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Resumo

O presente trabalho descreve a preparacdo um anticorpo plastico (MIP, do inglés
Molecularly Imprinted Polymer), i.e., de natureza sintética para detecdo de hemoglobina (Hb) e
sua aplicacdo na construgdo de dispositivos de pequena dimensdo, portateis, e de baixo custo,

que possam ser usados em analises de rotina de Hb em Point-of-Care (POC).

O polimero impresso foi obtido por polimerizacdo de superficie em esferas de silica. Este
processo foi iniciado pela ligacdo covalente da Hb as esferas, tendo-se permitido posteriormente
a sua interagdo os mondmeros carregados (cloridrato de metacrilato de 2-aminoetil, AEMH, e
estireno sulfonico, (SSA), para subsequente polimerizacdo com material neutro, como o estireno
e divinilbenzeno (DVB). Por dltimo, a Hb foi removida por clivagem de ligagdes peptidicas,
atraves da atuacdo de proteinase K. Para controlo da eficiéncia da impressdo da Hb no material
sintético foi dimensionado um material analogo, obtido sem adi¢do de proteina e aqui
identificado por NIP (do inglés, Non-Imprinted Polymer). Para controlo do efeito dos
mondmeros carregados na afinidade de ligacdo entre a Hb e o seu anticorpo plastico, foram
preparados materiais andlogos onde o local de ligacdo foi dimensionado sem monomeros

carregados.

Todos os materiais produzidos foram utilizados na preparacéo de sensores potenciométricos
e comparados relativamente a sua afinidade e seletividade de ligacdo a Hb, por avaliacdo e
comparacgdo do desempenho analitico destes dispositivos. Os materiais NIP ndo foram capazes
de gerar sinal analitico na presenca de Hb, confirmando a existéncia de locais especificos para
ligacdo desta proteina nos anticorpos plasticos MIP. O reconhecimento da estereoquimica da Hb
foi confirmado pela auséncia da capacidade de ligacdo dos materiais ndo-impressos, 0s Nipas,
obtidos por impressdo sem molécula molde. A andlise por microscopia electronica de

varrimento confirmou a modificacdo da superficie das particulas de silica.

O material bio mimético foi disperso em membranas seletivas PVC plastificado e usado na
detecdo de Hb na transducdo potenciométrica. Algumas membranas apresentaram uma elevada
afinidade para a Hb, adquirindo a sua cor vermelha apds vérias calibracdes. A presenca de Hb
nestas membranas foi confirmada por remogdo da membrana do corpo do elétrodo e sua
utilizacdo em realizacdo de estudos qualitativos com base em técnicas de Infravermelho com

Transformada da Fourier, microscopia ética e microscopia confocal de Raman.

As melhores caracteristicas de resposta foram obtidas em tampédo HEPES de pH 5, com as

membranas MMA. Sob esta condicdo, os limites de detecdo foram 43,8ug/mL, com uma



resposta linear a 83,8 pg/mL, com uma inclinacdo cationico de 40,4 mV / década. A aplicacéo

analitica foi realizada com sucesso e mostrou resultados exactos e precisos.

Palavras-chave: Impressdo molecular em superficie; sensor; hemoglobina; potenciométrica;

elétrodos seletivos de ido.
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Abstract

This work describes the preparation of Molecularly Imprinted Polymers (MIPs) acting as
antibodies of synthetic nature, for the detection of Haemoglobin (Hb) and its application in

small, portable and low cost devices for routine use in Point-Of-Care (POC).

The imprinted polymer was created by surface imprinting technique on silica particles. Hb
was first bound to the silica material and after arranged let arrange around charged monomers,
2-aminoethyl methacrylate hydrochloride (AEMH) and styrene sulfonic acid (SSA). A neutral
surrounding environment was created around these by subsequent polymerization of Styrene
and Divinylbenzene (DVB). Finally, the template was removed by imine cleavage after
treatment with proteinase K. In order to control the efficiency of the imprinting process, a Non-
Imprinted Polymer (NIP) was synthesized by the same way but without the template. The
control of the effect of the charged monomers was followed by a polymer prepared similarly but

without these charged monomers.

All materials were used to produce potentiometric sensors and compared with regard to
their affinity and selectivity for Hb by evaluating their analytical. The NIP materials were
unable to change the potential values of the device in different Hb concentrations, meaning that
there were specific site for Hb binding created by means of its imprinting. The stereochemical
recognition of Hb was confirmed by the non-rebinding ability displayed by non-imprinted
(NIM) materials, obtained by imprinting without a template. SEM analysis confirmed the
surface modification of the silica beads.

The biomimetic material was dispersed in plasticized PVVC selective membranes and used as
ionophores in potentiometric transduction of Hb. Some membranes showed a high affinity for
Hb, retaining a red color in the selective membrane after calibration. The presence of Hb inside
these membranes was confirmed by removing the membrane from the electrode body and
proceeding with its qualitative analysis by means of Fourier transform infrared spectroscopy,

optical microscopy and Raman confocal microscopy.

Good features were obtained in HEPES buffer of pH 5 with membranes MMA. Under this
condition, the limits of detection were 43.8ug/mL for a linear response after 83.8 pg/mL with a
cationic slope of 40.4 mV/decade. The analytical application was conducted successfully and

showed accurate and precise results.

Keywords: Surface molecular imprint; sensor; Hemoglobin; Potentiometry; lon-selective

electrodes.
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1. Introducao

Neste capitulo sdo apresentados 0s varios aspectos tedricos que sustentam o trabalho
realizado ao longo desta dissertacdo. Para este efeito, focam-se aspectos relacionados com a
proteina que é alvo deste estudo, a hemoglobina (Hb), abordando-se genericamente a sua
composicao e importancia. Numa fase posterior referem-se aos aspectos técnicos relevantes com

o0 desenvolvimento de um biossensor para monitorizagédo de Hb.

1.1  Hemoglobina

A Hb é um componente vital para o ser humano, estando presente no sangue em altas
concentragcdes. Este componente integra os eritrocitos e tem como missdo fundamental
transportar o oxigénio (O,) desde os 6rgdos respiratorios até aos tecidos periféricos e o dioxido
de carbono (CO,) desde os tecidos periféricos até os pulmdes [1].

Do ponto de vista quimico, a Hb é uma proteina globular de grande dimenséao, com cerca de
64500 Dt. Combina quatro subunidades proteicas menores, duas cadeiras peptidicas a (141
residuos de amino&cidos em cada uma)e duasp (146 residuos de aminoacidos em cada uma),
correspondendo a uma organizagdo geral do tipo ayf,. Cada uma destas quatro unidades
apresenta um grupo heme central, de natureza ndo proteica e que coordena um atomo de ferro

central. E o grupo heme o responsavel pela cor vermelha da proteina (Figura 1.1).
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Cadeias
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Figura 1.1 - Representacdo e dimensdo do eritrécito e da hemoglobina que este contém.

Sendo a Hb um elemento vital, 0 organismo humano sé tera salude se a sua funcéo estiver
assegurada. Existem no entanto mais de 600 hemoglobinopatias descritas, sendo algumas destas
capazes de causar doenca grave, como, por exemplo, a talassemia. As hemoglobinopatias sdo
defeitos hereditarios que resultam na estrutura anormal das cadeias peptidicas que integram a
hemoglobina [2,3]. Outras condi¢Ges de doenca associadas a Hb sdo, por exemplo, as anemias
(baixa concentracdo de Hb no sangue), as doengas cardiacas e as doengas cancerigenas [4-
6].Estima-se que 40% de todos os pacientes com cancro sofrem de anemia no momento do
diagndstico e que cerca de 30 a 40% destes se tornam anémicos durante a evolucdo do
tratamento [7-9].

O conhecimento dos niveis de Hb presentes no sangue é por isso de elevada importancia,
algo que tem motivado os investigadores a desenvolver métodos analiticos para este efeito.

1.2 Métodos de quantificacdo da Hemoglobina

Actualmente existem varios métodos disponiveis para determinar a Hb em amostras
biolégicas. De uma forma geral, estes métodos podem ser distinguidos entre métodos
quimicos/fisicos ou bioquimicos. Os primeiros podem envolver alteragdo quimica/fisica imposta
ao sistema de medida, enquanto os ultimos envolvem reacdes com biomoléculas que apresentam
atividade dirigida a um determinado alvo, como é o caso da actuagdo catalitica de enzimas ou da

reacgdo de afinidade entre anticorpo e antigeno.
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1.2.1  Métodos Quimicos/Fisicos

De uma forma geral, os métodos quimicos/fisicos baseiam-se em técnicas Oticas, separativas
e/ou electroanaliticas. As técnicas Gticas sao aquelas que envolvem interacdo da matéria com a
radiacdo eletromagnética, desde os raios gama as ondas radio, dando origem a fenémenos de
emissao, absorcdo, dispersdo, refracdo, reflexdo, difracdo e polarizacdo, que podem ser usados

com fins qualitativos e/ou quantitativos.

No caso concreto da determinacdo de Hb, encontram-se descritos na literatura métodos
baseados em fluorimetria [10,11], em dicroismo circular [12] e em colorimetria [13]. Estas
técnicas apresentam genericamente limitacfes do ponto de vista mais técnico da sua aplicacéo,
uma vez que a presenca de algum pigmento de outra cor pode causar interferéncia na
quantificagdo e/ou detecdo de Hb. Esta questdo coloca-se sobretudo na determinacdo de
vestigios de Hb em fluidos bioldgicos onde esta ndo se deveria encontrar, como por exemplo,
urina. Existe ainda uma determinacéo direta de Hb em superficie solida, baseada em UV-VIS por
refletancia difusa [14].

No que diz respeito aos métodos separativos, estes visam separar 0s constituintes de
interesse ou o interferente da amostra antes de efectuar a sua quantificacdo. Para se conseguir
uma separacédo, deve haver pelo menos uma diferenca significativa entre a substancia quimica
ou propriedades fisicas da substancia a analisar e a interferente [15]. Sdo descritos na literatura
diversos trabalhos que recorrem ao uso de técnicas separativas para determinar a Hb, como a
eletroforese [16,17] e a High Performance Liquid Chromatography (HPLC) [18,19]. Estes
métodos sdo habitualmente muito selectivos, porque pressupde uma separacdo do analito dos
restantes elementos da matriz, antes da sua quantificacdo propriamente dita. No entanto, séo
muito pouco expeditos e envolvem instrumentacéo robusta que ndo pode ser levada até ao local

da anélise ou da recolha de amostra, para a analise subsequente em Point-of-Care (POC).

Por fim, os métodos eletroanaliticos utilizam uma propriedade de natureza eléctrica para
obter informac&o sobre a solu¢do em estudo, muitas vezes em quantidades vestigiais [20]. Estes
métodos sdo considerados poderosos e versateis, pois oferecem alta sensibilidade, elevada
precisdo e alargada gama de resposta linear, recorrendo a instrumentacdo de baixo custo [21,22].
Para além disso, ndo necessitam de grandes volumes de amostra e os tempos de analise sdo
relativamente curtos quando comparado com outros métodos [23]. Existem alguns métodos
descritos na literatura para determinacdo da Hb com base em técnicas electroanaliticas, como a
voltamétrica [24]. Este trabalho baseia-se na medicdo dos picos de oxidacdo/redugdo do metal
de Ferro presente na Hb. De modo analogo, um trabalho amperométrico é baseado na reagdo
redox entre o ferro presente na hemoglobina e peroxido de hidrogénio adicionado externamente
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[25]. Neste sentido, estes trabalhos (voltamétrico e amperométrico) ndo podem ser aplicados a

andlise de amostras que apresentem outras fontes de ferro para além da prépria proteina.

1.2.2  Métodos Bioquimicos

Sao poucos os métodos bioquimicos descritos na literatura baseados na actuacao catalitica
de enzimas. Um exemplo destes é o trabalho polarografico, de natureza elétrica, descrito em
[26]. Este trabalho recorre a actuacdo enzimatica para promover a reacdo entre a Hb, a O-
Fenildiamina e o H,0,, com medicacdo subsequente do produto resultante da mesma, o 2,2
Diaminoazobenzeno.Apesar da selectividade do sistema enzimatico associado, este método

sofre interferéncias provenientes de proteinas do soro.

