processos bioquimicos
em organismos vivos e a fotoluminescéncia de intera¢des com fotGes. O regresso da molécula
ao seu estado fundamental pode ser acompanhado por decaimentos radiativos com emissao
luminescente ou por decaimentos ndo radiativos, com diferentes probabilidades de ocorréncia
como conversao interna, cruzamento intersistemas ou transferéncia de carga intermolecular
(Figura 12).

26



fosforescéncia €——Yuzamento __y fluorescéncia
intersistema atrasada

conversao
interna

emissao
fluorescéncia
transferéncia
intramolecular de
carga

mudanca
conformacional

Molécula
Excitada

transferéncia
de elétron

transformacao

o transferéncia
fotoquimica

de préton

transferéncia
de energia

formacao
de exciplex

formacao
de excimero

Figura 12 - Processos de perda de energia de uma molécula excitada, adaptado de (Valeur & Berberan-Santos,
2012).

Alguns destes processos de decaimento resultam da interagdo com outras moléculas, como por
exemplo, processos de transferéncia de eletrdo, transferéncia de protdes transferéncia de
energia. Para melhor compreender o fendmeno de fluorescéncia que serve de suporte a
metodologia utilizada na sintese dos MIPs para o biomarcador alvo MMP7, sdo apresentados
alguns aspetos foto-fisicos basicos.

2.6.5 TransigOes eletronicas

As transicOes eletrénicas descrevem o processo pelo qual uma molécula permuta energia e
transita entre diferentes estados eletrénicos. A absorcao de energia por parte de uma molécula
provoca a excitacdo do eletrdo de valéncia, resultando numa transicdo eletrénica entre dois
niveis energéticos discretos bem definidos. Para que essa transicdo ocorra é necessaria que a
energia absorvida seja igual a diferenca de energia entre o estado inicial e o estado excitado. A
energia (E) absorvida pode ser quantificada pela seguinte expressao:

E=hv

em que h corresponde a constante de Planck (6.63x103* J.s) e v a frequéncia da radia¢do, em
Hz.

De uma forma breve, o diagrama simplificado de Perrin—Jablonski (Figura 13) permite visualizar
as transicGes eletrdnicas possiveis resultantes da absor¢do de um fotdo e os processos de
descaimento com emissdo fluorescente, fosforescente e outros processos nao radiativos. Os
estados eletrdnicos singleto sdo designados por SO (estado eletrénico fundamental), S1 e S2 e
os estados eletrdnicos tripleto por T1 e T2. Dentro de cada um destes estados eletrénicos de
energia existem um conjunto de niveis vibracionais representado por linhas horizontais mais
finas.
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Figura 13 - Diagrama de Perrin-Jablonski com exemplos de métodos de absorgao e dissipagdo radiativa. SO, S1 e S2
- estados electrénicos singletos; T1, T2 - estados electrdnicos tripletos; IC - conversdo interna; ISC - cruzamento
intersistemas (Therézio, 2009).

No caso do decaimento S1->SO ser acompanhado pela emissdo de um fotdo o processo é
designado de fluorescéncia. fluorescéncia tem um tempo de duracdo mais longo (10 s) que a
absor¢do de um fot3o (cerca de 10™*° s). No entanto, os eletrdes permanecem no estado
excitado por um certo periodo antes de emitirem um fotdo ou sofrerem outro processo de
decaimento (Tabela 2). A duragdo do tempo de excitagdo depende da prdpria molécula e do
meio envolvente. Apds a excitacdo de um determinado nimero de moléculas, estas sofrerao
um decaimento exponencial da sua intensidade fluorescente de acordo com o tempo médio de
permanéncia no estado excitado.

Tabela 2 - Tempos padronizados para processos de absor¢do e decaimento, adaptado de (Valeur & Berberan-
Santos, 2012)

Processo Tempo decorrido (s)
Absorgdo 10 s
Relaxamento vibracional 1012310
Tempo de vida do estado excitado S1 10°a 107 s
Cruzamento intersistemas 101° 3 10%s
Conversdo interna 10113 10°s
Tempo de vida do estado excitado T1 10%a1ls

28



2.6.6 Desvio de Stokes

A andlise ao diagrama de Perrin-Jablonski (Figura 13) permite perceber que a energia de
emissdo é tipicamente inferior a energia de absorcdo. Quando um fotdo incide sobre a
molécula, ocorre absorcao acompanhada da transicdo de um eletrao de qualquer um dos niveis
vibracionais de SO para um dos niveis vibracionais de S1 ou até mesmo S2. A esta absorgao esta
associado um comprimento de onda maximo, Amax que esta representado na Figura 10 e traduz
a transicdo com mais probabilidades de ocorrer. De forma analoga, o espetro de emissdo é uma
representagao das transi¢cdes eletréonicas que ocorrem do nivel vibracional mais baixo de S1
para um qualquer nivel vibracional de SO. Dada a menor diferenca de energia entre os estados
no processo de decaimento comparativamente com o processo de absorgdo, resulta que a
radiacdo fluorescente apresenta sempre comprimento de onda mais elevado relativamente a
radiagdo de excitacdo (ou de absor¢do) das moléculas. Ou seja, entre o espetro de absorg¢ado e
o0 espetro de emissao existe um desvio, conforme ilustrado na Figura 10, designado de desvio
de Stokes, e é normalmente quantificado pela diferenga do comprimento de onda que existe
entre o pico maximo no espetro de absorgao e o pico maximo no espetro de emissao.

E de notar que estes dois espetros podem apresentar uma zona de sobreposi¢do, significando
gue algumas transi¢Oes de excitagdao requerem menos energia que as libertadas em transi¢des
de regresso ao estado fundamental. O espetro de absor¢do utilizado para a avaliagao do desvio
de Stokes é obtido através da medicdo da radiagdo absorvida por um material. Por sua vez, o
espetro de emissdo é obtido através da excitagdo da amostra a um comprimento de onda fixo
e analise do espetro de fluorescéncia resultante. Vulgarmente, também sao obtidos espetros
de excitacdo para caracterizar materiais fluorescentes. Estes espetros sdao normalmente
proximos dos de absor¢do, mas fornecem uma informacgdo diferente. Para a leitura destes
espetros, fixa-se o0 comprimento de onda de emissdo e faz-se um varrimento do comprimento
de onda de excitacao.

2.6.7 Fluorescéncia em estado estacionario

Na sequéncia dos fendmenos fotofisicos atras descritos, faz-se de seguida uma breve descricdo
da fluorescéncia em estado estacionario que possibilitou a avaliagdo do sensor biomimético
desenvolvido neste trabalho para a MMP7. Parametros fisicos como o rendimento quantico da
fluorescéncia e os tempos de vida dos fluoréforos sintetizados, ndo sdo abordados por estarem
fora do ambito do trabalho experimental desenvolvido na tese. Como ndo constituiu ambito de
estudo neste trabalho a medi¢cdo dos tempos de vida dos MIPs sintetizados, ndo se podera
concluir se a supressao é estatica ou dindmica uma vez que a analise da supressdo do fluoréforo
foi realizada exclusivamente por medices da intensidade de fluorescéncia.

A medicdo da intensidade de fluorescéncia em estado estacionario pressupde a existéncia de
uma fonte de radiagdo com emissdo constante sobre a amostra e uma medicdo continua da
intensidade de fluorescéncia. Uma vez que a absor¢do ocorre numa escala de tempo dos
fentossegundos, o estado estacionario é atingido imediatamente apds a incidéncia de radiagdo
sobre a amostra. Nos sistemas de medicdo da intensidade de fluorescéncia, esta € uma medida
adimensional que esta associada ao nimero de fotGes de emissdo que incidem sobre o
fotodetetor. O espetro de fluorescéncia em estado estacionario é caracterizado pela sua
intensidade e distribuicdo do comprimento de onda, o que pode revelar informacgdes
importantes sobre a estrutura molecular e a dindmica das espécies fluorescentes. O espetro de
emissdo diz-nos que nem todos os fotdes emitidos tém a mesma energia, refletindo as varias
transi¢cdes que ocorrem do nivel vibracional mais baixo de S1 para os varios niveis vibracionais
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de SO, o que justifica o formato sinusoidal da curva de emissdao de fluorescéncia com o
comprimento de onda.

