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«»+ Este biossensor desenvolvido no &mbito da tese de mestrado em Biorrecursos, foi replicado num
outro tipo de suporte, em plataformas de matriz de microagulhas, desenvolvidas pelo professor
Doutor da Universidade de Swansea, para analise do fluido intersticial de forma a conseguir um
sistema minimamente invasivo, através do compartimento da pele. Este trabalho deu origem a um
artigo cientifico, que se encontra em estado de preparacao.

A presente tese de mestrado correu de acordo com o esperado, e 0s resultados obtidos reanem
todas as condigdes para publicacdo, em formato de artigo cientifico na qual se encontra em estado
de preparacéo.
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Resumo

O desenvolvimento de tecnologias de diagnostico de rapida detegdo tem sido alvo de grande
interesse e investigacdo, sobretudo quando se refere a doengas neuroldgicas.

Assim sendo, o objetivo principal deste trabalho consistiu no desenvolvimento de sensores
eletroquimicos com base em polimeros de impressdao molecular (MIP) desenvolvidos em suportes
sustentaveis, como a cortica, para a determinacdo de um biomarcador associado a processos neuro-
inflamatdrios, a Interleucina 6 (IL6).

Numa primeira parte do trabalho, foram otimizadas as condi¢Ges experimentais para a construcao
do biossensor, nomeadamente com a escolha criteriosa do monémero a utilizar, de forma a interagir
adequadamente com a molécula alvo definida, IL6. A determinacdo seletiva deste biomarcador foi
conseguida utilizando um mecanismo de polimerizacdo eletroquimica com remocao da proteina da matriz
polimérica criada, através do acido sulfurico. Toda a evolucdo das diferentes etapas da construcdo do
biossensor foi seguida por técnicas eletroquimicas, nomeadamente, impedancia eletroquimica (EIS) e
voltametria ciclica (CV). A otimizacdo do biossensor foi efetuada em elétrodos de carbono convencionais
descartaveis (SPE), em suporte em ceramica. Por fim, o desempenho do sensor foi avaliado com a
incubacdo de diferentes padrdes de IL6, em solucdo tampdo (PBS) inicialmente, e posteriormente, num
sistema proximo do real, neste caso com a detecdo de IL6 em amostra de soro comercial. Foi testada a
seletividade do sensor eletroquimico na presenca de compostos como a ureia, glicose, entre outros, que
coexistem em excesso em amostras biologicas.

Numa segunda parte do trabalho, ap6s o estudo de condi¢cBes Gtimas e andlise de parametros
eletrogquimicos do biossensor, 0 biossensor foi sintetizado com a mesma metodologia em elétrodos de
carbono descartaveis em suporte de cortica. Posteriormente, procedeu-se a avaliacdo do seu desempenho
analitico. Em concordancia com os resultados analiticos em elétrodos comerciais, concluiu-se que o sensor
molecularmente impresso (MIP) em suporte de cortica, obteve um bom desempenho analitico com gama
de linearidade entre 0,001 a 10 ng/mL e coeficientes de correlagdo acima de 0,97 para curvas de
calibracdo em tampédo e em amostras de soro. Estes valores englobam os valores fisioldgicos da proteina
no soro de pacientes com a doenca de Alzheimer (DA). Os polimeros sem impressao molecular (NIPs),
tiveram uma resposta analitica muito baixa, concordante com o esperado devido a auséncia de proteina.

Em resumo, os biossensores desenvolvidos em suportes de cortica apresentaram um bom
desempenho analitico, que comparativamente aos sensores tradicionais, considerou-se igualavel. Estes
resultados demonstram ser possivel aplicar (bio)materiais em qualquer area, incluindo a area médica, e
melhorar a preservacdo pelo meio ambiente. Seria interessante mais alguns estudos e otimizacdes neste
dispositivo desenvolvido para testar esta tecnologia em escala piloto.

Uma das grandes vantagens desta estratégia proposta é uma ferramenta que permite a detecdo no
local, de resposta rapida, baixo custo associado e com reducdo de impactos ambientais causados.

Palavras-Chave: Alzheimer, Interleucina 6, Polimero de Impressdo Molecular, Sensor
Eletroquimico, Sustentabilidade
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Abstract

The development of rapid detection diagnostic technologies has been the subject of great interest
and research, especially when it comes to neurological diseases.

Therefore, the main objective of this work consisted in the development of electrochemical
sensors based on molecular imprint polymers (MIP) developed on sustainable supports, such as cork, for
the determination of a biomarker associated with neuro-inflammatory processes, Interleukin 6 (IL6).

In a first part of the work, the experimental conditions for the construction of the biosensor were
optimized, namely with the careful choice of the monomer to be used, in order to properly interact with
the defined target molecule, IL6. The selective determination of this biomarker was achieved using an
electrochemical polymerization mechanism with removal of the protein from the created polymer matrix,
through sulfuric acid. The entire evolution of the different stages of the biosensor construction was
followed by electrochemical techniques, namely, electrochemical impedance (EIS) and cyclic
voltammetry (CV). The biosensor optimization was performed using conventional disposable carbon
electrodes (SPE) on a ceramic support. Finally, the sensor performance was evaluated with the incubation
of different IL6 standards, in buffer solution (PBS) initially, and later, in a system close to the real one, in
this case with the detection of IL6 in a commercial human serum sample. The selectivity of the
electrochemical sensor was tested in the presence of compounds such as urea, glucose, among others,
which coexist in excess in biological samples.

In a second part of the work, after studying the optimal conditions and analyzing the
electrochemical parameters of the biosensor, the biosensor was synthesized with the same methodology in
disposable carbon electrodes on a cork support. Subsequently, its analytical performance was evaluated. In
agreement with the analytical results in commercial electrodes, it was concluded that the molecularly
printed sensor (MIP) on cork support, obtained a good analytical performance with a linearity range
between 0,001 to 10 ng/mL and correlation coefficients above 0,97 for calibration curves in buffer and in
serum samples. These values encompass the physiological values of protein in the serum of patients with
Alzheimer's disease (DA). Non-molecular imprint polymers (NIPs) had a very low analytical response, in
agreement with what was expected due to the absence of protein.