A grande parte dos métodos de natureza bioquimica baseia-se na reacgao de afinidade entre
anticorpo e antigeno, cuja transdugdo pode recorrer as técnicas indicadas anteriormente para 0s
métodos quimicos/fisicos: Gticas, separativas e/ou electroanaliticas. Os métodos mais referidos
na literatura para este efeito incluem ensaio imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA, do inglés
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) [27-30], radioimunoensaio (RIA, do inglés
Radioimmunoassay) [31-35], imunocromatografia [36] e ressonancia de plasmon de superficie
(SPR, do inglés Surface Plasmon Resonance) [37-39]. Estes trabalhos sdo no geral muito
selectivos porque se baseiam na interacdo biologica anticorpo/antigeno, embora a sua
selectividade efectiva dependa do grau de afinidade entre a Hb e o anticorpo utilizado. O
recurso a anticorpos pressupde, porém, metodologias com estabilidade reduzida, tempos de
resposta elevados e uma impossibilidade de reutilizacdo dos materiais bioldgicos, umas que a
ligacdo anticorpo/antigeno é de natureza irreversivel. O elevado custo destes materiais
biolégicos inviabiliza também a sua utilizacdo em programas de rastreio ou em medigdes de

rotina praticadas nos hospitais.

De uma forma geral, as reacdes bioguimicas utilizadas nestes métodos apresentam elevada
seletividade mas impbem limitacGes severas a0 manuseamento dos reagentes e condi¢des de
operacdo, dando origem a sistemas com tempos de vida muito reduzidos, da ordem dos varios
dias. Em geral, estas restricbes podem ser evitadas através da substituicdo dos anticorpos
naturais por recetores artificiais, também reconhecidos como biomiméticos e obtidos

comummente por técnicas de impressdo molecular [40] [41]
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1.3 Polimeros de impressdo molecular

O conceito de impressdo molecular surge a partir da teoria de Pauling para formacéo de
anticorpos [42]. Segundo esta teoria, 0 antigeno era usado como uma molécula molde para
moldar a cadeia polipeptidica de anticorpos, resultando numa configuracdo complementar do
antigeno na respetiva cadeia de anticorpos [43]. Desde entdo, a sociedade tem assistido a uma
grande evolucdo cientifica neste dominio, dada a grande atencdo que a técnica de impressao
molecular tem despertado na area dos (bio)materiais, em resultado da elevada selectividade

demonstrada para varias moléculas alvo [44].

A impressdo molecular € uma técnica que consiste na impressdo de uma determinada
molécula, que serve de molde, numa estrutura rigida tridimensional. Apresenta-se na Figura 1.2
a) um esquema geral relativo a sua obtencdo. Numa primeira fase, a molécula molde interage
com as moléculas de um mondmero, por meio de uma ligagdo covalente ou ndo covalente.
Depois, ¢é adicionado ao meio um agente reaccional que promove ligacBes cruzadas entre as
moléculas do mondmero, assim como o crescimento polimérico que resulta na formacéo de uma
matriz solida rigida. A reaccdo de polimerizagdo inicia-se apos a adi¢do de um iniciador, sendo
tipicamente de natureza radicalar. No final, essa molécula é removida sem que a geometria
dessa estrutura seja alterada, originando assim um polimero de impressdo molecular (MIP, do
inglés Molecularly Imprinted Polymer). A remocdo do molde deixa no polimero locais com

forma especifica e complementaridade dos grupos funcionais da molécula molde.

O MIP obtido permite efectuar o reconhecimento da molécula removida, pois dispbe de
cavidades com tamanhos e formas complementares a essa molécula, mantendo assim a
capacidade de reter selectivamente essa mesma molécula presente numa amostra, como é
possivel visualizar na Figura 1.2 b). De uma forma geral, os materiais poliméricos MIP
apresentam em geral elevada afinidade e selectividade para a molécula de interesse [41,45],
voltando a ligar-se a estrutura rigida nos mesmo locais de onde foram removidos (Figura 1.2
b)). Essa afinidade e forca de ligacdo entre MIP e a sua molécula molde depende, no entanto, de
todos os factores associados ao processo de dimensionamento do polimero e da molécula molde
propriamente dita.
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Figura 1.2 - Processo de formacéo de polimeros de impressdo molecular. a): processo de sintese; b):
reconhecimento do composto impresso.

Ao longo das Gltimas décadas, foi possivel efectuar com sucesso a impressao molecular
para um conjunto muito diverso de compostos, como antibidticos, pesticidas, etc. [46,47]. As
estruturas molde que tém oferecido maiores dificuldades a estratégia de impressdo molecular
sdo as proteinas, mas a grande importancia destes compostos na manuten¢do da vida, associada
a necessidade premente de substituir os anticorpos naturais nos seus métodos de andlise por
analogos sintéticos, faz com que seja fundamental prosseguir com a sua impressdo [48,49].

1.3.1  Impressdo de proteinas

A impressdo molecular de proteinas consiste em varias etapas consecutivas, que
normalmente incluem a ligacdo de um modelo, a desnaturacdo da proteina e a remogédo do
molde, para a sua subsequente ligacdo aos binding sites formados. Esta ligagdo conta com
interacgdes electrostaticas entre os grupos funcionais na superficie externa da proteina e os
grupos presentes nas cavidades de reconhecimento, tais como liga¢des de hidrogénio, forcas de

Van der Waals, ligacOes ionicas e interacgdes hidrofobas. Os grandes pontos criticos no
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processo de impressdo de proteinas relacionam-se com a elevada flexibilidade estrutural do
composto molde, uma caracteristica que é condicdo essencial a sua fungdo bioldgica, e com sua

elevada dimenséo.

Do ponto de vista espacial, 0 modelo impresso na matriz rigida deve corresponder a forma
do composto que se pretende reconhecer posteriormente. Porém, as proteinas sdo estruturas de
grande dimensdo, cuja disposi¢cdo 3D depende de inumeros fatores, como pH, temperatura e
natureza do solvente [50,51,52]. Para assegurar uma correspondéncia entre o molde e a estrutura
impressa, as condicBes da sua impressao molecular devem ser, tanto quanto possivel, analogas

as que se encontram em ambiente fisiolégico [48,53,54].

As proteinas sdo estruturas de grande dimensdo, podendo chegar a ~10 nanémetros. Esta
grande dimensdo impde restricbes na acessibilidade aos locais de ligagdo complementares,
estando dificultados os movimentos de difusdo de entrada e saida da proteina desses locais de

ligagéo.

Apesar de todas estas dificuldades associadas a impressdo de proteinas, sdo varios 0s
métodos descritos na literatura para este efeito, passando-se a descrever de seguida aqueles mais

comuns.

1.3.2 Sintese do MIP

Os MIPs para proteinas podem considerar a impressao de toda a proteina ou de apenas parte
dela [49], recorrendo-se para isso a abordagem convencional de impressdo em Bulk ou a

técnicas mais sofisticadas de impressdo em superficie.
1321 Polimerizacdo em Bulk

A abordagem mais habitualmente utilizada para produzir MIPs é a de polimerizacdo em
Bulk, uma vez que esta permite obter grandes quantidades de material bio mimético. Neste tipo
de polimerizagdo os monémeros funcionais estdo ligados por meio covalente ou ndo covalente a
uma molécula que é utilizada como molde. O posicionamento correcto destes grupos funcionais

permite a sua convergéncia para a molécula molde de uma forma reciproca.

Tipicamente, a reac¢do de polimerizacdo é iniciada na presenca de quantidades iguais de um
solvente inerte e um iniciador de radical livre. Na maioria dos casos, a remocdo do molde é feita
por extraccdo ou por hidrélise, deixando locais complementares em tamanho e forma da
molécula molde. O polimero resultante é, entdo, pulverizado e peneirado, de modo a produzir

particulas de receptores impressos de tamanho apropriado (Figura 1.3) [55,56].
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Figura 1.3 - Polimerizacdo em Bulk.

Este método € o mais popular, uma vez que é simples, no entanto, o0 processo para obter o
tamanho de particulas apropriado é demorado e muitas vezes produz particulas que sdo
irregulares em forma e tamanho. Para além disso, alguns locais de interaccdo sdo destruidos
durante a moagem, 0 que reduz o desempenho do material [56]. Devido a complexidade
geométrica e quimica das proteinas, a impressao molecular em Bulk apresenta caracteristicas de
transferéncia de massa reduzidas e possibilidade de imobilizacdo permanente da molécula
molde no polimero e de baixa integridade da estrutura polimérica resultante. Para além disso, a
escolha do solvente é restrita e os locais de ligacdo obtidos podem apresentar alguma
heterogeneidade [57,58]. Para colmatar algumas destas lacunas, surge a impressdo molecular em

superficie.
1.3.2.2 Polimerizagdo em Superficie

A impressdo molecular em superficie é a técnica mais comum utilizada para impressao de
proteinas e é adequada para fins analiticos devido a sua elevada percentagem de eficiéncia na
reocupacdo dos locais de ligagdo com moléculas alvo [59]. O processo geral encontra-se

representado na Figura 1.4.

A caracteristica mais relevante neste tipo de impressdo molecular é a de que os locais de
ligacdo da molécula molde ficam localizados a superficie de uma estrutura rigida de suporte. Os

processos de impressdo polimérica utilizados recorrem as mesmas técnicas de polimerizacéo
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usadas na impressdo em Bulk, mas a molécula molde deve estar ligada, de modo covalente ou

ndo, a um substrato plano ou esférico [49,54].
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Figura 1.4 - Polimerizacdo em superficie.

Esta técnica oferece inimeras vantagens relativamente a impressdo em Bulk de proteinas,
tais como apresentar uma maior percentagem de reocupacdo dos locais de recep¢do, uma
resposta mais rapida, uma alta selectividade e sensibilidade, maior simplicidade de preparacéo,
alta reprodutibilidade, e rapida transferéncia de massa. Além disso, a preparagdo deste tipo de
MIP é mais rentavel, porque a quantidade de moléculas molde necessarias é muito menor
[51,56]. Este é um aspecto de substancial importancia quando se pretende imprimir proteinas, ja

que estas sdo comercializadas apenas em quantidades muito reduzidas e com elevado custo.

De uma forma geral, a polimerizacdo em superficie caracteriza-se por apresentar locais de
ligacdo na superficie da matriz polimérica, havendo uma reduzida probabilidade do
aprisionamento da proteina, aquando da sua preparacdo, no interior no polimero e a molécula
molde tem mais facilidade na reocupacao desses locais [53]. A impressdo em superficie é hoje a
forma mais préatica e corrente de produzir materiais cujo desempenho se pretende que seja

analogo ao dos anticorpos naturais.
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1.3.3  Receptores sintéticos versus naturais

Os materiais MIPs surgem na sequéncia da necessidade de criar receptores artificiais com

propriedades semelhantes ou superiores, as dos receptores naturais [60]. O tipo de interaccdo

mais frequente e de maior importancia neste contexto é aquela do antigeno-anticorpo.

A tabela 1.1 pretende comparar o desempenho MIPs com o dos anticorpos naturais

utilizados em sensores, deixando antever algumas vantagens decorrentes da utilizacdo desses

materiais sintéticos

Tabela 1. 1 — Comparagédo das moléculas naturais utilizadas em sensores e MIP.