2.6.8 Supressao da fluorescéncia

A supressdo ou inibicdo da fluorescéncia (do inglés quenching), refere-se a qualquer processo
de diminuicdo da intensidade da emissdo de fluorescéncia de uma molécula. Este processo
pode resultar de varios mecanismos, que podem ser genericamente classificados em fatores
intrinsecos e extrinsecos. Esses processos de decaimento de eletrées no estado excitado podem
ser intrinsecos a prépria molécula ou intramoleculares podem resultar de interferéncias com
moléculas vizinhas e por isso se dizem intermoleculares. A supressao, em geral, é um processo
fisico e, portanto, ndo ocorrem reagdes quimicas de formagdo de novos produtos. Ou seja, apds
o decaimento, o fluoréforo ndo se converte num novo produto e, portanto, mantém a sua
estrutura molecular (Valeur & Berberan-Santos, 2012). Dos processos de interagdo com
moléculas vizinhas, apenas serd considerado o que ocorre por colisdo entre o fluoréforo e o
supressor. Ao interagir com o analito, os PQs sofrem o efeito de supressao de fluorescéncia. No
trabalho aqui apresentado os PQs funcionam como fluoréforo e a MMP7 como supressor.
Sendo um processo dependente do tempo, necessita que durante o tempo de vida do estado
excitado dos PQs ocorra uma colisdo com o supressor, resultando no regresso ao estado
fundamental com emissao de calor. Este processo é classificado de supressdao dinamica e
depende da difusdo das moléculas no meio. Outro processo designa-se por supressao estatica,
que difere da dinamica pela formagdo de um par fluoréforo-supressor no estado fundamental
e independente dos choques entre as moléculas. A supressdo estatica pode verificar-se nos
casos em que a difusdo das moléculas esta limitada a viscosidade elevada do meio ou em
matrizes rigidas. Em ambos processos de supressdo, a intensidade fluorescente apresenta um
decaimento exponencial que é proporcional a concentracdo do supressor, dada pela equacgao
de Stern-Volmer:

2 =1+ ksv[Q] (1)
Onde:
e F,éaintensidade de fluorescéncia na auséncia do supressor,
e [ éaintensidade de fluorescéncia na presenca do supressor,

e ks é aconstante de Stern-Volmer que descreve a eficiéncia de extingao,

e [Q] éaconcentracdo do supressor.

De uma forma geral, quando se representa graficamente a razdo F,/F em funcdo da

concentracdo do supressor, obtém-se uma relacdo linear em que o declive (ksy) representa a
constante de Stern-Volmer, a pressao e temperatura constantes.
No caso da supressdo estatica, a constante representa a constante de equilibrio de formacgao

do complexo (ks).
0 =1 +ksv[Q] =1+ ks[Q] (2)
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Sendo a supressao também dependente da concentracdo do supressor, a uma dada pressao e
temperatura. Em alguns casos pode verificar-se simultaneamente a ocorréncia da supressao
dindmica e estatica, o que conduz a um desvio da linearidade de Fy/F em fungdo da
concentragdo do supressor [Q].
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3 Procedimento Experimental

Neste capitulo serdo descritos os materiais e reagentes utilizados durante a realizacdo do
trabalho, bem como a caracteriza¢do dos materiais sintetizados, e os protocolos utilizados para
a sua producdo. O trabalho experimental iniciou-se com a sintese dos PQs com emissao no
laranja, seguidamente fez-se a sintese dos MIP@PQs e dos seus controlos NIP@PQs, seguindo-
se os estudos de detecdo, reprodutibilidade e seletividade para o biomarcador alvo MMP7, com
0 sensor biomimético sintetizado.
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3.1 Materiais

Ao longo do trabalho experimental foram utilizados os seguintes reagentes sem qualquer passo

de purificacdo adicional, conforme se apresenta na Tabela 3.

Tabela 3 — Lista de reagentes e devida origem comercial.

Reagentes

Origem comercial

P6 de teldrio (200 mesh, 99,8 %)

Alfa Aesar

Borohidreto de sddio (NaBH4, 99 %)

Fisher Chemical

Tetrametiletilenodiamina (TEMED)

Fisher Chemical

Cloreto de cddmio hemi (penta-hidratado) (CdCI2. 2. 5H20, 98 %)

Acros Organic

Hidrogenocarbonato de sédio (NaHCO3)

Panreac Quimica SA

Carbonato de sédio deca-hidratado (Na2CO3. 10H20)

Riedel-de Haén

Etanol (96 %)

Fluka

3-mercaptopropionic acid (3-MPA) Sigma-Aldrich
Cloridrato de aminoetil-2 metacrilato (AEMH.HCI) LabChem

Acrilamida (AAm) Sigma-Aldrich
N, N-metilenobis(acrilamida) (MBA) Sigma-Aldrich
Tampdo fosfato salino (PBS, do inglés Phosphate buffered saline) Sigma-Aldrich
MES (acido 2-(N-morfolino)etanossulfénico) Sigma-Aldrich
Tris-base (tris(hidroximetil)Jaminometano Sigma-Aldrich
Persulfato de amédnio (APS, do inglés Ammonium persulfate) Sigma-Aldrich

Soro liofilizado HN

PZ CORMAY S. A.

Antigénio carcinoembrionario (CEA)

VWR Life Science

Metaloproteinase de matriz 7 (MMP7) Sigma-Aldrich
Antigénio carbohidrato 19-9 (CA19-9) Biorbyt
Albumina de soro humano (HSA) Abbexa
Creatinina Fluka

3.2. Equipamentos e Técnicas de Caracterizacao

3.2.1. Espetroscopia de fluorescéncia

Todos os espetros de emissdo dos PQs bem como dos MIPs e NIPs sintetizados foram obtidos
com recurso a um espetrometro de fluorescéncia Lumina, da marca Thermo Scientific, equipado
com lampada de arco de xénon de 150 W como fonte luminosa. A velocidade de varrimento foi
de 600 nm/min, o tempo de integracio foi de 50 ms e o tempo de reacdo foi de 0,02 segundos.
As fendas de excitagdo e emissdo foram ajustadas para 20 nm e os filtros de emissdo e excitacao
foram ajustados para o ar. Todas as medicGes foram efetuadas numa cuvete de quartzo de
volume 350 pL com um percurso ético de 1mm.

34



Figura 14- Espetrémetro de fluorescéncia Lumina da Thermo Scientific.

3.2.2. Espetroscopia UV-Vis

Os estudos de ultravioleta-visivel (UV-vis) foram registados num espetrofotémetro Evolution
220 (Thermo Scientific) (Figura 15).

Figura 15-Espetrometro de ultravioleta-visivel Evolution 220.
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3.2.3. Espetroscopia de FTIR

Os espetros de infravermelhos por transformada de Fourier (FTIR) foram recolhidos utilizando
um espetrometro Nicolet iS10 acoplado a um acessério de amostragem de refletancia total
atenuada (ATR) com cristal de contacto de diamante (Figura 16) com uma resolu¢do de 8 cm-1
e uma gama espetral de 3750-850cm-1.

Figura 16- Espetrémetro de FTIR com ATR, Nicolet iS10

3.2.4. Espetroscopia de SEM e EDS

Figura 17- Microscépio Eletrénico de Varrimento SEM modelo FEI Quanta 400 FEG nas instalagdes do laboratdrio
CENTRO DE MATERIAIS DA UNIVERSIDADE DO PORTO (CEMUP)

As imagens de SEM (do inglés, Scanning Electron Microscopy) e as de espetroscopia de raios X
por dispersdo de energia, EDS (do inglés, Energy-dispersive X-ray spectroscopy), foram
adquiridas num modelo FEI Quanta 400 FEG operado a uma voltagem de aceleragdo de 15 kV.