In summary, the biosensors developed in cork supports presented a good analytical performance,
which, compared to traditional sensors, was considered equal. These results demonstrate that it is possible
to apply (bio)materials in any area, including the medical area, and improve preservation by the
environment. It would be interesting to have some more studies and optimizations in this device
developed to test this technology on a pilot scale.

One of the great advantages of this proposed strategy is a tool that allows on-site detection, quick
response, low associated cost and reduced environmental impacts.

Keywords: Alzheimer, Interleukin 6, Molecular Imprinted Polymers, Electrochemical sensor,

Sustainability
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INTRODUCAO

"A aceleracdo do processo industrial faz com que a cada dia desaparecam cerca de 10 espécies de
seres vivos e 50 espécies de vegetais. Ndo sdo somente 0s pobres que gritam, grita também a Terra sob o

esgotamento sistematico de seus recursos ndo renovaveis ¢ sob a contaminagdo do ar, do solo e da agua.”
(Leonardo Boff) (Silva et al., 2005).

O excerto mencionado do livro "Principio de Compaixao e Cuidado" de Leonardo Boff, é uma
passagem na qual introduz uma reflexdo sob a importancia e a responsabilidade que cada ser humano
apresenta para a tematica das questdes ambientais (Silva et al.,2005).

Nos dias que hoje correm, a evolugao tecnoldgica juntamente com o aumento da concorréncia tem
concebido um grande impacto em diversas indUstrias e servigos. A inovagdo e pesquisa de solucdes
rapidas e eficazes, promovem o desenvolvimento de recursos fundamentais para uma qualidade de vida
cada vez mais satisfatoria e com danos reduzidos nas geracGes futuras. A importancia da satisfacdo das
necessidades do setor industrial, leva a uma procura crescente e uma exploracao intensiva de métodos com
procedimentos mais verdes, com vista a diminuir a quantidade de residuos produzidos, assim como na
utilizagdo de solventes menos tdxicos para 0 meio ambiente (Silva et al.,2005).

Surge dessa forma, o conceito de Economia Circular que tem como base a criacdo e investigacdo
de solucdes de forma a garantir o melhor aproveitamento possivel dos materiais, componentes e outros
produtos de modo a reduzir os impactos negativos dos sistemas industriais nos ecossistemas. Para tal, é de
extrema importancia a politica dos 5R’s (reutilizar, reduzir, reciclar, repensar e recusar) que leva a uma
procura constante em novos modelos de negécio, novas prioridades de desenvolvimento de produtos e
materiais (Mottin, 2016). De acordo com Araujo, 2010, este conceito é definido como “aquele que permite
as geracdes atuais satisfazer suas necessidades sem comprometer a capacidade das futuras geragdes™.

O modelo circular assume que os produtos e servicos tém origem em fatores da natureza, e que,
no final de vida Gtil, retomam a natureza através de residuos ou através de outras formas com menor
impacto ambiental. Este conceito tem sido aplicado com grande aderéncia no setor industrial e encontra-se
atualmente presente em diversas areas (Mottin, 2016).

A medicina é uma das areas com maior destaque e beneficiada com o avanco tecnoldgico em
virtude da constante reinvengdo da instrumentacdo médica, que enaltece a qualificacdo nas acOes de
prevencdo, diagnodstico e tratamento de doencgas. Desta forma, o objetivo desta dissertacdo passa pela
combinacgdo da valorizagdo de um recurso natural com aplicacdo no contexto médico. Assim sendo, 0
estudo desta dissertacdo teve como escopo, 0 desenvolvimento de um biossensor eletroquimico com
suporte em cortica para a dete¢do de um biomarcador associado & doenca de Alzheimer (DA).

O trabalho foi subdivido numa parte tedrica com introducdo aos biossensores e enriquecimento
sobre a tematica, seguido de uma posterior parte pratica executado no BioMark, Sensor Research. Este
grupo de investigacdo do Instituto Superior de Engenharia do Instituto Politécnico do Porto tem como
grande e potencial atividade, o desenvolvimento de dispositivos de capacidade sensorial com enfoque para
o setor medicinal (Biomark, 2021).
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1. CORTICA

A cortica € um dos produtos 100 % naturais mais caracteristicos de Portugal. Por definigdo, este é
um material de origem vegetal a partir do tecido felogénico de Quercus suber L., constituindo o
revestimento do seu tronco e ramos, Figura 1.1. Esta casca externa dos sobreiros composta por células
mortas e vazias suberizadas, exerce uma barreira protetora da arvore em oposicao a desidratacdo e ao calor
(Chanut et al., 2022). Este material nacional, normalmente é extraido de 9 em 9 anos e a sua colheita e
transformacdo em produtos, com grande destague na producdo de rolhas de vinho, ndo compromete a
arvore (Magalhdes da Silva & Oliveira, 2021).

Figura 1. 1. Sobreiro Quercus suber L., (Pintor et al., 2012).

A cortica € um material natural de baixo custo que do ponto de vista econémico, apresenta
colossais vantagens face aos diversos materiais de origem natural existentes. Por esse motivo, é
amplamente empregue em diversas aplicacdes sob a sua forma e textura natural, como em material
composito a base de particulas de cortica e adesivos (Tavares et al., 2021).

Embora as caracteristicas quimicas da cortica ndo sejam totalmente conhecidas, esta apresenta
propriedades peculiares como baixa densidade (30-40 kg/m®), boa estabilidade quimica e bioldgica, boa
elasticidade e elevada capacidade de amortecimento (Bento et al., 2001). Além disso, a cortiga possui
propriedades insuperaveis como a extraordinaria “leveza” (0,16 g cm®), baixa permeabilidade a liquidos e
a gases e baixa condutividade térmica (4,1 x10° KJ m* s* K™ para T= 20 °C) que em funcio disso, revela
boas caracteristicas de isolamento térmico e elétrico (Corticeira Amorim, 2021; Chanut et al., 2022).