Caracteristicas

Anticorpos

MIP

Afinidade de ligacéo

Generalidade

Robustez

Custo

Armazenamento

Sintese/Preparacéo

Integracéo de sensores

Infra-estruturas

Alta afinidade / especificidade

Um recetor por analito

Estabilidade limitada (cada elemento
tem requisitos operacionais proprios)

Preco elevado

Dias a temperatura ambiente

Preparaco demorosa

Fraca compatibilidade com superficies
de transdutores

Instrumentos analiticos caros / mao-de-
obra qualificada

Varia (especialmente para modelos
macromoleculares)

Podem ser preparados praticamente para
qualquer composto

Estavel numa variedade de condigdes (pH,
temperatura, forca idnica, solvente)

Baixo custo

Armazenamento a longo prazo, sem perda
de performance (varios meses a anos)

Facil preparacdo

Totalmente compativel

Deteccéo livre de rétulo

. De uma forma geral, 0s receptores biolégicos naturais sdo tipicamente mais selectivos do

gue os seus analogos sintéticos, mas apresentam elevada instabilidade quimica, requisitos

especiais de manuseamento e armazenagem, além de serem extremamente dispendiosos. Por

outro lado, o reconhecimento molecular baseado na impressdo molecular apresenta afinidades

de ligagdo aceitaveis com as moléculas alvo, mas que na sua grande maioria sao de menor

intensidade/selectividade do que a verificada com materiais receptores de origem natural. A

maior aplicacdo geral dos MIPs ao longo dos tempos tem sido em processos separativos, como
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isolamento, extraccdo, ou purificacdo de proteinas, ja que nestes casos essa menor

afinidade/selectividade ndo tem implicagdes significativas do ponto de vista analitico [49].

No entanto, nesta Gltima década tém surgido pequenas alteragdes estratégicas no processo
geral de impressdo que conduziram a producdo de MIPs com melhores caracteristicas de
selectividade, aproximando-os cada vez mais dos seus receptores naturais. E neste contexto de
melhoria que tém surgido indmeros trabalhos na literatura que aplicam estes materiais

biomiméticos na substitui¢do de anticorpos usados em biossensores. [44,50,61].

1.4 Biossensores

Um biossensor é um pequeno dispositivo analitico que combina um componente bioldgico
com um componente fisico-quimico, o transdutor, transformando a informacdo (bio)quimica
num sinal de medida (Figura 1.5). No global, um biossensor combina a especificidade dos
processos de reconhecimento biolégico com as vérias técnicas de detecgdo, que podem ser de

natureza Optica e/ou eléctrica.

O principal objectivo do processo de reconhecimento biol6gico é proporcionar ao sensor um
elevado grau de seletividade para o analito a ser medido. Neste processo, estes sensores podem
ser definidos como dispositivos biocataliticos, utilizando componentes biolégicos imobilizados,
como enzimas, células ou tecidos e sensores de afinidade, com base em anticorpos, receptores

de membrana ou acidos nucleicos.

Os biossensores podem ser classificados de acordo com o mecanismo que confere a
especificidade bioldgica, ou pelo modo de transducdo do sinal ou, em alternativa, uma
combinagdo dos dois [50,61,62]. Os mais comuns para proteinas usam anticorpos como
componente bioldgico, tomando a designacdo geral de imunosensores, havendo também alguns

imunosensores baseados em enzimas.
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Figura 1.5 - Mecanismo de resposta de um biossensor baseado em MIPs.

1.4.1 Biossensores enzimaticos

Os biossensores enzimaticos consistem num instrumento analitico que combinam a enzima
como material biolégico com um transdutor. A enzima é habitualmente utilizada no contexto
dos biossensores pela sua atividade catalitica. Esta pode actuar diretamente sobre o analito
(neste substrato tipico da enzima no biossensor) ou indiretamente, por meio de reac¢do com
algum produto ou reagente que promova uma alteracdo de sinal no transdutor. As enzimas
podem também ser usadas como marcadores ligados a anticorpos, antigenos e oligonucleétidos

com uma sequéncia especifica, proporcionando assim sensores baseados em afinidade [63].

As enzimas tém sido também utilizadas como catalisadores de reaccBes organicas que
decorrem em solventes organicos. As reacgdes catalisadas por enzimas neste meio organico
apresentam geralmente algumas desvantagens, tais como a reduzida solubilidade dos reagentes e
produtos em meios biolégicos e a grande dificuldade em recuperar as enzimas a partir de
sistemas de reacgdo e reaccOes secundarias indesejadas. Além disso, a actividade catalitica das

enzimas em solventes orgénicos esta muito enfraquecida, por véarios factores como a formagao



Introducdao

de ligacOes fracas entre o substrato e a enzima, pH desfavordvel e reduzida mobilidade
conformacional [64]. Estas desvantagens justificam que a maioria dos biossensores com

recetores bioldgicos recorra a anticorpos.

1.4.2 Immunossensores

Os imunosensores consistem em dispositivos no qual a reacdo imunoquimica é acoplada a
um transdutor. A base fundamental do imunosensor é a especificidade do reconhecimento
molecular de antigeno por meio de anticorpos para formar um complexo estavel, sendo
semelhante a metodologia de imunoensaio [65]. A formacdo deste complexo tem de ser
detectada em condigdes nas quais as interacgfes ndo especificas sdo minimizadas, sendo que
cada determinacdo do antigeno exige a producdo de um anticorpo, nomeadamente 0 seu

isolamento, e, geralmente, a sua purificacdo.

A fim de aumentar a sensibilidade deste tipo de sensores, o recurso a marcadores
enzimaticos acoplados ao antigeno ou anticorpo € uma pratica corrente, exigindo passos
adicionais de sintese quimica. Mesmo no caso de o0 anticorpo estar marcado com uma enzima,
estes biossensores funcionam essencialmente no estado de equilibrio, sendo a actividade

enzimética usada ndo so para quantificar a quantidade de complexo produzido [62].

Os sinais produzidos por immunosensores podem ser reconhecidos/transduzidos por
técnicas de natureza elétrica, Gtica, e/ou microgravimétrica. Na literatura é possivel encontrar a
descricdo de varias técnicas eléctricas para a monitorizacdo da formacdo do complexo antigeno
- anticorpo em imunosensores de Hb, tais como Potenciometria [66], lon-Selective Field Effect
Transistors (ISFETSs) [67], Electroquimica[68] e Field Effect Transistor (FET) [69].

Os dispositivos que usam materiais MIP sdo uma aproximagdo aos imunossensores,
medindo a quantidade da molécula molde adsorvida por estes materiais [50].
1.4.3  Biossensores com anticorpos plasticos

Uma alternativa aos anticorpos naturais em imunoensaios € substitui-los pelos seus
analogossintéticos, baseados em materiais MIP [46]. Até a presente dada, ndo se encontram na
literatura biossensores para Hb baseados em MIPs.



Introducdao

15 Potenciometria

A potenciometria é uma técnica eletroanalitica, que consiste na diferenca de potencial entre
o0 eléctrodo indicador e o de referéncia numa célula electroquimica, em condi¢des onde ndo
ocorra transferéncia electronica (corrente zero). Essa diferenca de potencial resultante, no caso
de um eléctrodo selectivo de ides (ESI), é linearmente dependente do logaritmo da actividade de
um dado ido em solugdo [70]. O principal objectivo é obter informacdo sobre a variacdo da
concentracdo do analito ([A]), durante a adi¢do deste a uma solug¢do que possui um determinado
pH(Figura 1.6).
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Figura 1.6 - Célula eletroquimica utilizando a potenciometria com ESI de membrana.

A medida potenciométrica mais corrente é a medida de pH, que em tempos foi a Unica
medida desta natureza que teria lugar dentro de um laboratério quimico. Nos anos sessenta, a
maior parte dos laboratérios utilizavam esta técnica recorrendo a eléctrodos metélicos, cujo
metal era revestido por sais ndo solUveis, e eléctrodos de vidro na medicdo do pH. As
caracteristicas destes eléctrodos ndo eram, contudo, satisfatérias, pois apresentavam falta de

reprodutibilidade e de estabilidade, assim como resposta demorada.

— 14—
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Com a evolugdo da tecnologia, os eléctrodos e os equipamentos de medida evoluiram,
conduzindo a um aumento significativo da qualidade dos dispositivos e dos equipamentos,
permitindo responder seletivamente ao analito em estudo presente em solugdo [71]. Estes
eléctrodos podem ser, hoje, dispositivos portateis e de baixo custo que permitem a deteccdo das
actividades ionicas em meios aquosos apresentando uma resposta simples, directa, selectiva,
exacta e precisa em relacdo ao consumo de reagentes e equipamentos envolvidos [70]. A
deteccdo de uma espécie por potenciometria pressupde sempre a presenca de eléctrodos de

referéncia e indicador [51].

15.1 Eléctrodo de referéncia

Os eléctrodos de referéncia sdo utilizados como factor de comparagdo do eléctrodo
indicador, e por este motivo, estes apresentam um potencial constante e estavel em fungéo do
tempo, independentemente das propriedades da solucdo na qual se encontram imerso. O
eléctrodo de referéncia é considerado ideal se apresentar as seguintes caracteristicas:

e potencial constante durante a anlise;

o reversivel e obedece a equacdo de Nernst;

o facil preparacéo e construcdo;

e Dbaixa histerese, ou seja, o potencial do eléctrodo deve responder a uma variacdo de
temperatura, retomando o valor inicial do potencial assim que a temperatura inicial
¢ restabelecida;

e hbaixa polarizabilidade, ou seja, devem manter o potencial, independentemente da

corrente que passe pelo eléctrodo.

Os eléctrodos de referéncia utilizados em métodos de potenciométricos séo os elétrodos de
calomelanos, os de cloreto de prata/prata, os de padrdo de hidrogénio, e os de talamina. Os de
cloreto de prata/prata sdo os eléctrodos de referéncia mais utilizados devido a sua féacil
preparacdo e também pelo facto de manter o seu potencial constante. Estes sdo constituidos por
um fio de prata recoberto por cloreto de prata em contacto com uma solugdo de KCI. O
potencial fornecido por este eléctrodo depende da concentragéo de cloreto nesta solucéo [72].

15.2 Eléctrodos indicadores

Para que estejam criadas as condi¢es necessarias para se medir a forca eletromotriz (f.e.m)

de uma célula, é preciso associar o elétrodo indicador, através de uma ponte salina ao elétrodo
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de referéncia. Esta necessidade de associagdo deve-se & impossibilidade de medir o potencial do

eléctrodo indicador de forma directa.

Os eléctrodos indicadores sdo sensiveis a espécie a ser determinada e quando submersos
numa solucdo interagem com a espécie de interesse, desenvolvendo um potencial que reflecte a
funcdo da concentracdo dessa espécie. O eléctrodo indicador é considerado ideal se apresentar

as seguintes caracteristicas:

e alto grau de reprodutibilidade;
e responder de maneira selectiva a uma determinada espécie de interesse;

e responder a variacao de concentracdo da espécie em estudo de forma rapida.

Estes eléctrodos podem ser classificados em dois grupos: os eléctrodos metalicos e os
eléctrodos ESI [72].

1521 Eléctrodos metalicos

Os eléctrodos metalicos podem ser de Primeira Classe, Segunda Classe, Terceira Classe ou
inertes. Os de Primeira Classe sdo utilizados na medicdo da actividade de um ido metalico em
solucéo, os de Segunda Classe sdo usados para medir a actividade de uma segunda espécie que
afecte a concentracdo dessa espécie metalica em solucdo e os de Terceira Classe sdo utilizados
na mediacdo de uma terceira espécie, que afectaria a segunda espécie anterior, que por sua vez
iria condicionar a concentracdo da espécie metalica. Nos eléctrodos inertes o sistema de

oxidacdo - reducgdo encontra-se em contacto com um metal inerte como a platina ou o ouro [72].

A resposta destes eléctrodos ndo apresenta grande selectividade, porque sdo acumuladas
uma sequéncia de reac¢fes quimicas em solucdo, que ocorrem em contacto directo com todas as
outras espécies que possam estar presentes na amostra, estando estreitamente dependentes

destas.
1522 Eléctrodos Selectivos de ido

No que diz respeito aos ESI, estes pertencem aos sensores quimicos mais antigos, sendo
principalmente baseados num elemento de reconhecimento, a membrana, que consiste em
materiais condutores de ides de permeabilidade selectiva, que separa a amostra a partir do
interior do eléctrodo. As membranas devem apresentar baixa solubilidade, condutividade
eléctrica e reaccOes seletivas com o analito. Estes eléctrodos tém sido utilizados em diversas
areas de analise, sendo de baixo custo, selectivos para um dado ido, sensiveis e aplicaveis numa
ampla gama de condigOes experimentais. Neste sentido, ocorre uma redugdo do tempo e do

custo envolvidos numa determinagdo analitica com eléctrodos selectivos de membrana. Além
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disso os ESI possuem caracteristicas que tornam a sua aplica¢do bastante abrangente [72-73],

tais como:

e ndo sdo afectados pela turvagédo da amostra ou pela sua cor;
e nao necessitam da adicdo de um reagente especifico;
e maioria dos casos sdo suficientemente selectivos;

o faceis de operar.