36



3.3. Metodologias

3.3.1. Sintese dos PQs de CdTe@MPA

Para a obtengdo dos PQs de CdTe@MPA foi utilizado um protocolo de sintese em meio aquoso
de acordo com Piloto et al., com pequenas modifica¢des, a partir da sintese descrita na
literatura e funcionalizando a superficie dos PQs com o acido 3-mercaptopropionico (MPA)
(Piloto et al., 2018).

o
o

Figura 18- Esquema de equipamento utilizado durante a sintese dos PQs CdTe@MPA. (1) Placa de aquecimento
com agitagdo, (2) Baldo de fundo redondo com trés tubuladuras, (3) Termémetro e (4) Condensador Dimroth.

Na preparacdo do precursor de hidrogenotelureto de sddio (NaHTe), 180 mg de borohidreto de
sodio (NaBH4), 38,1 mg de telurio em pd (Te) e 5 mL de dgua ultrapura (previamente
desgaseificada com N2 gasoso) sdo misturados num gobelé. O gobelé é imerso num banho de
agua a 80°C com agitacdo continua. A reacdo prossegue até que o po negro de tellrio seja
totalmente convertido numa solugdo purpura de hidrogenotelureto de sédio (NaHTe). Esta
solucdo é altamente reativa e deve ser utilizada imediatamente na etapa seguinte.
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Figura 19- Preparagdo do precursor de hidrogenotelureto de sédio (NaHTe) e posterior adi¢do ao baldo de fundo
redondo onde decorre a sintese dos PQs CdTe@MPA.

Seguidamente, num baldo de trés gargalos sdo adicionados 100 mL de dgua ultrapura, 4,0 x 10-
3 mol de cloreto de cadmio e 6,8 x 10-3 mol de MPA. A mistura é desgaseificada com azoto
durante 30 minutos para remover qualquer oxigénio dissolvido. Apds a desgaseificacdo, a
solucdo do precursor ja previamente preparada, é injetada nesta mistura numa Unica adi¢do
rapida. A reagdo é permitida a prosseguir sob condi¢des de refluxo. O tamanho dos pontos
guanticos pode ser controlado ajustando a duragado do processo de refluxo.

Apds a sintese, os PQs sdo purificados por precipitacdo. em etanol absoluto, O precipitado é
separado por centrifuga¢do a 4000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. Apds a
centrifugacdo, os pellets sdo secos num exsicador a temperatura ambiente e mantidos sob
vacuo até remoc¢do completa dos solventes. Uma vez terminado o processo de secagem, os
pontos quanticos sdo triturados até a obtencdo de um pé fino e armazenados ao abrigo da luz.

3.3.2. Sintese dos MIP@PQs

Os MIP@PQs foram preparados por polimerizac¢do radicalar livre, com impressdo na superficie
de pontos quanticos de CdTe@MPA, aqui designados como MIP@PQs. Desta forma, incubou-
se uma solucdo de MMP7 (1 pg mL™) com uma suspensdo de PQs CdTe@MPA, emissores de
fluorescéncia no c.d.o. laranja (5 mg mL?), em PBS 0,01 M pH 74, durante 10 minutos, a
temperatura ambiente (Figura 20, passo 1). Paralelamente foram desgaseificadas as solucdes
do mondmero funcional e do agente reticulante com azoto, durante 10 minutos. Em seguida,
adicionou-se o cloridrato de metacrilato de aminoetilo (9,12 x 10°M) a mistura reacional e
agitou-se durante 10 minutos a temperatura ambiente. Centrifugou-se a suspensdo a 4000 rpm
a temperatura ambiente e ressuspendeu-se o pellet em 1 mL de PBS 0,01 M pH 7,4 junto com
o mondmero funcional acrilamida (AAM) (5,44 x 10° M) e a bis-acrilamida (MBA) (6,12 x 10°
M). Adicionaram-se igualmente o persulfato de amoénio (APS) (6,96 x 10® M) com
tetrametiletilenodiamina (TEMED) (2,32 x 10 M) e a polimerizacdo foi prolongada durante 30
minutos a temperatura ambiente (Figura 20, passo 2). Seguidamente centrifugou-se a mistura
reacional dos MIP@PQs a 4000 rpm durante 5 minutos a 20°C e descartou-se o sobrenadante.
Resuspendeu-se o pelletem 1 mL de PBS 0,01 M pH 7,4 e registou-se a sua fluorescéncia (Figura
20, passo 3). Fez-se a remoc¢ao da proteina MMP7 das cavidades dos MIP@PQs, com tampao
carbonato/bicarbonato 0,01 M a pH 9,2. Para isso, resuspenderam-se os MIP@PQs neste
tampao durante 24 horas e avaliou-se a eficiéncia da remocdo da proteina pela medicdo da sua
fluorescéncia. Depois ressupenderam-se os MIP@PQs num banho de ultrassons a uma poténcia
de 120 W e uma frequéncia de 40 kHz. Finalmente testou-se o reconhecimento de padrdes de
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proteina as cavidades impressas dos MIP@PQs por calibracdes em solucdo em PBS e em soro
humano liofilizado HN, diluido a 100 vezes em PBS (Figura 20, passo 4). Este protocolo foi
repetido para os NIP@PQs e para os PQs CdTe@MPA sem conjugagao aos MIPs.
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Figura 20- Representagdo esquematica da construgdo dos MIP@PQs para a proteina MMP7. Incubagdo da proteina
MMP7 a superficie dos PQs (1); Polimerizagdo na presenga do mondémero e do agente reticulante (2); Remogédo da
proteina MMP7 da matriz polimérica, com formagao das cavidades impressas (3); Reconhecimento da proteina
MMP7 as cavidades dos MIP@PQs (4).

Na otimizacdo do processo de sintese dos MIP@PQs foram ajustadas as condicGes
experimentais tais como os tempos de polimerizacgdo da sintese dos MIP@PQs, as
concentracdes de mondmero funcional e de agente reticulante e as condi¢Ges de remogao da
molécula molde das cavidades impressas dos MIP@PQs.

3.3.3. Calibragdao dos MIP@PQs em solu¢dao aquosa

Apds a remocdo da proteina das cavidades impressas, os MIP@PQs desenvolvidos neste estudo
foram avaliados como sensores biomiméticos para a detecdo do biomarcador MMP7, assim
como os seus controlos NIP@PQs. Foram igualmente avaliados os PQs CdTe @ MPA sintetizados,
para efeitos comparativos das respostas de calibragdo com os sensores impressos. Mediu-se a
variacdo do sinal de fluorescéncia destes trés sistemas em fun¢do da concentracdo de MMP7
em PBS 0,01 M pH 7,4, de acordo com a equacdo de Stern-Volmer (1). Prepararam-se padrdes
de MMP7 no intervalo de concentragdo [1x 1071° - 5x107] g mL®. Para cada ponto da curva de
calibracdo, foram calculados os desvios padrao (do inglés RSD relative standard deviation) e as
barras de erro correspondentes (S/N=3). Resumidamente, adicionaram-se a 190 pL de uma
suspensdo de MIP@PQs, 2 pL de solugdo padrdo de MMP7 na gama de concentracdes [1x 10'1°
-5x107] g mL?, ajustando-se o volume final a 200 puL com PBS 0,01 M pH 7.4. Mediu-se o sinal
de fluorescéncia dos MIP@PQs na presenca de cada padrdao de MMP7 em PBS. Repetiu-se este
protocolo para os NIP@PQs e para os PQs de CdTe@MPA. Repetiram-se as calibracGes dos trés
sistemas sensores no mesmo intervalo de concentracdes dos padrdes de MMP7 em soro
humano liofilizado HN, o qual foi previamente filtrado com membranas 50 kDa de cutoff de
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peso molecular e diluido a 100 vezes em PBS 0,01 M pH 7,4. A solucdo stock de MMP7 (2x10*
g mL?) foi mantida a -20°C em aliquotas com um volume de 50 plL. Durante a sua utilizacdo
estas foram mantidas a 4°C, pelo periodo maximo de cinco dias. Repetiram-se as calibracdes
para os trés sistemas sensores com os padrées MMP7 preparados na mesma gama de
concentracdo, mas desta vez em soro HN liofilizado diluido a 100 vezes em PBS 0,01 M pH 7,4.