Um dos fatores que tem grande influéncia nos atributos deste composto natural é a sua
composicdo quimica. Esta é maioritariamente constituida por suberina (33-62 %m/m) composto
responsavel pelo carater hidrofébico e impermeabilizacdo, lignina (13-29 %m/m) que confere a rigidez e
resisténcia ao material e ainda, por estruturas poliméricas (principalmente celulose e hemicelulose, 6—
26 %m/m). Substancias extraiveis como o tanino, a glicerina, ceras, etc., e componentes minerais com
destaque no potéssio e no sodio, sdo responsaveis por uma pequena fragdo da composi¢do quimica da


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/suberin
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/tannin

1. PORTO ISEp Lo

cortica (8-24 %m/m) (Chanut et al., 2022). Na Tabela 1.1 apresenta-se uma revisao bibliogréfica sobre a
composicdo quimica com suporte em artigos cientificos.

Tabela 1. 1. Reviséo bibliografica da composigdo quimica da cortica.

Composi¢ao Quimica da Cortica

Suberina, Lignina, Polissacarideos,  Extrativos, Cinzas, Autor/Referéncia
% m/m % m/m % m/m % m/m % m/m
38,6 21,7 18,2 15,3 0,7 (Pereira, 1988)
40 22 18 15 Indefinido (Bento et al., 2001)
45 27 12 10 5 (Silva et al., 2005)
44 16 24 Indefinido Indefinido (Branco et al., 2021)
33-50 13-29 6-15 8,5-24 Indefinido (Lietal., 2021)
45 27 12 10 Indefinido (Merabti et al., 2021)

A proporcao desses constituintes pode variar consoante varios parametros entre 0s quais a origem
geografica, a localizacdo morfoldgica na arvore, a idade, a area de producdo e as condi¢cdes atmosféricas
(Chanut et al., 2022).

Este material prontamente disponivel sustenta uma das inddstrias mais importantes da economia
portuguesa e lider mundial do setor da cortica, a célebre Corticeira Amorim (Corticeira Amorim, 2021).
Com um registo de 75 milhdes de euros em 2019 e um crescimento de 4,7 % face ao ano anterior, a
utilizacdo tradicional e com grande impacto na manufaturacdo, registou-se a producdo de rolhas de
engarrafamento de vinho.

No entanto, existem inGmeras outras aplicagdes para este material natural e produtos relacionados,
como matéria-prima para substituir outros materiais ndo renovaveis, como o petroleo e seus derivados,
que atualmente é considerado um produto de luxo. A cortica tem aplicagdes que vdo desde os téxteis e
calgado a nanotecnologia (Pintor et al., 2012).

Além disso, a sua utilizacdo pode ser sob a forma de compostos aglomerados, resultante dos
granulados obtidos a partir da trituragdo de cortica virgem e ainda dos desperdicios acumulados em outras
operagdes de processamento. Estes sdo normalmente aplicados na construcéo civil com a finalidade de
revestimentos de pavimentos e paredes a fim de explorar o isolamento térmico e vibratorio. Neste
processo €, também, produzido um p6 de cortica com elevado valor calorifico, cerca de 20 MJ/kg com
3 % de volume de cinzas, que é utilizado para a producdo de energia e, muitas vezes, em processos de

ior de
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cogeracdo (Pintor et al., 2012). Nunes et al., 2013, reforca esta aplicacdo, com a producédo de pellets de
cortica como uma alternativa mais segura e mais fécil de transportar para fins industriais, para a
recuperacao energética do po de cortica e de outros tipos granulados de residuos deste composto natural.

A busca incessante em novas formas de reutilizacdo e aproveitamento deste produto, tem avocado
0 interesse e a atencdo de muitos investigadores. Estudos recentes como de Tavares et al., 2021, mostram
a utilizagdo deste material como substrato para a producao de biossensores.

A presente dissertagdo, descreve o desenvolvimento de um biossensor na superficie de um screen-
printed electrode (SPE) impresso em suporte de cortica destinado ha transducdo elétrica de um
biomarcador associado a processos (neuro)inflamatorios, a proteina Interleucina 6 (IL6). Os elétrodos
impressos em cortica sdo desenhados com tintas condutoras através da tecnologia serigrafica. Sédo
estabelecidos sistemas de trés elétrodos, combinando elétrodos de trabalho, auxiliares ou de referéncia. O
biossensor com base em polimero de impressdo molecular (MIP) como elemento de reconhecimento é
sintetizado na superficie do elétrodo de trabalho.

A utilizago de sensores a partir deste recurso natural tem como vantagem, a possibilidade de
modificacdo do suporte plano com materiais condutores adequados por métodos de deposicdo fisica ou
quimica, na qual garantem a ligacdo adequada a outros compostos. Esta modificacdo quimica controlada é
proporcionada pelas boas caracteristicas de isolamento elétrico e térmico deste material (Tavares et al.,
2021). Mais do que nunca, fica claro que existe uma demanda intensiva por dispositivos a baixo custo
associado com materiais de suporte naturais e biodegradaveis. Em contrapartida, os dispositivos
comerciais como os sistemas de SPE sdo, normalmente, impressos em materiais sintéticos como o plastico
ou ceramicas. Estes suportes comerciais colocam preocupacdes a nivel ambiental devido ao uso intensivo
destes dispositivos, levando desse modo a procura de abordagens mais verdes. Rematando, a inovagdo de
dispositivos sensoriais com suporte em materiais naturais como a cortica, para além da sua
biodegradabilidade, € uma solucdo possivel a esta temética que devido as suas propriedades permite obter
desempenhos igualaveis aos comerciais.