Os corpos de elétrodos necessarios para o suporte da membrana seletiva podem ser
construidos de um modo fécil, simples e barato, como o ilustrado na Figura 1.7. Este suporte
apresenta um sistema condutor sélido, baseado em grafite, e auséncia de solucdo de referéncia
interna, uma caracteristica que simplifica 0 manuseamento do elétrodo e aumenta a tempo de
vida de operacdo dos mesmos por reducdo da pressdo osmética exercida por essa solugdo de

referéncia na membrana.

Figura 1.7 -Eléctrodo Selectivo de ido.

De acordo com a natureza de membranas que integram, os ESI podem ser classificados em
eléctrodos cristalinos, que podem ser homogéneos ou heterogéneos, € em nao cristalinos, que
podem ser eléctrodos de vidro ou com locais moveis. Os eléctrodos de membrana homogénea
sdo constituidos por uma membrana de material cristalino preparada a partir de um Unico
composto ou uma mistura homogénea de compostos como por exemplo Ag,S, Agl + Ag.S. Ja
0s de membrana heterogénea sdo formados quando uma substancia ou mistura de substancias
activas misturada(s) com uma matriz inerte, tal como borracha de silicone ou Poli(cloreto de
vinilo) (PVC), formando assim uma membrana selectiva. No que diz respeito aos eléctrodos ndo
cristalinos, estes sdo constituidos por uma membrana de matriz que pode ser rigida, no caso de
ser de vidro, ou apresentar locais méveis, sendo normalmente colocada entre duas solucBes
aquosas. A matriz pode ainda ser porosa (éster de celulose) ou ndo porosa (vidro ou PVC). Os
eléctrodos de vidro séo constituidos por uma membrana de detecgdo que é um pedago de vidro
fino, no qual a composicdo quimica deste determina a selectividade da membrana. Por fim os
eléctrodos ndo cristalinos e com locais mdveis sdo compostos pelo permutador, solvente

mediador e matriz de incorporacdo. O permutador é um material electroquimico, sendo
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responsavel pela resposta do eléctrodo podendo apresentar carga positiva, negativa ou ser
neutro, a matriz de incorporagdo é baseada em polimeros em que as caracteristicas da borracha a

temperatura ambiente dependem da presenca de um solvente mediador plastificante [72,74].

1.5.3 Sensores Potenciométricos

Os elétrodos potenciométricos sdo dispositivos portateis e de baixo custo que permitem a
deteccdo das actividades idnicas em meios aquosos apresentando tipicamente uma resposta
simples, directa, selectiva, exacta e precisa [70]. Existem hoje, e cada vez mais, varias versoes

miniaturizadas de corpos de eléctrodos para modificacdo com membranas selectivas.

A selectividade da resposta dos ESIs decorre da inclusdo de um material especifico na
membrana selectiva que apresenta uma grande afinidade para um ido de interesse. A utilizacdo
de MIPs neste contexto é algo com menos de uma década e tem-se revelado uma estratégia
muito promissora na melhoria do desempenho dos ESI. Comparativamente a outras técnicas de
transducdo, os tempos de resposta tipicos sdo muito baixos, da ordem dos segundos, dado que as
moléculas do molde ndo necessitam difundir-se através das membranas dos eléctrodos para

produzir resposta analitica [44].

A técnica potenciométrica pode ser utilizada no desenvolvimento de sensores para
proteinas, pois estas biomoléculas apresentam, em solucdo aquosa, multiplos pontos de carga
eléctrica. A magnitude dessa carga depende do ponto isoelétrico da proteina em causa e da
composicdo idnica da solucdo, e o valor de sinal obtido na célula estd condicionado pelas

caracteristicas tedricas de resposta dos ESI.

1.6 Considerac0es tedricas sobre sensores potenciométricos

O potencial de um eléctrodo indicador dependente da concentracdo do ido de interesse na
solucdo em estudo, contudo este deve ser usado em combinacdo com um eléctrodo de
referéncia, para formar uma célula electroquimica completa. Segundo as recomendacfes da
International Union of Pure and Applied Chemistry(IUPAC), 1994,a diferenca de potencial
medida entre a actividade do ido na solucéo e o potencial desenvolvido no ESI € linearmente
dependente do logaritmo da actividade de um dado ido em solucéo e definida pela equagéo de
Nernst-Nicolski (equacgdo 1.1) [75]. Nesta equacédo, AE é a forga electromotriz (f.e.m.) de uma
célula de ESI, que corresponde a diferenca entre o potencial do mesmo e o potencial do
eléctrodo de referéncia; R a constante dos gases perfeitos, 8,3144 J/(Kxmol); T a temperatura

termodinamica, em K; F a constante de Faraday, 9,64846x10* C/mol; Z, a carga do ido
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principal, aa: actividade do ido principal, expressa em mol/L ou mol/kg; e “constante” o valor
de f.e.m. que inclui o potencial normal do ESI, do eléctrodo de referéncia e da juncéo liquida,

expresso em mV.

2,303RT
ZpF

AE = “Constante” + x log aa (1.1)

Sendo a equacdo de Nernst-Nicolski expressa ema, a sua aplicagdo pressupde a uso de
condigdes experimentais que garantam o conhecimento de alguns pardmetros de medida, como
o “tamanho i6nico” do ido alvo na solug¢do ensaiada. Alguns destes pardmetros de medida
podem ser encontrados para espécies inorganicas convencionais, mas para a grande parte das
espécies iodnicas organicas torna-se quase impossivel obter essa informagdo. Neste sentido, o
procedimento habitual é substituir a por c, algo que é tecnicamente valido quando a forca
idnica, |, das solugdes de medida se encontra ajustada. A | quantifica, segundo a equagdo 1.2, a
intensidade do campo eléctrico decorrente da presencga de ides em solucdo, considerando para
isso a concentracdo de todos os ibes presentes (c;, mol/L) e a carga correspondente Z; [75].

1
I=-XG zf (1.2)

1.6.1  Curvas de calibracéo

A representacdo grafica do logaritmo ¢ de um dado ido em funcdo da f.e.m. da célula
electroquimica € designada por curva de calibracdo (Figura 1.8). Esta curva permite extrair
informacdes importantes do ponto de vista analitico, nomeadamente o limite de detec¢do (LD),
o limite inferior de resposta linear (LIRL) e o declive [74,75]. O LD corresponde a concentracdo
de um dado ido no ponto de interseccdo entre os segmentos de recta que prolongam o0s
comportamentos lineares ou ndo lineares da curva. O LIRL corresponde a concentracdo de um
dado ido a partir da qual a resposta da célula potenciométrica apresenta um comportamento
linear. O declive da curva de calibragdo expressa a sensibilidade da resposta da célula
potenciométrica, permitindo também aferir a sua qualidade. Em geral, o valor de declive
experimental obtido deverd ser, em condi¢cBes normais de pressdo e temperatura, iguala
59,16/Z, mV/década [74,75].
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AE, mV

LD LIRL log(aouc, mol/L)

Figura1l.8 Curva de calibracdo caracteristica de um eléctrodo selectivo de i80. (== © * ==): sem
variacdo nitida de potencial com a variacdo da actividade (a) ou concentracgao (C); (e***°):
variacdo ligeira de potencial com a variacdo da a ou ¢, sem corresponder ao registo
esperado na equacdo modificada de Nernst-Nicolski; ( ): variacdo linear da variacdo
da a ou c, previsto na equacdo modificada de Nernst-Nicolski; LD: limite de detecdo,
mol/L; LIRL: limite inferior de resposta linear, mol/L.

Para além das caracteristicas j& mencionadas, a curva de calibracdo permite extrair outras
relevantes sobre as propriedades analiticas do ESI, como o tempo e a seletividade da resposta
potenciométrica. Ambas as propriedades se encontram descritas nas recomendacdes da IUPAC,
1993 [76].

1.6.2  Tempo de resposta

O tempo de reposta dos ESIs é o tempo de decorre entre momento em que os eléctrodos de
referéncia e ESI sdo colocados em contacto com uma solu¢édo de ido principal, ou em que a a ou
¢ do ido de interesse em solucdo é alterada, e o primeiro instante em que o declive AE /At iguala
o tempo limite estabelecido (At) (Figura 1.9) [75]. Este valor limite é definido com base em
questbes de ordem experimental ou na exactidao pretendida para a leitura potenciométrica. De
uma forma geral, o tempo de resposta dos ESIs depende da concentracdo absoluta presente na
solugdo e da variacdo de c introduzida no sistema (diferenca entre a concentracdo inicial e final
de ido principal), sendo habitualmente registada regies de c incluidas na zona de resposta linear
dos ESls.
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Figura 1.9-Representacdo grafica do tempo de resposta, t (AE /At).

-> tempo

1.6.3  Efeito de pH

Considerando que qualquer ESI é capaz de detectar ides, as espécies que habitualmente
interferem na resposta potenciométrica sdo outros ides presentes na solucdo de medida. Entre as
varias espécies ionicas que se podem encontrar na solugdo, encontram-se sempre 0 protdo e o
anido hidroxilo em todas as solugbes aquosas. Além da possibilidade de condicionarem
directamente a resposta da membrana selectiva, a sua concentra¢do condiciona também a carga

da espécie medida, ja que o grau de ionizacdo da proteina varia grandemente com o pH.

Esta situacdo determina como requisito fundamental a utilizacdo de soluges padrdo e de
amostra ajustadas a um mesmo valor de pH, valor esse escolhido de modo a que nédo represente
uma interferéncia significativa nas leituras potenciométricas. Torna-se entdo necessario
identificar um intervalo de valores de pH onde os sinais analiticos dos ESIs ndo sejam
dependentes desse parametro. Esse estudo pode ser realizado de um modo simples através de

curvas de calibracéo, tracadas a diferentes valores de pH.

A capacidade do ESI discriminar o ido a medir de outros que estejam presentes na solucéo,
e que sejam diferentes do protdo ou do hidroxilo, pressupde a realizacdo de estudos de

selectividade adicionais.

1.6.4  Selectividade

A capacidade de um ESI distinguir o ido de interesse presente na solugdo em estudo de

outros ifes que possam coexistir numa amostra é calculado através do coeficiente de
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seletividade potenciométrico, K jggf. O coeficiente de selectividade é avaliado pela resposta da

célula do ESI numa solucdo mista que inclua o ido principal, A, e o ido interferente, B, ou numa

solucdo separada de A e B. As actividades do ido principal e ido interferente é definido pela

equacdo modificada de Nikolsky-Eisenman (Equacdo 1.3) [75].

E = “Constante” +

2,303RT

x log [aA + Z?:lKj),gt[aBi] A/ZBi] (1.3)

Za

Na equacdo de Nernst-Nicolski modificada encontram-se varias variaveis, como E: valor

experimental de potencial de um ESI, R: constante dos gases perfeitos (8,3144 J/(Kxmol)), T:

temperatura termodinamica (K), F: constante de Faraday (9,64846 x10* C/mol), aa: actividade

do i&o principal (mol/L ou /kg), ag. actividade do ido interferente (mol/L ou /kg), Za: carga do

180 principal, Zg: carga do ido interferente, “constante”: inclui o potencial normal do eléctrodo

selectivo, o potencial do eléctrodo de referéncia e o potencial de jungdo liquida (mV) e K:

coeficiente de seletividade potenciométrico relativamente ao ido interferente. Os coeficientes de

seletividade potenciométrico podem ser determinados pelos seguintes métodos [75,77]:

Método de interferéncia fixada: a diferenca de potencial entre o eléctrodo de
referéncia e o ESI é medida em solucdes em que a actividade dos ides interferentes
é constante e a actividade do ido principal é variavel. Para o calculo do respetivo
coeficiente de seletividade potenciométrico, utiliza-se a expressdo matematica

representada pela Equacéo 1.4.

ay

t
Ky = (1.4)

ZA
aB /ZB

Meétodo das solucBes separadas: a diferenca de potencial entre o eléctrodo de
referéncia e o ESI é medida em cada uma das solucgGes separadas, uma contendo o
ido principal, com actividade a e outra contendo o ido interferente com a mesma
actividade ag = an Se o0s valores medidos sdo Ea e Eg, respetivamente, o valor

coeficiente de seletividade potenciométrico € calculado a partir da Equacéo 1.5.
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pot _ (Ep— Ea)zaF [ _ Z_A]
log K, p = 2 303RT +[1 7 log a, (1.5)

e Matched potential: determina a actividade do ido interferente na qual a variacdo de
potencial é a mesma para uma dada actividade do ido de interesse numa solucdo de
referéncia. Para o célculo do respetivo coeficiente de seletividade potenciométrico,

utiliza-se a expressdo matematica representada pela Equacéo 1.6.