3.3.4. Estudos de Estabilidade dos PQs e dos MIP@PQs

Foram estudados alguns fatores que condicionam a estabilidade dos PQs, tendo-se preparado
uma suspens3o de PQs a 5 mg mL* em diferentes meios, como &gua ultrapura a pH 5,6, e
diferentes tampoes bioquimicos a 0,01 M, tal como se verifica na Figura 22. Assim, testou-se a
estabilidade de uma soluco de PQs CdTe@MPA a5 mg mL™ em PBS a pH 7,4, em MES a pH 6,5
e em Tris-base a pH 7,4. As suspensdes dos PQs preparadas foram armazenadas a temperatura
ambiente e protegidas da luz.

3.3.5. Estudos de Seletividade dos MIP@PQs

Para avaliar a seletividade dos MIP@PQs para a MMP7, foram realizados testes de seletividade
utilizando quatro interferentes comumente presentes na matriz de soro humano. Foram eles a
albumina de soro humano (HSA), a creatinina e dois biomarcadores associados ao cancro
pancreatico, como o antigénio carcinoembrionario (CEA) e o antigénio carboidrato 19-9 (CA 19-
9). Os ensaios de seletividade dos MIP@PQs foram realizados na presenca e na auséncia de
MMP7 em PBS 0,01 M pH 7,4. Resumidamente, misturaram-se a 190 pL de uma suspensao de
MIP@PQs, 2 uL de solu¢io padrdo de MMP7 a 1 ug mL™* em PBS. Seguidamente, foi adicionada
uma solucdo padr3o de creatinina a 0,06 pg mL™ e o volume final foi ajustado para 200 pL com
PBS, como se mostra na Tabela 4. O processo foi repetido para a proteina HSA a 0,4 mg mL?, a
CA19-9a 10U mL'e a CEA a4 ng mL™. As suspensdes dos MIP@PQs foram incubadas durante
10 minutos a temperatura ambiente, ressuspendeu-se o pellet em 200 uL de PBS e procedeu-
se a leitura da fluorescéncia dos MIP@PQs. Este protocolo foi igualmente repetido para os
NIP@PQs.

Tabela 4- Interferentes utilizados nos estudos de seletividade e as presentes concentragdes iniciais (Ci), volume
inicial (Vi), concentragdo final (Cf) e volume final (Vf). Padrdes de dilui¢do preparados através da solugdo mae e do
PBS com a respetiva concentragao final.

Interferentes Ci Vi Cf Vf

Creatinina 6 (ug mL™) 2yl 0,06 (png mL?) 200 pl
HSA 40 (mg mL?) 2 ul 0,4 (ug mL?) 200 pl
CA 19-9 1k (U mLY) 2l 10 (U mL?) 200 pl
CEA 0,4 (g mL?Y) 2 ul 0,4 (ng mL?) 200 pl
MMP7 1 (ug mL?) 2 ul 10 (ng mL?) 200 pl

40



4. Resultados e Discussao

No ambito deste trabalho, decidiu-se funcionalizar a superficie dos PQs com o acido 3-
mercaptopropiénico (MPA) para detetar a MMP7. Esta opcao baseia-se por um lado, no facto
dos grupos funcionais da MMP7 poderem interagir com os grupos funcionais na superficie dos
PQs e por outro na carga superficial que estes grupos adquirem no tampao usado, resultando
numa variagao do sinal de fluorescéncia dos PQs na presenca da MMP7. Posteriormente, foram
sintetizados os sensores biomiméticos MIP@PQs para o biomarcador alvo MMP7. A seguir,
avaliou-se a resposta analitica desses sensores ao biomarcador alvo, tanto em tampao PBS
guanto em soro HN liofilizado. Ensaios de seletividade foram realizados para verificar a
especificidade do sensor biomimético na deteccdo do MMP7, considerando a presenca de
outras moléculas na matriz do soro HN. Para fins comparativos, foram também sintetizados os
correspondentes polimeros ndo impressos NIP@PQs em PBS. Ambas as respostas dos sensores
biomiméticos foram comparadas a resposta analitica dos PQs em suspensdo, com relagdo ao
biomarcador alvo. Todos os ensaios foram realizados em triplicado, assegurando a
reprodutibilidade e a confiabilidade dos resultados obtidos e garantindo a eficacia do sensor
biomimético na dete¢do do MMP7.
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4.1. Caracterizacao dos PQs de CdTe@MPA

4.1.1. Analise Espectral de Fluorescéncia

A Figura 21 representa os espetros de absorcdo e de emissdo de uma suspensdo de PQs de
CdTe@MPA a5 mg mL* em PBS 0,01 M pH 7,4. Tracou-se o espetro de excitacio da suspensdo
(curva preta) e tragou-se o espetro de emissdo da suspensdo (curva laranja). A suspensao foi
excitada a 480 nm, tendo-se registado um pico de emissdo de fluorescéncia a 606 nm (curva
laranja), correspondendo a emissdo de cor laranja da suspensao sob luz visivel e de cor laranja
fluorescente sob luz UV de 365 nm.
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Figura 21- Espetros de excitagdo (linha preta) e de emissdo de fluorescéncia (linha laranja) de uma suspensdo de
CdTe@MPA preparadaa 5 mg mL1em PBS 0,01 M pH 7,4.

4.1.2. Estudos de Estabilidade dos PQs

As propriedades de fluorescéncia dos pontos quanticos (PQs) podem variar ao longo do tempo,
dependendo de sua estabilidade quimica. Fatores que influenciam essa estabilidade incluem o
tamanho das nanoparticulas, o tipo de ligantes acoplados a superficie, o pH do meio em que
estdo suspensas e as condi¢cBes de armazenamento. Por exemplo, a presenca de ligantes
adequados pode prevenir a agregacdo dos PQs e proteger contra processos de oxidacdo,
enquanto o pH do meio pode afetar a carga superficial e a solubilidade das nanoparticulas,
influenciando sua estabilidade e propriedades oticas. Além disso, condi¢ées de
armazenamento, como temperatura e exposicdo a luz, podem levar a degradagao ou alteragdo
das caracteristicas dos PQs ao longo do tempo. Como se mostra na Figura 22, observa-se um
ligeiro aumento inicial na intensidade de fluorescéncia dos PQs no primeiro dia apds a sua
ressuspensdo nos tampdes, exceto na dgua ultrapura. Esse aumento pode estar relacionado
com as interagdes dos PQs com os ides presentes nos tampdes, que ajudam a estabilizar a
superficie das nanoparticulas e intensificam a sua fluorescéncia, um efeito conhecido como
passivacdo superficial. Por outro lado, a reducdo gradual da intensidade de fluorescéncia nos
dias subsequentes de armazenamento pode ser atribuida a foto-oxida¢cdo dos grupos tiol
presentes na superficie dos PQs em ambiente aquoso. Esse processo de oxidacdo leva a
precipitacdo das nanoparticulas de CdTe@MPA, o que resulta numa supressao da fluorescéncia
ao longo do tempo. Com base no estudo de estabilidade dos PQs, optou-se por utilizar tampao
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PBS 0,01 M, pH 7,4, para a impressdo da proteina MMP7. Esta escolha deve-se ao fato de que
este pH esta proximo do fisioldgico, o que ajuda a manter a conformacgdo nativa da proteina.
Manter o pH préximo ao fisioldgico é crucial para preservar a estrutura e fun¢do das proteinas,
evitando alteragdes conformacionais que possam comprometer sua atividade bioldgica.
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Figura 22- Estudos de estabilidade de suspensées de PQs de CdTe@MPA a 5 mg mL1, em PBS, MES e TRIS, meios
tampdo com 0,01 M de forga idnica e em agua ultrapura a pH 5,6.
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4.1.3. Efeito da Temperatura

O efeito da temperatura nas propriedades de uma suspensao de PQs de CdTe@MPA, a 5 mg
mL?! em PBS 0,01 M pH 7,4, foi investigado no intervalo de 23 a 100 °C. Este estudo visa avaliar
se variacdes de temperatura podem comprometer o desempenho dos sensores biomiméticos.
Alteracbes térmicas podem influenciar as propriedades dticas dos PQs, como a intensidade e o
comprimento de onda de emissdo, devido a mudancas na estrutura eletrénica e possiveis
efeitos de confinamento quantico. Compreender esses efeitos é essencial para garantir a
confiabilidade dos sensores em diferentes condi¢gdes térmicas.
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Figura 23- Efeito da temperatura nas suspensdes de PQs CdTe@MPA, em PBS 0,01 M pH 7,4. (B) Valores médios de
intensidade para cada valor de temperatura registado.