Por outro lado, a utilizacdo dos produtos de cortica é muito importante do ponto de vista ecolégico,
porque se esta a valorizar um recurso natural ao empregar este produto renovavel em produtos de longa
duracgdo, promovendo a fixacdo de dioxido de carbono (Daniel, 2011). Para além disso, a exploracdo de
um sobreiro com extracdes periodicas de cortiga, é relatado que produz 250 a 400 % mais de cortica do
gue a gue produziria se ndo fosse auferido, propiciando a captura de uma elevada quantidade de diéxido
de carbono. Por essa razdo, a exploracdo deste material, promove a formagdo de mais cortica e
consequentemente, de mais didxido de carbono capturado, para além do facto de este tipo de produtos ser
de vida longa, retendo o carbono gque os compdem durante a sua vida Util e sendo «carbono neutro» na
altura da sua decomposic¢do ou aproveitamento energético (Pintor et al., 2012). Segundo um estudo, em
2007, registou-se uma exportagdo média de 94,7 mil toneladas de cortica para materiais de construgdo
civil. Considerando que, 57,7 % da composi¢do correspondeu ao teor de carbono, este valor correspondeu
a 54 330 toneladas de carbono/ano nessa cortiga, que equivale a 199 065 toneladas de dioxido de carbono
capturado/ano (Gil & Pereira, 2007; Gil, 2012).
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2. BIOSSENSORES

Atualmente, a nanotecnologia juntamente com o desenvolvimento dos sensores e biossensores,
sdo areas em forte expansdo devido a sua potencial aplicacdo nas areas industriais, clinicas e ambientais.
Antes da compreensdo de todo o funcionamento envolvente é crucial a percecdo do conceito desta
tecnologia (Bhalla, 2016).

Biossensor € um pequeno dispositivo analitico, implantavel ou ndo, com a capacidade de detetar
um determinado alvo. Este elemento de reconhecimento pode ser um organismo vivo ou um componente
biol6gico como enzimas, anticorpos, DNA, aptameros, MIPs, entre outros.

Embora existam diferentes tipos de sensores, no caso particular dos sensores eletroquimicos
utilizado neste trabalho, estes apresentam caracteristicas Unicas em termos de elevada sensibilidade,
seletividade, estabilidade operacional, portabilidade, acessibilidade e baixo custo associado, Figura 2.1
(Dias, 2014).

Seletividade
Reprodutibilidade
Sensibilidade
Caracteristicas de
. Estabilidade
um Biossensor
Acessibilidade
Portabilidade

Figura 2. 1. Caracteristicas de um biossensor (Adaptado de Bhalla, 2016).

Estas vantagens mencionadas na Figura acima, tornam a sua aplicacdo mais viavel no que diz
respeito a salde, sendo as andlises e diagnosticos clinicos o maior alvo de investigacao (Dias, 2014).
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Apesar dos biossensores possuirem algumas limitagdes consoante o tipo de transdutor que
apresentam, estes tém adicionalmente atraido especial atencdo nas ultimas décadas, sobretudo nas areas da
seguranca alimentar, qualidade de agua e do solo, monitorizagcdo ambiental, toxinas de defesa e detecdo de
biomoléculas indicadores de drogas (Bhalla, 2016).

2.1. Estrutura de um Biossensor

A estrutura e principio de funcionamento de um biossensor encontra-se representado na Figura 2.2.
Um biossensor é constituido essencialmente por 3 componentes (Bhalla, 2016; Lopes, 2016; Silva, 2013):

«+ Biorecetor: parte recetora sensivel as carateristicas do sistema que recebe e capta a
informagdo adquirida com uma determinada natureza fisica. Reconhece estritamente o
analito, substincia de interesse que precisa de detecdo. A interagdo entre analito e
biorecetor denomina-se de biorreconhecimento, cujos diferentes tipos destes elementos
produzem um sinal que pode ser sob a forma de calor, luz, pH, mudangas de carga e
massa, entre outros.

« Transdutor fisico-quimico: pode apresentar diferentes tipologias como eletroquimico,
Gtico, piezoelétrico e térmico. Tem como funcdo a conversdo da informacdo obtida, do
elemento de biorreconhecimento no caso dos biossensores, num sinal mensuravel.

«» Amplificador do sinal: Num biossensor, o papel do amplificador € processar sinal
elétrico recebido da transducdo e preparar o sistema eletrénico para exibicdo, de forma a
tornar o sinal mais visivel e minimizar o ruido externo que possa existir devido as
interferéncias ambientais, ou provocado pelos equipamentos envolvidos na captura e
medicdo dos sinais. Por fim, o sinal amplificado do biossensor é lido e quantificado por
meios computacionais.

Biossensor

( Analito ) C Biorecetor ) ( Transdutor ) ( Ampliﬂcaqéo)

o L
T %> 8 ) B)
¥ . O

Figura 2. 2. Estrutura e Funcionamento de um biossensor (Adaptado de Ribeiro, 2013).
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Os sensores apresentam a capacidade de converter a informacdo quimica ou fisica de forma
continua, transformando-a numa informacao Gtil. No caso de se tratar de sensores eletroquimicos, entdo a
informacdo é convertida num sinal elétrico. Assim sendo, estes podem ser classificados em fisicos quando
se destinam a fins de medicdo e pretendem medir propriedades de natureza fisica como viscosidade,
temperatura e indice de refracdo. Por outro lado, os sensores quimicos reconhecem constituintes quimicos,
como a concentragéo de determinada substancia a qual chamamos de analito (Lopes, 2016).

Na Figura 2.3 apresenta-se um esquema dos componentes de um biossensor que serdo descritos
seguidamente.