Kpot = 42 (1.6)

Nos métodos da interferéncia fixada e das solugdes separadas os coeficientes de seletividade
potenciométrico sdo obtidos a partir da equacdo Nernst-Nicolski, no entanto esta apresenta
algumas limitagfes. Uma delas diz respeito a falta de capacidade do ido interferente igualar o
potencial do ido principal, em que se a carga do ido principal for menor, o coeficiente de
seletividade potenciométrico determinado € muito baixo, sugerindo uma pequena interferéncia e
vice-versa. A outra limitacdo prevé a existéncia de uma resposta Nerstiana quer para o ido
principal quer para o interferente, por parte do eléctrodo, o que normalmente ndo acontece em
relacdo a este ultimo, principalmente se a sua carga difere da do ido principal. Assim, a IUPAC,
1995, recomenda como método para determinar o coeficiente de seletivamente potenciométrico
0 matched-potential, pois é simples de calcular e facil de realizar. Porém, ndo se pode utilizar os
coeficientes obtidos para se alcancar valores para a actividade do ido principal em solucbes
desconhecidas, servindo assim como orienta¢do para indicar o grau de selectividade dos ESI
[77].

Considerando todos os aspectos anteriores, o trabalho que se passa a descrever adiante tem
por objetivo a construcdo de um sensor potenciométrico para Hb, que utiliza membranas
selectivas cujos materiais sensores sao do tipo MIP. Estes materiais sdo obtidos com técnicas de

impressdo em superficies de silica, um material de boa compatibilidade com sistemas proteicos.



2. Descricao Experimental

O trabalho desenvolvido consiste no desenvolvimento de uma metodologia rapida e barata
para o doseamento da Hb, através da sintetizacdo de material sensor para esta e utilizacdo desse
material na construcdo de um biossensor. Ao longo deste capitulo sédo referidas as metodologias
envolvidas na sintese do material sensor e construcdo do biossensor, avaliacdo do desempenho

analitico dos dispositivos obtidos e aplica¢do analitica em soro sintético.

2.1  Material e aparelhos utilizados

As solucdes foram todas preparadas em baldes volumétricos de classe A, com capacidades
de 10,00 a 250,00 mL. Na medigéo de volumes foram utilizadas pipetas de vidro, classe A para
volumes rigorosos, com capacidade de 10,00 — 25,00 mL e pipetas automaticas de volume
regulavel da VWR, para volumes inferiores, de 2-20pL, 20-200uL, 100-1000uL e de 1000-
5000pL. As pesagens dos reagentes foram efectuadas numa balanga RADWAG XA 110/X, com
precisdo de £ 0,0001 g e em goblés com capacidades entre 10 a 50 mL. O banho de ultra-sons
termostatizado, BANDELIN Sonorex Digitec, foi utilizado algumas vezes de forma a reduzir o

tempo envolvido na dissolugdo de substancias sélidas.

A diferenca de potencial entre o eléctrodo de referéncia e o eléctrodo indicador foi obtida
com um decimilivoltimetro Crison pupH 2002 (sensibilidade + 0,1 mV), a temperatura ambiente,
e sob agitacdo constante, por meio de um Crison, micro ST 2038. O sinal de saida foi ligado a
um ponto de comutacdo com seis saidas, permitindo a leitura simultanea de seis eléctrodos

selectivos, como se pode visualizar na Figura 2.1
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Figura 2.1 - Montagem utilizada na leitura potenciométrica, incluindo equipamento de medida e
acessdrios como agitador magnético e sistema de leitura maltipla e sequencial de varios ESIs.

A célula potenciométrica montada para obter informacéo sobre a variacdo da concentracdo
do analito foi constituida por um eléctrodo indicador ESI que contém um condutor de
epoxi/grafite (Figura 2.2 A)) e um eléctrodo de referéncia de dupla juncdo Ag/AgCl (Figura2.2
B).

(A)

(B)

Figura 2.2- Fotografia do corpo do ESI construido no laboratério para este trabalho (A) e do elétrodo
de referéncia Ag/AgCl de proveniéncia comercial (B).

Para analisar as superficies entre as particulas de silica e as particulas modificadas desta, foi
utilizado um microscopio eletrénico de varrimento (SEM) da JEOL, JSM 601 OLA Advanced
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technology. Ja a analise morfoldgica das membranas de PVC foram realizadas utilizando um
microscopio da Nikon, modelo TMS. Para a anélise de superficies das membranas foram
utilizados o espectrometro de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) da Thermo

Scientific Nicolet iS10 e o espectrémetro de Raman da Thermo Scientific NicoletDXR.

2.2 Reagentes

Todos os produtos quimicos eram de grau analitico e a 4gua utilizada para a preparacao das
solugdes aquosas foi desionizada com condutividade inferior a 0,1 inferior puS/cm. As solugdes
aquosas foram preparadas por pesagem rigorosa dos sélidos correspondentes, bem como por

medic@es rigorosas de liquidos, e posterior diluicdo em solugéo.

A silica (com particulas de tamanho de 120 a 200 um e um didmetro médio do poro de 697
A), 4-(2-Hidroxietil)-1-piperazinoetanossulfonico (HEPES), Hb, Estireno, Proteinase Ke
Mioglobina (Mio) foram comercializados pela Sigma. O 2-Nitrofeniloctil éter(o0NFOE), N-
hidroxissuccinimida  (NHS),  Tetrakis(4-clorofenil)borato  (AdA)e o Brometo de
tetracoctilamoénio (AdC)foram produzidos pela Fluka. O PVC, o Cloridrato de 2-
aminoetilmetacrilato (AEMH), o Divinylbenzene (DVB), a Creatinina (Crea) e o Tris(2-
metoxietoxi)vinilsilano (TMTVS), foram obtidos a partir da Aldrich. O Tetrahidrofurano (THF)
e 0 é&cido L-Ascorbico (AA) foram fornecidos pela Riedel-Dehaen. A N-Etil-N'-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC) e o 4-Estirenossulfonato de sddio (SSA) foram
comercializados pela AlfaAesar. O perdéxido de benzoilo (BPO)foi obtida pela Himedia. O 3-
aminopropiltrietoxissilano (APTES) foi produzido pela Merck, o tampdo PBS pelo Amresco, a

Glucose (Glu) pela Fishere a creatina-kinase foi obtido pelo Acros.

2.3  Preparacéo do sensor

Preparou-se quatro tipos de sensor, dois MIPs, um com monémeros carregados e outro sem
esses mondmeros e dois non-imprinted polymer(NIPs), um com monémeros carregados e outro
sem estes também. Para a preparacdo de ambos os MIPs, a molécula molde utilizada foi a Hb
com uma concentracdo de 5 x 10®° mol/L. A preparacdo do MIP com mondmeros carregados
envolveu quatro etapas: i) a aminagdo da silica; ii) ligacdo da proteina; iii) adi¢do dos

mondmeros carregados; iv) polimerizagéo e v) remogdo do modelo (Figura 2.3)
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Figura 2.3 - Preparacdo do MIP com mondmeros carregados.

A primeira etapa consistiu na ligacdo de camadas do grupo amina em cima das particulas
esféricas de silica. Para isso, incubaram-se cerca de 200 mg de silica em APTES e TMTVS
durante 4h. As particulas de silica aminadas foram, em seguida, lavadas repetidamente com
agua destilada e etanol, e incubadas acerca de 45 °© C durante cerca de 20h. Em seguida,
introduziu-se 1,5 mL da solucdo de 10 mmol/L de Hb com PBS a pH 7, ficando a incubar
durante 3 horas a 4 ° C. Os grupos carboxilicos da proteina foram ativadas com 1,5 ml de uma
solucdo aquosa contendo 25 mmol/L de NHS durante 5 minutos, apés a adi¢cdo de 50 mmol/L de
EDAC. A suspensdo resultante foi entdo centrifugada e o material sélido lavado completamente
com &gua desionizada e PBS, para remover 0s reagentes que nao reagiram. Em seguida, foram
adicionados monémeros com grupos funcionais organicos carregados, 50 mmol/L de AEHM e
50 mmol/L de SSA, sendo esta mistura incubada durante a noite a 4°C. Posteriormente, a
mistura foi centrifugada e o sobrenadante removido. Depois, adicionou-se dois agentes
reacionais, 50 mmol/L de Estireno e 50 mmolL™ de DVB, seguido pela adicdo de um iniciador
radicalar, 50 mmol/L de BPO, mantidos sob agitacdo continua durante 5 horas. Em seguida, a
mistura foi centrifugada e o sobrenadante foi removido. Por fim o sensor foi incubado durante a
noite com 0,5 mg/mL de Proteinase K de forma a clivar ligacbes peptidicas e subsequente
remogdo da proteina impressos. O sensor foi lavado varias vezes com agua desionizada e PBS

de forma a remover os fragmentos de péptidos, centrifugado e seco a 40 ° C.
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Figura 2.4- Preparagdo do MIP sem monomeros carregados.

Em paralelo, foram sintetizados o MIP sem monomeros carregados antes da fase de
polimerizacdo propriamente dita. Este processo é analogo na anterior, tendo-se omitido o passo
de adicdo desses mondmeros. O esquema geral encontra-se representado na Figura 2.4.

O material de controlo obtido sem a impressdo da proteina (NIP) foi preparado de modo
analogo ao indicado para o material MIP, mas removendo a proteina do processo geral de
sintese. Este conceito foi aplicado na obtengdo de materiais ndo impressos obtidos com (Figura

2.5) e sem (Figura 2.6) monomeros carregados.
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Figura 2.5- Preparagdo do NIP com mondmeros carregados.
APTES POLIMERIZACAO
o A
3 3 4 < <
eax
| \/ \j/ \\
Particula de Silica
[\ Estireno
v\ DVB
[/ BPO

Figura 2.6- Preparagdo do NIP sem monomeros carregados.
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2.4  Preparagdo de membranas

Neste trabalho prepararam-se 11 membranas (tabela 2.1) com o objectivo avaliar o efeito
dos varios componentes na resposta potenciométrica. De uma forma geral, as membranas
seletivas de Hb foram obtidas por mistura de 105 mg de PVC, 175 mg de oNFOE e 10 mg de
material sensor (MIP e NIP com mondmeros carregados e MIP e NIP sem mondmeros
carregados). Em algumas membranas foram adicionados 5 mg de Tetrakis(4-clorofenil)borato
como aditivo anionico (AdA) e noutras 5 mg de Brometo de tetracoctilamonio como aditivo
cationico (AdC). Foram ainda preparadas membranas sem material sensor, que funcionaram
como controlo da presenca do sensor na membrana, e sem material sensor mas com aditivo
(catiénico ou anidnico, de modo a averiguar o efeito deste composto em isolado). A mistura foi

agitada até que o PVC fosse bem humedecido e disperso em 2,5 mL de THF.

Tabela 2.1 — Membranas selectivas.