A andlise da Figura 23 revela que, apesar da ampla faixa de temperaturas estudada, a
intensidade de fluorescéncia dos PQs varia, inclusive na faixa biofisica de 25 a 50 °C. Essas
variagOes indicam a importancia de manter uma temperatura estavel durante a preparagdo do
sensor, minimizando flutuacGes térmicas que possam comprometer o seu desempenho.
Alteragbes na temperatura podem influenciar as propriedades éticas dos PQs, afetando a
precisdo e a confiabilidade dos sensores biomiméticos desenvolvidos neste trabalho.

4.1.4. Efeito da Diluigao

A Figura 24 ilustra o efeito da diluicdo de uma suspens3o inicial de PQs a 5 mg mL* em PBS,
através da adicdo de volumes de tampdo correspondentes aos padrbes utilizados numa
calibragdo. Calcularam-se os respetivos erros e o desvio padrdo relativo (RSD, %, S/N=3).
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Figura 24- Efeito da diluicdo de uma suspensdo de PQs a 5 mg mL! pela adi¢do de um volume equivalente de PBS,
correspondente ao volume do padrdo utilizado para a calibragdo e a diminuigdo da intensidade relativa de
fluorescéncia (10/1)

Observou-se uma redugao de aproximadamente 17,2 £ 1,45% na intensidade de fluorescéncia
da suspensdo de pontos quanticos (PQs) durante a sua diluigdo em PBS (Figura 24). Este efeito
de diluicdo das suspensdes de PQs também esta presente nos estudos de calibragdo dos MIPs
e dos seus controlos NIP@PQs com a proteina MMP7.

4.2. Caracterizacao dos MIP@PQs

Aimpressao a superficie dos PQs de CdTe@MPA foi escolhida como a melhor abordagem neste
trabalho para a producdao de MIPs, para garantir que as cavidades impressas permanecessem
em contacto préximo com a superficie dos PQs, o que é fundamental para minimizar efeitos de
resposta ndo especifica dos PQs a outras moléculas interferentes e desta forma contribuir para
uma maior afinidade e especificidade de ligacdo a molécula alvo MMP7. Utilizou-se a técnica
de polimerizacdo radicalar livre para a sintese dos sensores biomiméticos MIP@PQs e dos seus
controlos ndo impressos, os NIP@PQs. Durante o processo de polimerizacdo, foi necessario
ajustar alguns parametros para controlar o crescimento do polimero e evitar o aprisionamento
das moléculas-alvo dentro da matriz polimérica. Os ajustes incluiram o tempo de polimerizagao,
as concentragles de iniciador e catalisador e as concentracdes de mondmero e agente
reticulante.

4.2.1. Analise espectral de UV-Vis

Foram registados os espetros de absor¢do UV-Vis das suspensdes dos PQs a 5 mg mL! e das
suspensGes dos MIP@PQs e dos seus controlos, em PBS 0,01 M pH 7,4 (Figura 25). A
monitoriza¢do da remocdo da MMP7 dos polimeros impressos foi realizada através da leitura
UV-Vis dos sobrenadantes, uma vez que o acompanhamento grafico das suspensdes se revelou
inconclusivo devido ao carater continuo de absorcdo dos PQs nesta zona de c.d.o. e a prépria
opacidade da suspensdo polimérica (Figura 25, linha laranja continua).
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Figura 25- Espetro UV-Vis de uma suspensdo de PQs CdTe@MPA a 5 mg mL (linha laranja continua), de uma
solugdo de proteina MMP7 a 1 ug mL1 (linha roxa continua), de uma suspensdo de MIP@PQs (linha amarela
tracejado fino) e dos seus controlos NIP@PQs (linha verde tracejado fino), apds lavagem com tampao
carbonato/bicarbonato pH 9,2, dos sobrenadantes dos MIP@PQs (linha laranja tracejado grosso) e dos seus
controlos NIP@PQs (linha verde tracejado grosso), apds ressuspensdo em PBS 0,01 M pH 7,4.

Na Figura 25, observa-se igualmente um pico maximo de absorg¢ao da proteina por volta dos
230 nm (Figura 25, linha roxa continua), o qual se seguiu nas solu¢des dos sobrenadantes dos
MIP@PQs até ao seu desaparecimento, indicando a remogao da proteina dos mesmos (Figura
25, linha laranja tracejado grosso).

4.2.2. Ajuste das condi¢oes de impressao do biomarcador

Durante o procedimento de impress3o, utilizou-se uma concentracio de MMP7 a1 pg mL?t e
testou-se a polimerizagdo por FRP apds 30 minutos (Figura 26). Observa-se apds a impressao
gue a intensidade de fluorescéncia dos MIP@PQs diminui em relacdo aos seus controlos ndo
impressos NIP@PQs, evidenciando o efeito da presenga da proteina na polimerizacdo (Figura
26, curva polimerizac¢do).
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Figura 26-Emissdo de fluorescéncia obtida durante a sintese dos sensores biomiméticos MIP@PQs e dos seus
controlos NIP@PQs em PBS 0,01 M pH 7,4, para uma impressdo de MMP7 a 1 mg/mL e 30 minutos de
polimerizagdo.
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Apds a remogao da proteina dos MIP@PQs, observa-se um ligeiro aumento na intensidade de
fluorescéncia, o que ndo ocorre nos NIP@PQs (Figura 26, curva de lavagem). Este fendmeno
pode ser atribuido ao facto de que a impressdo da proteina na superficie dos PQs aumenta a
interacdo com as cavidades de reconhecimento impressas, facilitando uma interagao direta e
eficiente entre os sitios de impressao e a molécula molde, devido a maior acessibilidade dessas
areas. Além disso, essa abordagem proporciona uma interacdo mais rdpida com a molécula
molde. Na impressdao em bulk, os sitios de reconhecimento podem ser distribuidos por todo o
volume do polimero de forma aleatdria, incluindo regides internas de dificil acesso. Como
resultado, a molécula alvo pode ficar "aprisionada" dentro da matriz polimérica, o que ndo
apenas dificulta sua remog¢do, mas também compromete a eficiéncia de reutilizagdao do material
impresso.

4.2.3. Ajuste das condi¢oes de polimerizagao

Com o objetivo de garantir uma melhor qualidade e sensibilidade ao sensor biomimético, foram
ajustados os fatores que podem influenciar a polimerizagdo por FRP, usada na sintese dos
MIP@PQs, como as concentra¢des do monémero (AAM) e do agente reticulante (MBA), com
énfase na razao entre eles, como se mostra na Tabela 4. Estas raz6es foram também testadas
para trés tempos de polimerizagao, 30 minutos, 1 hora e 2 horas (Figura 27).

Tabela 4 - Concentragdes utilizadas e correspondentes razGes de mondmero e crosslinker usadas na polimerizagdo
FRP.