& T

Cultura Celular ~ Amostras de comida Amostras humanas Amostras ambientais

- & G B XXX

Proteina DNA/RNA I6es Metabolito Poluentes
A\ ¥ 4 @@ 2\ * -
Elemento de H‘ QS /ék A
\ w
Biorreconhecimento N 0 - ;
Anticorpos Células Enzimas Anticorpos plasticos ~ DNA/RNA e aptameros
Transdutor Eletroquimico Otico Piezoelétrico Calorimétrico
Ampiificador
Sistema Eletronico ‘ ’

Amplificador de sinal Processador de sinal Display

Figura 2. 3. Esquema dos componentes de um Biossensor (Cerqueira, 2019).
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2.2. Elementos de Biorreconhecimento

Elementos de biorreconhecimento sdo componentes criticos do biossensor. Sdo bio(moléculas)
capazes de reconhecer 0 analito de uma determinada amostra em estudo. A essas (bio)moléculas tem-se o
nome de biorecetores na qual podem ser divididas em naturais (anticorpos, enzimas) e elementos
artificiais que incluem nanomateriais como aptameros e polimeros de impressao molecular (MIP). Dessa
forma, o conhecimento destes diferentes elementos de biorreconhecimento € especialmente importante
para que perante cada objetivo do biossensor, seja aplicado os materiais de reconhecimento ideal e de forte
afinidade com o (bio)analito alvo (Tothill, 2009).

2.2.1.Anticorpos naturais

Anticorpos, também designado de imunoglobulinas (Ig), sdo glicoproteinas produzidas por células
formadas a partir da diferenciacdo dos linfocitos B, designadas de plasmaécitos. Estas moléculas séo
proteinas constituidas por cadeias de peptideos leves e pesadas como se vé na Figura 2.4. Os anticorpos
atuam na defesa do organismo e sdo moléculas com alto grau de afinidade e bastante especificas, ou seja,
cada anticorpo atua apenas contra determinado antigénio (molécula que se liga a um anticorpo). Pode-se
diferenciar cinco classes de anticorpos: IgM, 1gG, IgA, IgD e IgE que se diferenciam por suas
propriedades bioldgicas e localizaces funcionais (Nelson et al., 2000).

—~ CDR
\L
Cul
C.2 Cy: Regido constante, cadeia pesada
V\,: Regido varidvel, cadeia pesada
C.: Regido constante, cadeia leve
V\: Regido variavel, cadeia leve

CDR: Regido determinante de complementaridade

Figura 2. 4. Estrutura molecular de um anticorpo (Coelho, 2014).

Os anticorpos sdo ferramentas importantes na investigacao e tém sido amplamente usados como
elemento de biorreconhecimento direcionado & detegdo de células cancerosas e diferentes patologias como
testes de diagnostico. Também podem ser aplicadas como terapéuticas como no tratamento de tumores
dentro do corpo (Nelson et al., 2000).
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Os anticorpos podem ser subdivididos em monoclonais e policlonais. Os primeiros, sdo advindos
de um Unico linfécito B que € selecionado artificialmente e replicado inimeras vezes. Este mesmo, apenas
se liga a um epitopo de uma Unica forma, sitio de ligacdo especifica que é reconhecido por um anticorpo.
Este fato promove elevada especificidade. A classe dos policlonais tem a capacidade de reconhecimento e
de ligacdo de varios epitopos, que com o recurso a técnicas de alto rendimento, podem ser utilizados
contra qualquer tipo de biomarcador (Tothill, 2009).

O principal obstaculo na utilizacdo tanto de anticorpos (monoclonais e policlonais) como de
moléculas semelhantes, relaciona-se com o método de producdo devido had necessidade de obtencdo de
grandes quantidades de proteinas purificadas, geralmente na ordem dos microgramas (Chambers &
Johnston, 2003). Para além disso, estas biomoléculas apresentam reduzida estabilidade, com elevado custo
e com longos tempos de resposta. Estas biomoléculas ndo séo, por isso, os elementos ideais para aplicacéo
em programas de rastreio ou medicGes de rotina hospitalar.

Globalmente, existe uma ampla gama de anticorpos disponivel comercialmente e a aplicacdo deste
elemento de biorreconhecimento como marcadores especificos em patologias em biossensores, tem
registado um bom desempenho (Tothill, 2009).

2.2.2.Enzimas

Biossensores baseados em biocatalise envolvem um grande nimero de rea¢des bioquimicas que
sdo catalisadas seletivamente por uma ou mais enzimas especificas. O grupo mais importante e com maior
aplicacdo nos sensores tem sido as oxidorredutases, que catalisam reacdes de oxidacdo ou redugdo com
recurso a oxigénio ou cofatores (Tothill, 2001).

As vantagens de usar enzimas como elemento de biorreconhecimento € a elevada seletividade de
interacBes enzima-substrato especificas. As desvantagens passam pelo alto custo associado ao sensor e aos
problemas a longo prazo de estabilidade devido a modificacdo da enzima e a respetiva desnaturacdo. De
forma a combater esta dificuldade, torna-se necessario conseguir estabilizacdo quimica e desenvolver
procedimentos de imobilizacdo que confiram a estabilidade (Tothill, 2001).

2.2.3.Aptameros

Aptameros sdo peptideos constituidos por uma sequéncia aleatéria de acidos nucleicos sintéticos
como o DNA e RNA com fim a apresentar afinidade especifica para uma molécula alvo. A sua elevada
afinidade a uma variedade de alvos resulta do dobramento da fita simples numa estrutura globular
especifica. Assim sendo, estes elementos de biorreconhecimento tém sido potenciais adversarios a
biomoléculas de origem natural (Cerchia et al., 2002).

Na comercializacdo de biossensores, a utilizacdo de moléculas biolégicas como os anticorpos e as
enzimas com a funcionalidade de recetor, tem-se tornado desvantajoso devido a sua baixa estabilidade e
alto custo (Tothill, 2001).

Uma nova abordagem que tem vindo a evoluir ao longo dos ultimos anos e de forma a superar a
dificuldade da estabilidade de moléculas biol6gicas é o uso de recetores artificiais. O desenvolvimento
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destes recetores como 0s aptameros, continua a ser um desafio em diversas areas, nomeadamente em
termos de afinidade para fornecer o limite de detecdo necessario e especificidade (Tothill, 2001).