Membranas Material sensor
Membrana 1 MIP com Mondémeros Carregados (MM)
Membrana 2 NIP com Mondmeros Carregados (NM)
Membrana 3 MIP com Mondmeros Carregados e com AdC (MMC)
Membrana 4 MIP com Mondmeros Carregados e com AdA (MMA)
Membrana 5 MIP sem Mondmeros Carregados (M)
Membrana 6 NIP sem Monomeros Carregados (N)
Membrana 7 MIP sem Mondmeros Carregados mas com AdC (MC)
Membrana 8 MIP sem Mondmeros Carregados mas com AdA (MA)
Membrana 9 Controlo sem material sensor (contém apenas Solvente Mediador, CSM)
Membrana 10 Controlo com como material sensor AAA(CAA)
Membrana 11 Controlo com como material sensor AdC (CAC)

Estas membranas foram aplicadas nos suportes condutores de modo continuo e deixadas a

secar durante ~24 h (Figura 2.7). Depois disso, as membranas ligadas aos eléctrodos foram



Descricdo Experimental

condicionadas numa solucdo de 5x10" mol/L de Hb. Os eléctrodos foram mantidos nesta

solucdo, durante aproximadamente 3h, antes de serem utilizados.

Figura 2.7-Vista de topo das membranas nos suportes condutores.

2.5  Preparacao das solucoes

As soluges padrdo de 5,0x10° mol/L de Hb foram preparados em solugdo tamp&o. Os
padrdes de Hb menos concentrados foram preparados por diluicdo rigorosa da solucdo anterior
em solugdo tampdo. A solugdo tampdo foi de HEPES, com uma concentracdo de 1,0x107
mol/L. O pH desta solucdo foi alterado pela adicdo de quantidades adequadas de &cido
cloridrico concentrado ou solucdo saturada de hidroxido de sodio, esta Gltima preparada apenas

no momento da sua utilizagdo.

A interferéncia de outras espécies foi avaliada para uma solugdo 5,0x10®° mol/L de Hb
preparada em solucdo tampdo de pH 5,0. As solucdes de espécies interferentes foram de
concentracdes variaveis: Mio (90 pg/mL), Glu (900 pg/mL), CK-MB (100 pg/mL), AA (150
pg/mL) e Crea (1159 pg/mL). Estas solucdes foram preparadas no mesmo tampao que a solugéo
de Hb.

2.6 Avaliacdo comparativa dos eléctrodos

O funcionamento dos eléctrodos foi avaliado através da realizacdo de varias curvas de
calibracdo e efetuadas em diferentes pHs (3,5; 5,0; 6,0 e 9,0) e seguindo as recomendacdes da
IUPAC [78]. A interferéncia de alguns compostos no sinal foi também avaliada, através da
determinagdo dos respectivos coeficientes de selectividade.
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Todas as medicOes potenciométricas foram realizadas a temperatura ambiente e sob
agitacdo constante e os valores da f.e.m. de cada eléctrodo foram medidos a um valor constante
de pH e de forca i6nica. As concentragdes crescentes de Hb foram obtidas por transferéncia de
0,0200 - 2,5 mL de aliquotas de soluc&o aquosa de Hb com concentracéo de 5,0x10° mol/L num
copo de 50 mL, contendo 25,0 mL da solugdo tampdo (HEPES) com uma concentracdo de
1,0x10 mol/L. Os potenciais provenientes das solucdes de Hb agitadas foram medidos a
temperatura ambiente e depois registados com uma estabilizacdo de + 0,2 mV. Entre 0s ensaios,

os sensores foram acondicionados em agua desionizada.

As curvas de calibracdo apresentadas na mesma condicdo de ensaio foram realizadas pelo
menos trés vezes e 0s seus parametros foram obtidos por tratamento das leituras efectuadas no
programa de computador, Microsoft Excel2010. Os parametros considerados e posteriormente
avaliados foram o LIRL, LD e declive. A partir destes parametros foi possivel obter a
reprodutibilidade através do célculo do desvio padrdo relativo (%) da média dos potenciais da
solucdo padrdo de5x10®° mol/L, obtidas a partir de varias calibracdes realizadas nas mesmas

condicBes experimentais e em momentos diferentes.

Para tempo de resposta definiu-se o tempo necessario para que o valor de potencial ndo
variasse mais do que = 0,2 mV ao longo de um periodo de aproximadamente 10 a 15 s. Ao
longo de uma mesma calibracdo encontraram-se valores diferentes de tempo de resposta,
inerentes provavelmente ao volume adicionado de ido principal e a correspondente variacdo de
concentracdo produzida. Assim, os tempos de resposta indicados referem-se sempre ao maior

valor de tempo necessério a atingir o valor AE/At selecionado.

2.7  Avaliacdo da seletividade dos elétrodos

Os coeficientes de seletividade potenciométricos, Kf’gt, foram obtidos pelo matched

potential. A concentracdo inicial do ido principal foi definido como 20 pug/mL e a actividade da
solucdo de ido principal adicionado a esta foi de 112 pg/mL. A mudanca de potencial
correspondente foi de cerca de 8 mV. A interferéncia de Mio, Glu, CK-MB, AA e Crea foi
avaliada pela adicdo de pequenas aliquotas das solugdes correspondentes para a solucdo de ido
principal até a mesma variagdo do potencial foi observada, isto é, até que o incremento de 8mV
fosse alcangado, assegurando que a concentracdo final do ido principal ndo fosse alterada em

mais a 5%.
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2.8 Analise da superficie

Os materiais sensores tipos MIP (MMA e MA), NIP (N) e controlo (CAA) preparados
foram sujeitos a analise de microscopia eletrénica SEM, realizada a temperatura ambiente e no
modo de baixo vacuo. As esferas de silica modificadas, secas, foram recobertas de ouro por

deposicdo, utilizando um sistema de pulverizacdo que acompanhava o equipamento SEM.

Para confirmar que a cor avermelhada das membranas era proveniente da Hb, tragcou-se o
espectro de FTIR e de Raman de varios materiais: uma membrana baseada em MMA que
acumulava 6 calibracdes e que foi retirada ao corpo de elétrodo onde encontrava; uma
membrana de controlo, baseada em MAA, mas sem qualquer calibracdo e por isso sem qualquer
contacto prévio com Hb, tendo sido também removida do corpo do elétrodo; e o pd seco de
hemoglobina (reagente utilizado na preparacdo das soluces padrdo). Os espectros foram
tracados diretamente sobre as amostras, tendo-se recorrido ao acessorio de Refletancia Difusa
Atenuada (ATR, do inglés Attenuated Diffuse Reflectance) em FTIR e ao sistema de microcopia
confocal em Espectroscopia de Raman,

As diferencas observadas por microscopia Otica entre varias membranas, antes e depois do
tracado da curva de calibracdo, foram obtidas por observacdo direta em microscopio 6tico, a
temperatura ambiente, tendo-se registado a imagem obtida em formato digital. As membranas
incluidas neste estudo foram as MAA, MA, N e CAA. Estas membranas foram subtidas todas as
mesmas condicdes experimentais (solucdo padrdo, solu¢do tampdo e pH 5), antes da sua

observacao.

29 Analise de amostras

A andlise de amostras foi efectuada em soro sintético e avaliadas em curvas de calibracéo.
Através da substituicdo do potencial na equacdo de regressdo linear da calibracdo prévia,
calcularam-se as concentragdes de Hb. Os resultados obtidos corresponderam sempre a média
de, pelo menos, duas calibracGes e a sua precisdo foi calculada por intermédio do desvio padrao
correspondente.
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Neste capitulo serdo abordados a ligacdo da Hb durante a preparagdo do sensor e a avaliacdo
comparativa dos eléctrodos contendo as diferentes membranas preparadas, bem como a
influéncia do pH no desempenho destes. A interferéncia de alguns compostos na concentracéo
final do ido principal, a analise da superficie das particulas modificadas, e morfologia das

membranas de PVC também serdo avaliadas.

3.1 Caracteristicas Gerais de Funcionamento dos Sensores

A preparacdo de diferentes membranas permitiu identificar qual a composi¢cdo que
permite obter o melhor desempenho potenciométrico. Todos 0s materiais usados como sensores
nas membranas selectivas foram obtidos por impressdo na superficie de particulas de silica, a
fim de aumentar o nimero de locais de ligacdo eficazes. A escolha das particulas de silica
decorreu da sua grande area superficial, da sua capacidade de adsorver e de reconhecer moldes
proteicos, e da sua compatibilidade com uma vasta gama de transdutores. Assim, as particulas
de silica foram utilizadas como material de base para a montagem da Hb/MIP na sua superficie
[52,79].

Numa tentativa de aumentar afinidade da Hb para o seu local de ligacdo na matriz
polimérica, foram adicionados mondmeros de cargas positivas e negativas em torno da proteina,
permitindo-se a sua pré-organizacdo estrutural antes da polimerizacdo propriamente dita. Para o

controlo deste processo, foram preparados materiais analogos sem estes monoémeros.

Considerando que os materiais sensores neutros podem desempenhar um papel de ionéforo
ndo carregado na membrana, e que nesse caso € necessaria a adicdo de um aditivo idnico para se
obter alguma resposta potenciométrica, optou-se pela preparacdo paralela de membranas que
apresentavam uma quantidade muito reduzida desses aditivos. Foram usados aditivos de carga
positiva, tetraoctilaménio, e negativa, Tetrakis(4-clorofenil)borato, em membranas separadas,
considerando que o tipo de carga da proteina depende do pH da solugdo. Tipicamente, a adicao
de um composto idnico de natureza lipofilica de um sensor potenciométrico diminui a

interferéncia de espécies de carga contraria e diminui a resisténcia eléctrica das membranas.
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O parametro que mais condiciona a resposta de um eléctrodo selectivo a uma proteina é o
pH, dada a sua enorme influéncia na resposta da membrana, por um lado, e na ioniza¢do do
analito, por outro. Neste sentido, o primeiro teste realizado neste estudo consistiu na tentativa de

identificacdo da condicdo de pH mais adequada a resposta dos eléctrodos.

3.1.1 Efeitodo pH

Os sensores de Hb foram preparados com compostos ativos na detecdo potenciométrica
(MIP com monémeros, MIP, NIP com monémeros, NIP e particulas em branco) dispersos num
material plastificante de elevada constante dieléctrica e PVC. A avaliacdo das suas principais
caracteristicas analiticas seguiu as recomendac6es da IUPAC [78] e foi realizada em diferentes
pHs (3,5,5,6¢9).

3.1.11 Tampéo de pH 3,5

A calibracdo com 1,0x102mol/L de tampdo HEPES demonstrou que apenas os ESI
compostos por MMA, MA e CAA funcionaram nestas condicdes (tabela 3.1). Porém, nem todos
os eléctrodos apresentaram valores de declive elevados. Apenas o ESI 8 apresentou um declive
igual ou superior ao valor teorico, tendo-se obtido um médio igual a 76,5 mV/década. Este
eléctrodo evidenciou um regime de resposta linear face ao logaritmo de concentracdo para
valores de [Hb] inferiores a 23,2 pg/mL, apresentando limites de deteccdo médios de 28,5

pg/mL.

Tabela 3.1 -Composicdo das membranas seletivas de Hb em 105 mg de PVC e suas caracteristicas
potenciométricas em 1,0x 10?mol/ tamp&o HEPES, pH 3,5.

Caracteristica ESI1 ESI2 ESI3 ESI4 ESI5S ESI6 ESI7 ESI8 ESI9 ESI1I0 ESI11

Sensor MM NM MMC MMA M N MC MA CSM CAA CAC
Aditivo — — AdC AdA — — AdC AdA — AdA AdC
Declive L o o 48,5 o o o 76,5 37,7 o
(mV/década) (+8,8) (+1,0) (+5,6)
Rz(n:S) — — — 0,983 — — — 0,983 — 0,979 —
LD(ug/mL) — — — 11,9 — — — 28,5 — 10,6 —
LIRL(pg/mL) — — — 48,7 — — — 23,2 — 60,7 —




Resultados e Discussao

O comportamento linear do sensor MAA foi verificado para concentracfes inferiores a
48,7ug/mL, apresentando limites de detecdo de 11,9ug/mL e um declive médio de 48,5
mV/década. J& o ESI 10 mostra um comportamento linear com log[Hb] abaixo de 60,7 pg/mL,
apresentando limites de detecdo de 10,6 pg/mL e um declive de 37,7 mV/década. Os

coeficientes de correlacdo apresentados foram sempre superiores a 0,978.