Monodmero: reticulante 1:1 1:5
AAM 1x10° M 1x10°> M
MBA 1x10° M 5x10° M

Nos graficos da Figura 27, mostram-se os efeitos das diferentes razGes de (mondémero:
reticulante) sobre a intensidade de fluorescéncia dos MIP@PQs, para trés tempos de
polimerizacdo (30 minutos, 1 hora e 2 horas).
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Figura 27- Efeito das razdes (mondmero: reticulante) usadas na sintese dos MIP@PQs por FRP em PBS 0,01 M pH
7,4, para diferentes tempos de polimerizagdo. Razdo (mondmero:reticulante) (1:1) (A); razdo
(mondmero:reticulante) (1:5) (B).

Da analise dos graficos da Figura 27, verifica-se que a razdo (1:5) proporciona uma maior
intensidade de fluorescéncia para os MIP@PQs comparativamente aos NIP@PQs, para o tempo
de polimeriza¢do de 2 horas. Ja na razdo (1:1), o aumento do tempo de polimerizagao para 2
horas desfavorece esta tendéncia. Os resultados indicam que a razdo (1:5), combinada com um
tempo de polimerizacdo de 2 horas, proporciona a melhor condicdo de polimerizacdao da
proteina-alvo MMP7 nos MIP@PQs, uma vez que a diferenca de fluorescéncia entre os MIPs e
os NIPs é mais acentuada. Dessa forma, essa condicdo foi escolhida para a sintese dos
MIP@PQs.

4.2.4. Ajuste das condi¢oes de lavagem

As condicGes de lavagem dos MIP@PQs foram ajustadas apds a etapa de polimerizagdo, com o
objetivo de avaliar se este processo melhorava a remocao da proteina das cavidades e facilitava
a desaglomeracdo de possiveis agregados de PQs na matriz polimérica (Figura 28A). Conforme
se mostra na Figura 28A, a sonica¢do por 10 minutos nao foi eficaz, pois levou a uma reducdo
na fluorescéncia dos MIP@PQs em comparacdo com os NIP@PQs. Em contrapartida, a
sonicacdo por 30 minutos aumentou a fluorescéncia dos MIP@PQs em relagdo aos polimeros
ndo impressos. Estes resultados indicam que a combinacdo de lavagem com tampao
carbonato/bicarbonato por 24 horas, seguida de sonica¢do por 30 minutos, proporciona uma
remoc¢ao mais eficiente da proteina MMP7 das cavidades impressas, estabelecendo-se como a
condicdo ideal para o processo de lavagem.
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Figura 28- Ajuste das condigdes de lavagem dos MIP@PQs e dos seus controlos NIP@PQs.

A reducdo do ciclo de lavagem para 6 horas nao resulta em boas curvas de calibragdo para os
MIP@PQs, conforme se mostra na Figura 28B, nem para os controles NIP@PQs, apresentados
na Figura 28C.
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4.3. Analise estrutural dos PQs de CdTe@MPA

4.3.1. Anadlise FTIR

Foram adquiridos os espetros de infravermelhos com transformada de Fourier (FTIR) dos
polimeros molecularmente impressos MIP@PQs, dos correspondentes controlos, NIP@PQs e
dos CdTe@MPA sintetizados neste trabalho para analisar e identificar os grupos funcionais e
comparar diferengas estruturais entre os materiais (Figura 29). Esta andlise é crucial para
compreender a composi¢do quimica de cada material, avaliar a eficicia da impressao nos MIPs
e determinar a extensao da polimerizagdo e avaliar a eficdcia do processo de lavagem utilizado
para a remogao da proteina da matriz polimérica. Os espetros FTIR dos MIP@PQs e dos seus
controlos NIP@PQs mostram bandas de absorcdo largas a 3332,81 cm™ (MIPs) e a 3322,87 cm’
1 (NIPs), que s3o atribuidas a vibracbes de estiramento O-H de grupos hidroxilo ou estiramento
N-H de aminas ou amidas. Estes picos apontam para a presenca de grupos funcionais de liga¢ao
de hidrogénio nos polimeros impressos e nao impressos. A amostra dos PQs CdTe@MPA
apresenta uma banda larga a 3315,10 cm™, indicando o estiramento O-H de &cidos carboxilicos
no agente de revestimento ou moléculas de dgua adsorvidas. O aparecimento uniforme destas
bandas nos trés materiais mostra a existéncia de grupos O-H ou N-H, que sdo necessarios para
as interagdes de ligacdo de hidrogénio nas redes de polimeros e na superficie dos pontos
qguanticos. Ambos espetros de MIP@PQs e de NIP@PQs mostram bandas de absorg¢do
significativas a 1714,46 cm™ (MIPs) e 1714,21 cm™ (NIPs), correspondentes as vibracdes de
estiramento de grupos carbonilo (C=0), que se encontram frequentemente em amidas. Estes
grupos carbonilo derivam muito provavelmente de agentes de reticulagdo ou de moléculas
modelo remanescentes em matrizes poliméricas. No entanto, este pico esta visivelmente
ausente dos espetros dos PQs CdTe@MPA. Este facto deve-se provavelmente a coordenagao
do grupo carboxilato no MPA com a superficie de CdTe, que transforma o grupo carbonilo livre
num ido COO°, removendo assim o sinal significativo de estiramento C=0 habitualmente
registado para acidos carboxilicos livres.
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Figura 29- Espetros de FTIR de amostras dos PQs CdTe@MPA com emissdo no laranja (linha violeta), dos MIP@PQs
(linha azul-escura) e dos seus controlos NIP@PQs (linha roxa) apds o passo da remogao da proteina.

As bandas de absor¢do a 1556,49 cm-1 (MIP@PQs) e 1552,81 cm-1 (NIP@PQs) sdo
predominantemente devidas a vibra¢des de flexdo N-H (amida Il). A amostra dos PQs
CdTe@MPA apresenta também uma banda de absor¢do a 1554,48 cm-1, indicando um
estiramento assimétrico do grupo COO-. Isto confirma a presenca de ides carboxilato
desprotonados em coordenagdo com os pontos quanticos de CdTe. Apresenta ainda um
estiramento simétrico do grupo COO- a 1394,85 cm-1, o que é observado de forma semelhante
nos espetros dos MIPs (1393,92 cm-1) e dos NIPs (1394,05 cm-1). Enquanto nos PQs este
estiramento assimétrico estd relacionado com a ligagdao do MPA aos pontos quanticos, nos MIPs
e nos NIPs, derivam provavelmente de cadeias laterais de amidas no polimero. Ambos os
espetros MIP@PQs e NIP@PQs mostram vibracdes de estiramento C-O a 1271,29 cm-1 e
1270,01 cm-1, do grupo carbonilo na forma amida na matriz polimérica. Estes grupos funcionais
sdo necessarios para a reacao de ligacdo cruzada no polimero. Os espetros dos PQs CdTe@MPA
mostram uma banda de absor¢do comparavel a 1271,59 cm-1, indicando o estiramento C-O do
grupo carboxilo do MPA. Os picos a 953,85 cm-1 no espetro dos MIP@PQs e 954,91 cm-1 no
espetro dos NIP@PQs indicam vibragdes de flexdo C-H fora do plano. Estes picos indicam a
presenca de grupos vinilicos na matriz polimérica, que ajudam a manter a integridade estrutural
e funcionalidade dos dois polimeros preparados. Os espetros dos PQs CdTeMPA revelam um
pico a 932,00 cm-1, indicando a flexdo C-H nas cadeias alifaticas do agente de funcionaliza¢do
MPA. Embora a posicdo da banda de flexdo C-H no espetro dos PQs varie significativamente,
confirma a existéncia de grupos alifaticos nas trés amostras, embora em configuracbes
estruturais diferentes. Sdo igualmente visiveis nestes espetros as bandas de absor¢do a 583,10
cm-1 e 664,46 cm-1, que correspondem a vibra¢des de estiramento do Cd-S. Estas bandas ja
ndo estdo visiveis nos espetros dos MIPs e dos NIPs. A existéncia de estiramento Cd-S na
amostra dos PQs demonstra que os pontos quanticos foram cobertos com sucesso com MPA,
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indicando que o grupo tiol (-SH) do MPA formou uma ligagdo estavel com os &tomos de cadmio
nos pontos quanticos.