2.2.4.Polimeros de Impressao Molecular (MIP)

Atualmente, o elemento de biorreconhecimento artificial que tem sido mais utilizado para detetar
varios biomarcadores de patologias distintas sdo os polimeros de impressdo molecular (MIP, do
inglés molecularly imprinted polymer). Estes materiais inteligentes séo altamente seletivos e empregues
no preparo de amostras de diversos tipos de analitos e matrizes (Amouzadeh Tabrizi et al., 2022).

O mecanismo de impressdao molecular envolve uma técnica de modelagem e compreende a
formacdo de locais de reconhecimento molecular para uma determinada molécula alvo numa rede
tridimensional de polimeros sintéticos (mondmero funcional, monémero de reticulacdo e um iniciador de
polimerizacdo num solvente). Por outras palavras, no processo de impressdo, ocorre a formagédo de
cavidades especificas que sdo capazes de se ligar a molécula molde através da interacdo com o monémero
funcional, de acordo com o tamanho, forma e grupos funcionais (Boulanouar et al., 2018).

Na tecnologia de impressdo molecular, para a formagdo do complexo analito-alvo sdo essenciais
alguns elementos para a sua sintese. Dessa forma, o molde é um elemento chave porque é o responsavel
pela organizacdo espacial dos grupos funcionais dos monémeros (Lopes, 2016).

Relativamente aos polimeros sintéticos, 0 monémero funcional é responsavel por estabelecer as
ligacbes nos locais de reconhecimento e os mais utilizados sdo mondmeros com grupos A&cidos
carboxilicos ou acidos sulfonicos (Sousa & Mauricio Barbosa, 1609). A presenca em excesso do
mondmero de reticulacdo e do solvente apropriado, designado por vezes na literatura como agente de
ligacdo cruzada ou ‘“cross-linking”, sdo responsaveis pelo controlo da estrutura assim como da
estabilizacdo mecénica da matriz polimérica. Estes auxiliam na estabilizacdo dos locais de ligagdo com
capacidade de reconhecimento molecular (Zaidi, 2020). O iniciador é outro polimero sintético e permite a
criacdo de radicais livres que possibilitam o inicio e a manutengdo da reacdo de polimerizacdo (Lopes,
2016). Por fim, ocorre a remocdo da molécula molde da estrutura polimérica, que tanto pode ser por meio
de lavagens com solventes apropriados, ou quando necessario, por clivagem quimica, quando hd o
estabelecimento de ligagbes covalentes entre a molécula e o0 monémero (Coelho et al., 2018). O MIP
resultante é, portanto, capaz de reconhecimento seletivo do analito alvo nos sitios derivados do molde.

Estes materiais poliméricos apresentam como vantagens a facil preparagéo, alta afinidade entre o
MIP e o analito, o baixo custo de producéo, a rapida e alta estabilidade térmica e quimica, a robustez sobre
severas condi¢des de temperatura e pH, e como ultimo, a reversibilidade (Figueiredo et al., 2008).

Embora o processo de formacdo de MIPs seja simples, é necessario ter especial atencéo e cuidado
na escolha dos reagentes e dos procedimentos a adotar, a fim de evitar a formagdo de polimeros com
caracteristicas indesejaveis associadas a estrutura e a uniformidade das particulas e cavidades criadas
(Cerqueira, 2013).
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2.2.4.1. Sintese de um MIP

O processo de sintese de um MIP ocorre em trés etapas: a complexacdo; a polimerizacdo; e a
eluicéo, Figura 2.5.
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Figura 2. 5. Esquema de sintese de um MIP (Santos et al., 2012).

A primeira etapa desta sintese, designada de complexacdo, Figura 2.5, consiste na formacdo de
pré-arranjo molecular por ligacdes covalente, ndo covalente ou semi-covalente entre a molécula molde e
0s monomeros funcionais definidos.

Posteriormente, ocorre a polimerizagdo na presencga de um iniciador e agentes de reticulagdo a fim
de iniciar o processo de formagdo de um polimero tridimensional. A polimerizagdo convencional,
conhecida também como polimerizagdo radicalar, ndo é necessario estimulo elétrico no sistema, uma vez
que o inicio da polimerizagdo ocorre espontaneamente na preparacdo da solugdo da mistura da molécula
molde com os mondmeros e iniciador radicalar (Moreira et al., 2011). No entanto, a polimerizagdo pode
ser efetuada também com o recurso a um estimulo térmico, elétrico ou apor agéo da luz ultravioleta (Sousa
& Mauricio Barbosa, 1609).

Embora a técnica de impressdo molecular seja um fenémeno bastante recorrente e empregue na
sintese de MIPs, as tradicionais tecnologias de polimerizacdo demonstram resultados insatisfatorios e
grandes dificuldades permanecem na impressdo de estruturas grandes como de proteinas. Hashemi-
Moghaddam et al., 2017, explica que proteinas de grande dimensdo impedem que a proteina que se
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conecte e deixe locais de ligagdo artificial, porque regista-se uma dificuldade na movimentacdo do molde.
Refere, ainda que, proteinas com elevado namero de locais de ligagcdo e com muitos grupos funcionais na
superficie, aumentam a probabilidade de ocorréncia de interacGes inespecificas na polimerizacdo que
promove reatividades cruzadas e baixa seletividade.

Dado essa situacao, estudos nesta area tém vindo a evoluir e os processos de desenvolvimento
destes materiais em contexto de impressdo molecular e que apresentam maior eficacia sdo a polimerizacédo
em superficie e a polimerizacdo em Bulk.