No global, apesar dos sensores CCA apresentarem melhor LD, Os sensores obtidos a partir
do MA revelaram um desempenho operacional melhor em termos de LIRL. Para além disso,

apresentam melhor sensibilidade do que os restantes sensores(Figura 3.1).

* MMA

-8,0 -7,0 -6,0 -5,0 -4,0
Log [Hb], mol/L

Figura 3.1 -Calibragdo com concentragdo de 5x10°° de Hb em tamp&o HEPES pH 3,5.

Para este pH também foram testadas diferentes concentracbes de Hb, com o objetivo de se
descobrir qual a gama em gue este analito permitia obter melhor resposta. Assim numa primeira
calibragdo foi utilizada uma concentracdo de 1,0 x10™° mol/L de Hb e nas mesmas condicdes

experimentais. O resultado obtido é ilustrado na Figura.3.2.
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Figura 3.2 -Calibracdo com concentracdo de 1,0 x10° de Hb em tamp&o HEPES pH 3,5.

Como se pode verificar, todos os sensores apresentados comecaram a exibir um

comportamento linear quando a concentracdo de Hb era mais elevada. Assim aumentou-se a
concentracdo de Hb na solugdo padrdo para 1,0 x10™ mol/L, mantendo sempre as mesmas

condicbes experimentais, de forma verificar se era esta a gama ideal para o ESI operar.
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+ MMA

MA

CAA

Log [Hb], mol/L

Figura 3.3 -Calibracdo com concentracdo de 1,0 x10™de Hb em tamp&o HEPES pH 3,5.

A Figura 3.3 demonstra que todos o0s sensores apresentados comegaram a exibir um
comportamento linear quando a Hb se apresentava em concentragdes mais baixas, come¢ando a
“saturar”’o sinal obtido relativamente para concentragdes intermédias. Assim, optou-Se pela
utilizacdo de solucdes padrdo de Hb de concentragéo igual a 5,010 mol/L, estando esta entre

as duas gamas de concentragdo anteriormente estudadas.
3.1.1.2 Tampdao de pH 5,0

A calibracdo dos eléctrodos em solucdes de pH 5,0 foi efectuada nas mesmas condic¢des que
a anterior. Mais uma vez, apenas os ESI compostos por MMA, MA e CAA variaram o potencial
registado com a concentragdo (tabela 3.2). No entanto, estes eléctrodos apresentaram um declive
abaixo do valor teérico e mais reduzido do que o anterior. O sensor MMA apresentou um
comportamento linear com log[Hb] para concentragdes inferiores a 83.8 pg /mL, apresentando
limites de detecdo de 43.8ug/mL e um declive médio de 40.4 mV/década. Os sensores MA e
CAA exibiram um comportamento linear com log[Hb] abaixo de 42.5 €29.3ug/mL,
respetivamente, com LD de 32.5 e 30.7 pg/mL e declives de 33.5 e 29.3 mV/década,

respetivamente. Os coeficientes de correlagdo obtidos foram sempre superiores a 0,976.
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Tabela 3.2 -Composic¢ao das membranas seletivas de Hb em 105 mg de PVC e suas caracteristicas
potenciométricas em 1,0 x 10”mol/ tamp&do HEPES, pH 5,0.

Caracteristica ESI1 ESI2 ESI3 ESI4 ESI5 ESI6 ESI7 ESI8 ESI9 ESI10 ESI11
Sensor MM NM MMC MMA M N MC MA CsSM CAA CAC
Aditivo — — AdC AdA — — AdC AdA — AdA AdC
Declive o 40,4 o o 335 29,3
(mV/década) (+5,6) (£5,5) (x8,7)

R*(n=5) — — — 0,984 — — — 0,987 — 0,976 —
LD(ug/mL) — — — 43,8 — — — 32,5 — 30,7 —
LIRL (pg/mL) — — — 83,8 — — — 425 — 29,3 —

Os sensores obtidos a partir do MMA revelaram assim uma melhor sensibilidade na detecéo
do analito, demonstrando, contudo, um comportamento linear a partir de concentrac@es elevadas
guando comparado com os demais eléctrodos com resposta. No que diz respeito ao LIRL e LD

o0 sensor CAA apresenta melhores resultados (Figura 3.4.).

+* MMA

-8,0 -7,0 -6,0 -5,0 -4,0
Log [Hb], mol/L

Figura 3.4 -Calibragdo com concentragdo de 5x10° de Hb em tamp&o HEPES pH 5,0.
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3.1.1.3 Tampéo pH 6,0

A calibracdo neste pH efectuou-se nas mesmas condi¢des que as anteriores. Ao analisar 0s
dados obtidos, e apresentados na tabela 3.3, observou-se a auséncia de comportamento linear a
pH 6,0, de sensibilidade muito inferior aquela obtida para espécies de tripla carga. O
comportamento proximo do linear foi até 6,3 e 4,5 pg/mL para a Hb, com declives catiénicos de
11,7 e 14,5 mV/década e limites de deteccdo de 3,5 e 4,1 pg/mL para 0s sensores baseados em
MMA e MA. Os coeficientes de correlacdo apresentados foram sempre superiores a 0,976.
Nenhum comportamento linear foi obtido para o ESI 10. Muito provavelmente, este registo
esteve associado & aproximagdo do pH do ponto isoelétrico da proteina, condi¢do em que esta se

apresenta sem qualquer carga ionica efectiva global.

Tabela 3. 3 -Composicdo das membranas seletivas de Hb em 105 mg de PVC e suas caracteristicas
potenciométricas em 1,0x10mol/ tampdo HEPES, pH 6,0.

Caracteristica ESI1 ESI2 ESI3 ESI4 ESI5S ESI6 ESI7 ESI8 ESI9 ESI1I0 ESI11

Sensor MM NM  MMC MMA M N MC MA CSM CAA CAC
Aditivo — — AdC  AdA — — AdC  AdA — AdA  AdC
Declive o o o 11,7 o o o 145 o o
(mV/década) (+1,1) (+4,5)

R*(n=5) — — — 0,990 — — — 0,999 — — —
LD(ug/mL) — — — 35 — — — 4,1 — — —
LIRL(pg/mL) — — — 6,3 — — — 4,5 — — —

3.1.2  Resumo do efeito pH

Relativamente ao funcionamento dos eléctrodos em pH 9 (tabela 3.4), verificou-se que
nenhum eléctrodo obteve um comportamento linear, significando que o sensor é sensivel apenas
em meio acido. Este aspecto é consistente com uma impressdo efectiva da proteina nas
particulas de silica, uma vez que uma mudanca de pH desta natureza altera o grau de ionizagéo
exterior da proteina e muito provavelmente a sua conformacdo. Em suma, nenhum dos materiais
poderia reconhecer a proteina porque a pH 9 ela encontra-se com caracteristicas exteriores

diferentes daquelas utilizadas para constituir o molde.
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Todos os sensores tipo NIP, independentemente de ter ou ndo mondémeros carregados ou de
ter ou ndo aditivo iénico, ndo foram capazes de produzir qualquer resposta potenciométrica que
se relacionasse com a concentragao. Este registo indica claramente a inexisténcia de lugares ndo

especificos de interaccdo entre 0 modelo e o polimero.

Tabela 3. 4 -Composicdo da membrana dos sensores de Hb com 105 mg de PVC e as suas
caracteristicas potenciométricas em 1.0x102 mol/L de HEPES, pH 3.5, 5.0, 6.0 € 9.0.

Composicdo da membrana Declive R’ LD LIRL
P Sensor  Plastificante  Aditivo Massa (g) (mV/decade) ~ (n=5)  (ug/mL) (ug/mL)
MMA oNFOE TpCIPB 10:175 485+ 8,8 0,988 11,9 48,7
MA oNFOE TpCIPB  10:175 76,5+ 1,0 0,983 28,5 232
> CAA  ONFOE TpCIPB  10:175 37,7456 0,979 10,6 60,7
NIP oNFOE TpCIPB 10:175 ND ND ND ND
MMA  oNFOE TpCIPB  10:175 40,4+ 5,6 0,084 438 83,8
MA oNFOE TpCIPB  10:175 335+55 0,087 325 425
> CAA  oNFOE TpCIPB  10:175 29,3+ 8,7 0,976 30,7 29,3
NIP oNFOE TpCIPB 10:175 ND ND ND ND
MMA oNFOE TpCIPB 10:175 11,7+11 0,990 3,5 6,3
MA oNFOE TpCIPB  10:175 145+ 45 0,999 4,1 45
> CAA oNFOE TpCIPB 10:175 ND ND ND ND
NIP oNFOE TpCIPB 10:175 ND ND ND ND
MMA oNFOE TpCIPB 10:175 ND ND ND ND
MA oNFOE TpCIPB 10:175 ND ND ND ND
7 CAA oNFOE TpCIPB 10:175 ND ND ND ND
NIP oNFOE TpCIPB 10:175 ND ND ND ND

De um modo geral, as melhores caracteristicas operacionais em termos de sensibilidade e
deteccdo foram obtidas em pH 3,5 (Figura 3.5) com o material MMA. No entanto, um valor de

pH téo baixo poderia induzir uma possivel interferéncia da resposta potenciométrica, em virtude
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da concentracdo de H* nessa gama ser demasiado elevada. Por outro lado, o valor de pH 5
encontra-se mais proximo das condigdes fisiologicas, assegurando uma maior estabilidade da

proteina comparativamente a sua forma nativa.

Neste sentido, os ensaios posteriores foram realizados a pH 5. Nesta condicdo era
expectavel que o ESI apresentasse um declive tedrico, embora o valor exacto fosse
desconhecido em virtude de ndo se conhecer a carga i6nica da proteina nesse tampdo. A
natureza da carga é seguramente positiva, ja que os potenciais dos eléctrodos aumentam com o

aumento da concentracao de Hb.

+* MMA

N
NeN
X

-8,0 -7,0 -6,0 -5,0 -4,0
Log [Hb], mol/L

Figura 3.5 -Comparac&o das calibracbes em pH 3,5 e pH 5.

3.1.3  Tempo de resposta, tempo de vida e estabilidade

O tempo de resposta foi aqui definido como o tempo necessario para atingir um valor de
potencial constante de + 3 mV. Este estudo foi considerado para solu¢bes de Hb com uma
concentragdo de 5,0x10®° mol/L. O répido aumento de concentracdo, para 10x, conduzir a

variagdes de potencial que estabilizaram em menos de 300 s.

Foram ainda observadas ainda uma elevada repetibilidade e reprodutibilidade da f.e.m. para

calibracOes realizadas em dias consecutivos. Em geral, os limites de deteccdo, tempos de

— 42



Resultados e Discussao

resposta, e declives foram reprodutiveis dentro de + 5% de seus valores originais ao longo de

um periodo de pelo menos 2 semanas.

3.2 Analise da morfologia das membranas de PVC

As membranas de PVC apresentavam, ap6s seis calibracBes, uma cor visivelmente
vermelhada, tal como se pode verificar nas fotografias representadas na Figura 3.6. A
intensidade dessa cor foi maior nos ESI que funcionavam melhor (MMA, MA e CAA),

indicando por isso que estas membranas apresentavam uma maior afinidade para a Hb.

)

' MMA ' MC CAC

MM

Figura 3.6 - Membranas de PVC ap0s seis calibrages.

Como Unico elemento comum entre as membranas MMA, MA e CAA seria 0 aditivo
anionico, esta observacdo parece sugerir que a proteina carregada positivamente seria atraida
para a membrana por atraccdo ionica decorrente da presenca deste aditivo de carga contraria. No
entanto, como a membrana MMA apresenta uma coloracdo muito mais intensa do que 0s
controlos CAC e CAA, o material sensor MIP contribuiu também para este efeito,

possivelmente retendo a Hb na membrana pela sua elevada afinidade para a mesma.