4.3.2. Analise SEM e EDS

Foram obtidas as imagens de SEM e a respetiva andlise EDS, de suspensdes de PQs CdTe@MPA,
dos MIP@PQs e dos seus controlos NIP@PQs em PBS, apds o passo da remocdo da proteina,
como se mostra na Figura 30.
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Figura 30- Espetros de SEM e respetiva andlise EDS, de suspensdes de PQs CdTe@MPA com emissdo no laranja a) e
zi); dos MIP@PQs b) e zii); e dos seus controlos ndo impressos NIP@PQs c) e ziii), apds remogdo da proteina.

De acordo com as imagens de SEM, os PQs de CdTeMPA apresentam-se como aglomerados com
um tamanho médio aproximado de 50 nm (Figura 30a). Tanto os materiais poliméricos
MIP@PQs (Figura 30b) quanto NIP@PQs (Figura 30c) apresentam um didametro médio maior
devido ao crescimento do polimero. No entanto essa diferenca de tamanho torna-se pouco
percetivel entre MIPs e NIPs. A andlise por EDS mostrou que os elementos carbono, oxigénio,
cadmio e teldrio estdo dispersos pela superficie do polimero. Além disso, essa analise revelou
gue o elemento carbono é encontrado em menores quantidades nos polimeros impressos em
comparagdao com os controles ndo impressos, provavelmente pela presenga de uma estrutura
menos densa como resultado da remocdo da proteina (Figura 30, zii). Adicionalmente, os
polimeros impressos MIP@PQs apresentam uma maior contagem do elemento oxigénio
comparativamente com os seus controlos NIP@PQs (Figura 30, ziii), o que pode ser atribuido a
residuos de proteina que tenham ficado retidos na matriz polimérica. As zonas mais brilhantes
das imagens de SEM correspondem a materiais com maior niumero atémico e por isso
associados aos PQs. Como os pontos quanticos estdo conjugados com os MIPs, as zonas mais a
cinzento poderdo corresponder a elementos de nimero atémico mais baixo e por isso as zonas
de material polimérico (Figura 30, zii). Todas as andlises de EDS mostram que os elementos
cadmio e enxofre estdo presentes nos MIPs@PQs (Figura 30, zii), nos seus controlos NIP@PQs
(Figura 30, ziii) e nos PQs CdTe@MPA (Figura 30, zi).
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4.4. Calibragao dos MIP@PQs

O desempenho dos MIP@PQs, dos seus controlos NIP@PQs e dos PQs de CdTe@MPA foi
avaliado na presenca da proteina alvo MMP7 em PBS e em soro a 1% em PBS. Utilizou-se o
método da curva de calibracdo para expressar a relacdo entre o sinal 6tico dos materiais
impressos e a concentracdo de MMP7 em solucao.

4.4.1. Calibragao em PBS

Registou-se o sinal de fluorescéncia dos MIP@PQs preparados por impressdao em superficie de
MMP7 a 1 ug mL-1 em PBS, com uma concentragdo de 2 mg mL-1 (Figura 31). A Figura 31A
apresenta as curvas de calibragao obtidas apds 10 minutos de incubagao com cada padrap de
MMP7. A Tabela 5 apresenta os dados analiticos, que foram analisados utilizando a equagdo de
Stern-Volmer (1). Aqui, FO e F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca
da proteina MMP7, respetivamente, kSV é a constante de Stern-Volmer, e [Q] é a concentragao
da proteina MMP7 carregada na suspensao. Os MIP@PQs apresentaram uma correlagdo linear
na extin¢do da fluorescéncia (F/F0) tal como se verifica na Figura 31A. O fator de impress&o (IF)
é determinado pela acessibilidade do local da substancia a analisar e pela resisténcia a
transferéncia de massa através da matriz polimérica. J4 as calibra¢gdes com nanoparticulas de
PQs, ndo revelaram a mesma diminuicdo do sinal de fluorescéncia com concentra¢des
crescentes de MMP7 em PBS no mesmo intervalo de concentragao (Figura 31C).
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Figura 31-Espetros de emissdo de fluorescéncia dos MIP@PQs (A) e dos seus controlos NIP@PQs (B), ap0s calibragdes
com padroes de MMP7 em PBS 0,01M, pH 7,4. Os MIP@PQs foram previamente preparados por impressdo em
superficie de MMP7 a 1 ug mLt em PBS, com uma concentragdo de 2 mg mL1.
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Tabela 5- Célculo dos parametros analiticos, LR, LOD, ks e IF, para as calibragdes dos MIP@PQs, dos seus controlos
e dos PQs com emissdo na regido laranja, a 2 mg mL1, com MMP7 no intervalo de concentragées [0,1 a 500] g mL?
em PBS 0,01 M, pH 7,4, apds 10 minutos de incubagdo a temperatura ambiente.

Dados PQs MIP@PQs NIP@PQs
LR (ng ml-1) [1,0-50,0] [1,0-50,0] [1,00 - 50,0]
LOD (ng ml-1) 344 0,93 5,30
ksv 0,0046 -0,108 -0,0520
ik e 209 e

Os MIP@PQs preparados a 2 mg mL* apresentaram a melhor resposta analitica (ksy = 0,108,
Figura 31A, Tabela 5) em comparag¢do com os NIP@PQs (ksy = 0,0520, Figura 31B) e com os PQs
(ksy = 0,0046, Figura 31C). Os MIP@PQs atingiram um LOD superior de 0,93 ng mL* (5/N=3) e
um IF de 2,09 (Tabela 5). O intervalo de linearidade (do inglés: Linear range, LR) situou-se entre
0,1 e 50 ng mL?, sendo este valor inferior ao valor de corte da MMP7 associado ao cancro
pancreatico (superior a 5 ng mL?).
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Figura 32- Espetros de emissdo de fluorescéncia dos MIP@PQs (A) e dos seus controlos NIP@PQs (B), apds
calibragdes com padrées de MMP7 em PBS 0,01M, pH 7,4. Os MIP@PQs foram previamente preparados por
impressdao em superficie de MMP7 a 1 pg mLt em PBS, com uma concentragdo de 5 mg mL1.
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Tabela 6- Calculo dos parametros analiticos, LR, LOD, ks e IF, para as calibragdes dos MIP@PQs, dos seus controlos
e dos PQs com emissdo na regido laranja, a 5 mg mL1, com MMP7 no intervalo de concentragdes [0,1 a 500] ng mL-
1em PBS 0,01 M, pH 7,4, ap6s 10 minutos de incubagdo a temperatura ambiente.

Dados PQs MIP@PQs NIP@PQs
LR (ng ml-1) [0,10 - 50,0] [0,10 - 50,0] [0,10 - 50,0]
LOD (ng ml-1) 4,02 1,46 4,07
ksv -0,0842 -0,0584 -0,0518
S 1,13 e

Os MIP@PQs preparados a 5 mg mL! comparativamente com os preparados a 2 mg mL?,
apresentaram um desempenho analitico inferior (ksy = 0,0584, Figura 32A, Tabela 6). Observou-
se 0 mesmo efeito nos controlos NIP@PQs (ksy = 0,0518, Figura 32B) e nos PQs (ksy = 0,0842,
Figura 32C). Além disso, os MIP@PQs preparados a 5 mg mL?, pioraram o seu LOD para 1,46 ng
mL™ (S/N=3) e diminuiram o seu valor de IF para 1,13 (Tabela 6). A faixa de linearidade manteve-
se para os MIP@PQs preparados a 5 mg mL?, entre 0,1 e 50 ng mL™.