A polimerizacdo em superficie caracteriza-se pela formacao de locais de ligacdo que se encontram
na superficie ou na proximidade do polimero (Dong et al., 2021). Neste método, had maior facilidade na
difusdo da macromolécula na rede polimérica, 0 que minimiza a preocupacao relativamente ao tamanho
do molde. Neste tipo de polimerizacdo relativamente a impressdo em Bulk, permite uma transferéncia de
massa mais rapida e necessitam de menores quantidades de moléculas molde, uma vez que o molde é
usado apenas na etapa de revestimento da superficie (Moreira et al., 2011; Cerqueira, 2013). Outra das
vantagens registadas é a maior seletividade e a elevada reprodutibilidade (Gongalves, 2016). No entanto,
devido ao menor nimero de locais impressos, é possivel que a sensibilidade seja menor em comparacéo
com a polimerizagdo em Bulk.

A polimerizacdo em Bulk é uma abordagem mais simples e consiste na adicdo consecutiva de
todos 0s compostos presentes na reacdo: analito, mondmero, solvente, agente reticulante e iniciador
(Yarman et al., 2021). Esta mistura é polimerizada através da adicdo de um iniciador radicalar ao sistema,
formando nano-camada que transforma a grande quantidade de mondémeros em redor do analito, numa
estrutura polimérica artificial (Gongalves, 2021).

Uma outra técnica de polimerizacdo denominada por eletropolimerizacdo apresenta muitas
vantagens como a presenca de estabilidade da estrutura polimérica controlada em termos de espessura do
polimero que, por sua vez poderd ser ajustado a carga durante a eletrooxidacdo, que torna os MIPs
sintetizados por técnicas eletroquimicas muito mais reprodutiveis que a polimerizacdo convencional
(iniciador radicalar).

Como ultima e terceira etapa, na finalizacdo do processo de sintese, hd a interrupcdo da
polimerizacdo e da-se a remocdo das moléculas molde presas por métodos fisicos ou quimicos, deixando
as cavidades tridimensionais do polimero na superficie do substrato (Dong et al., 2021). Nesta etapa,
normalmente recorre-se a solventes organicos, enzimas, acidos ou bases para facilitar a extracao e deixar a
estrutura 3D formada (Zaidi, 2020). Contudo, pode, por vezes, ser uma etapa complicada porque
consoante o tipo de solvente escolhido, a remogdo do molde pode ndo ocorrer, ou por outro lado, quando
ocorrer, podera danificar a estrutura polimérica do MIP (Gongalves, 2021).

O papel desta Gltima etapa no processo de sintese é crucial e Unico na aplicabilidade em geral, dos
MIPs e necessario antes de cada medicao.
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2.2.4.2. Eletropolimerizacéo

A aplicacdo de uma técnica de eletropolimerizacdo para preparar um sensor MIP é outra
alternativa. A producdo em massa de dispositivos analiticos com a capacidade de impressdo de materiais
com alta precisao e rapidez é muito desejavel nos biossensores e aplicavel aos sensores eletroquimicos.

A sintese de MIPs capazes de detetar analitos impde a escolha de um mondmero adequado que
possa interagir com o analito-alvo (Leibl et al., 2020). O processo de escolha do monémero é fundamental,
e requer estudos de forma a encontrar materiais que sejam 0s mais adequados para a constru¢do do MIP,
para que seja atingido um bom desempenho analitico do biossensor, que é de grande interesse (Liu et al.,
2006).

Um conjunto de monomeros eletropolimerizaveis podem ser utilizados para a impressao
molecular. Na Figura 2.6 pode ver-se alguns dos mais usados e a respetiva estrutura molecular.
Analisando a Figura, é visivel uma caracteristica comum entre todos estes compostos, todos séo
constituidos por hidrocarbonetos aromaticos complementados com grupos funcionais carboxilicos,
hidroxilos e aminas.
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Figura 2. 6. Monomeros utilizados na sintese de MIPs (Adaptado de Gongalves, 2021).

O monémero 3- Aminophenylboronic acid (3-APBA), segundo a literatura, pode ser amplamente
utilizado na eletropolimerizacdo de um MIP por oxidagdo deste mondémero funcional sintético. Foi
relatado por (Li et al., 2017) que em 2017, desenvolveu-se um sensor eletroquimico sensivel usando acido
fenilbor6nico na impressdo molecular, com fim a detetar glicose em soro humano. Este relato teve sucesso,
pois o filme impresso foi isolante e ultrafino e o sensor teve uma boa resposta capacitiva, detetando
glicose numa faixa de linearidade entre 0,1- 50 mmol/L.

Este filme de 3-APBA tem sido alvo de muitos estudos para modificacdo de superficie de
biomateriais porque atua como matriz biocompativel para a imobilizagdo de biomacromoléculas (Mo et al.,
2020). A utilizagdo deste mondmero tem a capacidade de formar electroguimicamente uma camada de
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polimero ultrafino, isolante e rigido, na superficie do elétrodo pela respetiva oxidacdo de 3- APBA (Rick
& Chou, 2006).

E importante referir que na literatura até ao momento, ainda n3o se investigou a aplicacdo de
filmes de 3-APBA para a detecdo de biomarcadores associados a doencga de Alzheimer com especificidade
para a IL6.

2.3.  Transdutores

Transdutor é outro componente presente na estrutura do biossensor, responsavel pela conversao
do sinal bioquimico num sinal eletrénico em proporcao a concentracdo de um analito especifico ou grupo
de analitos (Gerard et al., 2002). Embora o sinal possa ser amplificado e continuo, os dispositivos podem
ser configurados para exibirem medicdes Unicas para atender aos requisitos especificos do mercado.

Os transdutores abordados nesta revisdo bibliografica sdo 6ticos, piezoelétricos e eletroquimicos.
Embora estes transdutores apresentem semelhancas, estes podem exibir efeitos inerentes na matriz
polimérica e intervir na leitura do reconhecimento nos sitios de ligagdo (Yarman et al., 2021).