Todas as membranas diferentes das MMA, MA ou CAA nédo apresentaram qualquer
coloracgdo, tudo indicando que ndo continham Hb no seu interior. Isto parece sugerir que estas
ndo apresentariam qualquer afinidade para com a proteina, algo que corroborou com a auséncia

de resposta potenciométrica das unidades correspondentes.
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A primeira abordagem para averiguar a veracidade destas consideracfes, foi avaliar o
aspecto das membranas MMA, MA e CAA por microscopia Otica. As imagens recolhidas
encontram-se representadas na Figura 3.7 e revelaram, através da perspectiva superior, que
todas as membranas apresentavam uma cor avermelhada bastante intensa, possivelmente devido
a Hb. Foi feito entretanto um corte transversal na membrana, para se perceber a profundidade da
penetracdo da Hb. Os resultados indicaram que a Hb se apresentava distribuida de modo regular
em toda a membrana, sendo a intensidade observada de topo analoga aquela observada no

interior da mesma.

Perspetiva Lateral Perspetiva Lateral Perspetiva Lateral

a) b) c)

Figura 3.7 -a) Morfologia da membrana MMA,; b) Morfologia da membrana MA; ¢) Morfologia da
membrana CAA.

A cor mais intensa da membrana MMA sugeriu efectivamente a contribuicdo do material
MIP para uma retencdo diferenciada da Hb na membrana (comparativamente as MA e CAA).
Para se perceber se este fendmeno estaria associado a impressdo molecular no material MIP, foi
avaliada a membrana N, testada com o mesmo nimero de calibragdes que as anteriores. Os
resultados obtidos encontra-se na Figura 3.8 e demonstram que a membrana ndo apresenta
vestigios de Hb, visto que ndo adquiriu a sua cor caracteristica, como as anteriores. Este
resultado corrobora com o facto dos eléctrodos NIP ndo apresentar qualquer afinidade para a
Hb, um comportamento coerente com aquele observado nas curvas de calibracdo a diferentes

valores de pH.
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Figura 3.8 -Morfologia da membrana baseada em NIP.

A atribuicdo da cor vermelha a Hb foi confirmada mais adiante, com base em analises

qualitativas e comparativas entre as membranas que apresentavam MMA, MA e CAA.

3.3 Analise da superficie das particulas modificadas

A SEM foi utilizada para capturar a morfologia pormenorizada das esferas de silica e das
particulas do MIP com monémeros e NIP com mondémeros. As esferas de silica, com uma
matriz muito rigida e superficie hidrofilica, foram depositadas num suporte adequado para a
visualizagdo de moléculas organicas ou biologicas (Figura 3.9).

Figura 3.9 -Suporte utilizado para analisar as diferentes morfologias das particulas de silica.
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As particulas de silica tinham um didmetro médio de ~161um, e continham principalmente
por Si e S, antes de modificacdo de superficie (Figura 3.10). O didmetro de variou da matriz

silica variou entre 30 e 40 pum.

SElI 10kV. WD8mm S825 x50,000 0.5pm

Figura 3.10 -Particulas de silica ndo modificadas, seu tamanho (esquerda) e diametro de poro
(direita).

O processo de polimerizagdo promoveu um aumento evidente no didmetro médio das
particulas de silica, apresentando nesta fase um valor médio de 170 um nos materiais de MIP,
como se pode observar na Figura 3.11.Formou-se aqui uma camada secundaria sobre a silica,
revelando assim a presenca do polimero em torno destas. O aspecto poroso observado no
material foi completamente alterado relativamente ao da silica original, apresentando também

didmetros de poro numa gama mais alargada.

SEl 10kV. WD8mm SS38 x75

Figura 3.11 - Particulas de silica modificadas com formato MIP, seu tamanho (esquerda) e didmetro
de poro (direita).
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Relativamente ao material NIP foi observado um comportamento analogo ao encontrado
com o material MIP (Figura 3.12). Efectivamente, a técnica SEM ndo permite identificar as
diferencas espacais decorrentes da presenga ou auséncia da proteina na impressdo. No entanto,
uma analise mais detalhada permite verificar que ha diferencas do ponto de vista da porosidade.
A média do diametro dos poros dos materiais silica, MIP e NIP foi de 34,8; 58,3 e 51,4 nm,
respetivamente. E possivel que a maior porosidade observada nos materiais MIP se relacione
com a presenca da proteina aquando do processo de impressdao. A elevada porosidade do
material do MIP podera também ter beneficiado a adsorcéo da proteina molde para este tipo de

material, corroborando assim com a falta de resposta dos materiais MIP.
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Figura 3.12 - Particulas de silica modificadas com formato NIP, seu tamanho (esquerda) e diametro
de poro (direita).

A anélise de superficie sobre as membranas foi realizada posteriormente no sentido de

confirmar a presenca de Hb nas membranas com resposta potenciométrica.

3.4  Analise de superficie das membranas seletivas

A partir da visualiza¢do da Figura 3.13 € possivel observar que existem algumas diferencas
notdrias entre o espectro tracado na membrana de PVC (Branco) e o da membrana baseada de
MMA. A primeira diferenca verifica-se entre os 2730 a 3100 cm™, no qual existe um aumento
de intensidade de Raman da membrana MMA, a atingir 0 seu maximo nos 2914.08 cm™,
guando comparada com a membrana de PVC (Branco). Verificam-se ainda mais duas diferencas
entre os 1550 e 1690 cm™ e entre os 1010 e 1400 cm™, os quais apresentam um valor méximo de
1580.50 e 1348.53 cm™, respetivamente. Estas duas alteragdes apresentam um valor de
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intensidade menor do que as apresentadas pela membrana branco, as quais apresentam o valor
méximo de 1584.66 e 1357.60 cm™ para 0 mesmo intervalo. Estes resultados sugerem que a
membrana de MMA incorporou Hb na sua matriz polimérica, visto que os valores de Raman

Shift apresentam diferencas significativas nas regides indicadas.
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Figura 3.13 - Espectro de Raman de amostras de membranas selectivas MAA, que tinham estado
em contacto com a Hb ou sem contacto (branco).

Os resultados obtidos por FTIR para membranas sem e com Hb (MAA) sdo apresentados na
Figura 3.14. Os registos obtidos evidenciam pontos de diferenca significativa entre as
membranas, antes e depois do contacto com Hb. Esses pontos situam-se nas regides de nimero
de onda entre 3200 e 3300 cm™ e entre 1600 e 1700 cm™.
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Figura 3.14 - Espectros de FTIR/ATR para amostras de membrana de MAA, antes (branco) ou
depois de contactar com a Hb, e a Hb propriamente dita.

No intervalo entre 3200 e 3300 cm™ observa-se um decréscimo de transmitancia que devera
estar associado a presenca de grupos caracteristicos funcionais tipicos dos varios grupos - R
presentes nos aminoacidos que a Hb contém. Além destes grupos, as proteinas contém ainda
ligacBes amidicas (ou peptidicas) e ligacdes terminais N e C, com grupos amina e carboxilico,
respetivamente. A reducdo de transmitancia observada resulta, por isso, provavelmente de
vibracBes de estiramento de ligacdes OH e NH, atingindo o seu valor maximo aos 3291.10 cm™.
Tendo em conta as bandas tipicas dos varios grupos funcionais, e apds consulta das tabelas de
correlacdo de Colthup, os grupos caracteristicos da Hb associados a esta regido podem ser
amidas e aminas, cuja vibracio de estiramento se localizam entre 3200 e 3500 cm™ e entre 3100
e 3400 cm™, respetivamente. Para além disso, podem ainda estar presentes acidos carboxilicos,
na sequéncia do arredondamento entre os 3350 e os 3500 cm™.

A diferenca entre os espectros localizada entre os 1600 e os 1700 cm™ é caracteristica do
estiramento C=0, estiramento C=N e estiramento C=C, atingindo o seu valor maximo aos
1652.15 cm™. Estas vibracdes sugerem a presenca de grupos ionizados de alcoois, com vibracio
caracteristica entre 1500 e 1700 cm™.

No sentido de verificar se as diferencas observadas entre os espectros anteriores surgiram da
presenca da Hb, optou-se pelo tracado do espectro deste composto. O espectro obtido permitiu
identificar bandas semelhantes as registadas com a membrana MMA em contacto com Hb. Estas
semelhancas estavam centradas precisamente nas regides que foram anteriormente assinaladas

como pontos de diferenciacdo entre as duas membranas e que poderiam induzir a presenca de
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Hb na membrana testada: intervalo entre 3100 e 3450 cm™ e entre 1590 e 1700 cm™, tendo
atingido um pico maximo aos 3286.19 e 1645.91cm™ respetivamente. Estes resultados
confirmam que as alteragdes existentes na membrana MMA calibrada foram obtidas devido a

presenca de Hb dentro da membrana.

35 Seletividade do sensor

A analise da selectividade é das caracteristicas mais desafiadora dos ESI, pois estes
eléctrodos sdo selectivos para um ido, mas ndo especificos para essa espécie, podendo detectar
outros ides na solugdo. O comportamento de selectividade dos ESI utilizados na dete¢do de Hb
foi observado pelo célculo de coeficientes de seletividade potenciométrico e o método
correspondente utilizado para este estudo foi 0 matched potential.

A seletividade do sensor foi testada contra a Mio, Glu, CKMB, AA e Crea nos seus niveis
maximos admitidos, sendo a sua presenca no soro acima desses limites ser altamente
improvavel. O sensor baseado em MMA mostra boas caracteristicas em termos de sensibilidade
e selectividade quando o nivel destes compostos foi menor do que o seu nivel de fluidos
bioldgicos tais como o soro. Estes valores foram: Mio (570 ng/mL), Glu (0,68 ng/mL), CK-MB
(2,4 ng/mL), AA (150 ng/mL), e Crea (240 ng/ml), respetivamente. De uma forma geral, 0s
resultados obtidos sugerem que os eléctrodos podem ser aplicados as amostras, sem que seja

esperadas interferéncias da sua matriz.

3.6 Analise de amostras

Este método foi aplicado para determinar a Hb em amostras enriquecidas de Hb com
concentracdes que vao de 33,3 a 160,4 mg/mL. Foi encontrada uma boa concordancia entre 0s
valores adicionados e encontrados de Hb. Os resultados da andlise potenciométrica conduzida
apresentaram uma recuperacdo, variando entre os 93,8 e 105,3% com um desvio padrdo da
média relativa de 5,0%. O erro relativo variou entre 1,0 - 6,6 com um desvio padrdo da média
relativa de 5,1%.



4. Conclusoes

A técnica de impressdao molecular em superficie de silica utilizando monémeros carregados
com aditivo anidnico foi aplicada com sucesso na producao de sensores de Hb biomiméticos de

transducdo potenciométrica.

A interacdo entre a Hb e os materiais biomiméticos restringiu-se aos locais de ligacéo
dimensionados na impressdo, dado que apenas 0s materiais impressos foram capazes de
produzir sinal. De uma forma geral, 0 processo que envolveu mondmeros carregados originou
dispositivos com caracteristicas de resposta ligeiramente superiores aos materiais analogos sem
estes mondmeros, sugerindo que a presenca destes compostos i6nicos pode aumentar a

afinidade entre o material biomimético e a Hb.

A obtenc&o de resposta potenciométrica dependeu grandemente das caracteristicas de pH do
meio e requereu membranas seletivas com um aditivo idnico. Esta Ultima caracteristica induz
que o material impresso apresentou um comportamento de carregador neutro na membrana, ja
que esta condicdo impfe a necessidade incluir uma espécie idnica de carga contréria na

membrana para que a Hb (molécula alvo) possa ser reconhecida.

De uma forma geral, os sensores preparados apresentaram simplicidade na concecdo, baixo
tempo de resposta, boa precisdo, alta precisdo, baixo limite de detecdo e boa seletividade.
Escolhendo uma membrana adequada, o método proposto é simples, de baixo custo, preciso,
exato e barato, podendo constituir, num futuro préximo, um método alternativo para a detecdo
de Hb em POC.

Naturalmente, todos os trabalhos podem ser sempre melhorados e este ndo é excecao.
Considerando os resultados obtidos, seria interessante tentar reproduzir a metodologia de
impressdo selecionada num suporte diferente do da silica, tal como nanoparticulas de ouro ou
nanoestruturas de carbono. Estes nanomateriais apresentam caracteristicas elétricas excecionais,

que podem favorecer as caracteristicas de resposta dos ESI.
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