4.4.2. Calibragcdo em Soro

Este estudo oferece uma visdo concisa do que ocorreria num cenario real, onde proteinas
adicionais estdo presentes no soro humano. Para isso, utilizou-se o soro Cormay HN, um soro
humano liofilizado destinado ao controle de qualidade rotineiro de constituintes inorganicos,
organicos e enzimaticos, geralmente dentro da faixa normal. Para evitar que o sinal de
fluorescéncia dos PQs fosse significativamente atenuado, o soro foi diluido 100 vezes em PBS
0,01 M, pH 7,4. Considerando a melhor resposta analitica dos MIP@PQs preparados a 2 mg mL-
1, as calibragGes em soro diluido a 1% em PBS foram realizadas com essa concentragao.
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Figura 33- Espetros de emissdo de fluorescéncia dos MIP@PQs (A) e dos seus controlos NIP@PQs (B), apds
calibragdes com padrdes de MMP7 em soro humano diluido a 100 vezes. Os MIP@PQs foram previamente
preparados por impressao em superficie de MMP7 a 1 ug mLt em PBS, com uma concentragdo de 2 mg mL1.
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Tabela 7- Célculo dos parametros analiticos, LR, LOD, ksv e IF, para as calibragbes dos MIP@PQs, dos seus controlos
e dos PQs com emissdo na regido laranja, a 2 mg mL1, com MMP7 no intervalo de concentragdes [0,1 a 500] ng mL-
1 em soro humano diluido a 100 vezes em PBS 0,01 M, pH 7,4, apds 10 minutos de incubagdo a temperatura
ambiente.

Dados PQs MIP@PQs NIP@PQs
LR (ng ml-1) [1,0 - 50,0] [1,0 - 50,0] [1,0 - 50,0]
LOD (ng ml-1) 7,44 1,26 23,2
ksv -0.0834 -0,0597 -0,124
F e 0.4813 e

Nas calibragBes em soro, os MIP@PQs pioraram a sua resposta analitica (ksy = 0,0597, Figura
33A) em comparacdo com os NIP@PQs (ksy = 0,124, Figura 33B) e com os PQs (ksy = 0,0834,
Figura 33C). De facto, os MIP@PQs diminuiram o seu LOD para 1,26 ng mL* (S/N=3) e
atendendo a que ndo se verificou uma correlagdo linear dos NIP@PQs em func¢do da
concentracdao de MMP7 em soro, ndo foi possivel calcular o valor de IF neste meio. Também se
verificou uma diminuicdo do intervalo de linearidade dos MIP@PQs neste meio entre 1 e 50 ng
mL?, (Figure 33A, Tabela 7).
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4.5. Estudos de seletividade dos MIP@PQs

Nos estudos de seletividade, tomou.se como referéncia o sinal de fluorescéncia dos MIP@PQs
na presenca do padr3o P3 de MMP7 a 10 ng mL®. Normalizaram-se os valores dos MIP@PQs e
dos seus controlos NIP@PQs na auséncia de MMP7, de modo que todos os valores
apresentados na Figura 34 sdo comparados a esse referencial normalizado.
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Figura 34 — Estudos de seletividade dos MIP@PQs e dos seus controlos NIP@PQs, na presenga de MMP7 a 10 ng mL
1(A) e na auséncia de MMP7 (B), para quatro interferentes, CA 19-9 a 10 U mL, CEA a 4 ng mL?, creatinina a 0,06
ug mL1 e HSA a 0,4 mg mL1, em PBS 0,01 M pH 7,4.

Da andlise da Figura 34A, a presenca de MMP7 isoladamente, faz diminuir a intensidade de
fluorescéncia dos MIP@PQs em (21,8 + 1,92) %. Na presenca conjunta com CA19-9, verifica-se
que a perda de sinal dos MIP@PQs é intensificada (30,1 £1,02) %, ja a CEA, causa uma perda de
sinal de (24,1 + 1,62) %, e a HSA e a creatinina causam uma perda semelhante (22,3+ 1,52) % e
(22,5 £ 1,63) %, respetivamente. Dado que o maior decréscimo de fluorescéncia dos MIP@PQs
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ocorre na presenca isolada da molécula alvo MMP7, estes resultados sdo indicativos de que os
MIP@PQs tém maior seletividade para a proteina MMP7, mesmo na presenca de outros
interferentes. Esta suposicao foi reforcada num outro estudo de seletividade, onde se avaliou
a presenca de cada interferente isoladamente, como se mostra na Figura 34B. Da andlise desta
Figura verifica-se que a exposicdo dos MIP@PQs a CA19-9 resultou numa diminuicdo da
fluorescéncia em (30,2 +1,42) %, um valor comparavel a redugdo observada na presenca
conjunta com MMP7 (30,1 + 1,02) %. O mesmo acontece com a CEA e com a creatinina, com
uma perda de sinal menos drastica (16,3 * 1,21) % e (18,3 #1,21) %, respetivamente,
comparativamente a perda de sinal na presenca de MMP7 (24,1 + 1,62) % e (22,5 + 1,63) %,
respetivamente. Quando a HSA esta presente isoladamente em PBS, observa-se uma redug¢do
na fluorescéncia dos MIP@PQs de (8,01 +1,33) %. No entanto, na presenga conjunta com
MMP7, a sua contribuicdo para a diminui¢cdao do sinal de fluorescéncia dos MIP@PQs é
negligenciavel. Em conclusdo, os estudos de seletividade indicam que os sensores biomiméticos
MIP@PQs desenvolvidos para a MMP7 sdo seletivos para esta proteina.
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5. Conclusoes e perspetivas futuras

Neste capitulo, sdo apresentadas as conclusdes finais do trabalho, assim como as suas
consideracdes e estudos futuros.

5.1. Conclusoes Finais

A detecao precoce do cancro do pancreas é essencial devido a sua dificil identificagdo nas fases
iniciais e a alta taxa de mortalidade associada. Diante dessas dificuldades, o desenvolvimento
de sensores biomiméticos para dete¢dao de biomarcadores tornou-se uma drea promissora,
destacando-se pela sensibilidade e baixo custo.

Nesta dissertacdo, foi desenvolvido um sensor biomimético MIP@PQs, para detetar o
biomarcador MMP7, usado no tratamento e monitoriza¢do do cancro do pancreas. A estratégia
de impressao em superficie foi utilizada para criar cavidades de reconhecimento especifico para
a MMP7, facilitando a sua remog¢do da matriz polimérica e aprimorando a capacidade de
reconhecimento do sensor biomimético desenvolvido, o qual apresentou alta sensibilidade e
seletividade em PBS 0,01 M a pH 7,4, com boa reprodutibilidade e estabilidade
fotoluminescente. A ampla faixa de detecdo do biomarcador alvo em soro HN diluidas 100
vezes, demonstrou o potencial dos MIP@PQs como sondas sensiveis para detecdo e
monitorizacdo do biomarcador MMP7 no cancro do pancreas. Comparado com outros
sensores, 0 sensor biomimético desenvolvido neste estudo apresentou, em soro humano a 1%
em PBS, um intervalo de linearidade mais curto, de [1,00 a 50,0] ng mL™", e um limite de detecio
(LOD) de 1,26 ng mL™, inferior aos valores reportados na literatura (entradas 1 e 3 da Tabela 1).
Estratégias para melhorar estes parametros analiticos estdo previstas em trabalhos futuros,
visando otimizar a resposta analitica dos MIP@PQs ao biomarcador alvo, MMP7.

5.2. Perspetivas futuras

No futuro seria interessante testar o sensor em amostras reais e desenvolver um modelo
portatil e que ndo recorra a equipamentos dispendiosos. Este sensor conseguiria chegar a
diferentes regidoes e apoiar toda a populagdo. Isto permitiria as equipas de saude utilizar o
dispositivo para monitorizar os pacientes com esta doenca a nivel local. Esta abordagem da
patologia num contexto de prevencdo de recidivas, diminuiria o custo dos cuidados de satude
em fases avancadas da doenca levando a uma diminuicdo dos gastos de monitorizagdo e
aumentando ao mesmo tempo a eficacia dos tratamentos e consequentemente o aumento da
sobrevida a 5 anos.
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