2.3.1.0ticos

Transdutores Gticos apresentam uma caracteristica Unica relativamente aos restantes detetores,
pois estes medem propriedades Oticas, como as alteracBes detetdveis nos sensores MIPs. Apds a
constatacdo, o sinal é convertido num sinal eletrénico que seja proporcional a concentracdo do analito
(Ahmad et al., 2019).

Existem dois tipos de sensores Gticos: sensores de afinidade e optoelectronicos. Os sensores de
afinidade detetam analitos com propriedades Gticas inerentes, como por exemplo alterac6es no indice de
refracdo devido a ligacdo de proteinas ou de outras moléculas de grande peso molecular na superficie do
sensor. O monitoramento de fluorescéncia é outro exemplo usado como transdutor 6ético, sendo
comumente utilizado devido aos baixos limites de detecdo atingiveis (Ahmad et al., 2019).

Além disso, o sensor optoelectronico, é outro sensor Otico na qual se aplica este tipo de
transdutores. Neste caso, 0 mecanismo envolvente depende do tipo de mondémero selecionado, sendo
necessario para um bom desempenho do sensor, mondmeros que possuem boas propriedades 6ticas com a
capacidade de detetarem mudancas e responder & presenca de analitos. Neste tipo de sensor, 0s
monomeros devem apresentar elevada absor¢do molar e devem ser fotoquimicamente e termicamente
estaveis (Ahmad et al., 2019).

2.3.2.Piezoelétricos

Transdutores piezoelétricos sdo definidos como a capacidade de produzirem carga elétrica através
da aplicacdo de forgas mecénicas de compressdo ou atracdo, causando deformacdo mecénica de um
material com caracteristicas piezoelétricas, resultando numa diferenca de potencial elétrico. O sinal
elétrico neste mecanismo pode resultar na acumulagdo de energia cinética resultante da deformacdo do
material, que é convertido em energia elétrica pelo transdutor, designado de efeito piezoelétrico direto. O
efeito inverso, é outra forma de operagdo e consiste na deformacéo da estrutura cristalina de um material
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com caracteristicas piezoelétricas que ocorre aquando da aplicacdo de uma diferenca de potencial elétrico
proporcional & acdo mecéanica observada (Lima, 2018).

Estes mecanismos, por norma, sdo capazes de produzir uma grande densidade energética, no
entanto, sdo materiais dispendiosos e bastante frageis (Karaseva & Ermolaeva, 2014). De todas as suas
caracteristicas, este tipo de sensor, normalmente é aplicado para a detecdo de antibiéticos individuais e seu
conteudo total, dependendo dos anticorpos usados (Karaseva & Ermolaeva, 2014), e para a medicdo de
amonia, hidrogénio, metano, monoxido de carbono, 6xido nitroso e outros compostos organofosforados
(Gerard, 2002). O principio deste sensor pode ser ainda usado na medicdo de mudancas de massa,
viscosidade ou densidade na superficie do sensor (Tothill, 2001).

2.3.3.Eletroquimicos

A producdo em larga escala de dispositivos eletroquimicos tem sido promissora devido a sua
simplicidade, acessibilidade por serem portateis e de facil manuseamento, baixo custo de produgdo e com
possibilidade de serem descartaveis. Estas inlmeras vantagens, torna-os aplicaveis para uso doméstico ou
consultério médico, como no diagndstico de patologias (Tothill, 2009).

Um biossensor eletroquimico consiste num biossensor com um transdutor eletroquimico. Neste
tipo de transducdo, varias técnicas podem ser aplicadas durante a construcdo de MIPs, assim como a
avaliacdo do desempenho analitico, incluindo:

+ Voltamétricos: técnica que se baseia na aplicacdo de um potencial controlado aos
elétrodos e mede-se a corrente neste processo (Moanea et al., 1996). A voltametria estuda
a relacdo entre a voltagem, a corrente e o tempo.

+ Condutimétricos: consistem na medicdo de alteracbes na condutividade do meio. Este
sensor é aplicado a enzimas porque tém a capacidade de reduzirem-oxidarem através das
reacles enzima-substrato (Sergeyeva et al., 1999).

%+ Potenciométricos: consistem na medicdo da resposta analitica do sensor aplicado com
variacao de potencial elétrico entre os elétrodos e a solugdo redox (Gerard, 2002).

®

< Amperométricos: consistem na medi¢do a um potencial elétrico constante de corrente
elétrica obtida pelo processo de oxidacdo e reducdo da matriz polimérica (Yeh & Ho,
2005).

®

¢ Impedimétricos: consistem na medicdo da impedancia através de alteracbes na
capacitancia e na resisténcia a transferéncia de eletrdes nos elétrodos (Miranda, 2016).

Presentemente, as técnicas eletroquimicas mais salientes no contexto da monitorizagdo de
biomoléculas sdo a voltametria ciclica (CV, do inglés, Cyclic Voltametry), a voltametria de onda quadrada
(SWV, Square Wave Voltametry) e a espetroscopia de impedancia eletroquimica (EIS, Eletrochemical
Impedance Spectroscopy).

Estes métodos eletroanaliticos que serdo descritos seguidamente, utilizam as propriedades
elétricas como analise da corrente elétrica, das diferengas de potencial, a carga e o tempo, para analisar a
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interacdo entre a espécie redox e a interface do sensor. Estas interacfes permitem estudar a perda
(oxidagd@o) ou o ganho de eletrdes (reducdo) que um determinado material sofre na presenca de um
estimulo elétrico (Cerqueira, 2013).

2.3.3.1. Voltametria Ciclica (CV)

Esta técnica eletroquimica, de uma forma geral, aborda o comportamento dos compostos
eletroativos para adquirir informacao qualitativa e quantitativa sobre o mecanismo de oxidacao e reducao.

A eficiéncia da CV advém da capacidade de obtencdo rapida de informagbes sobre a
termodindmica do comportamento redox numa ampla faixa de potencial, da cinética de reacGes de
transferéncia eletrénica e sobre reagcdes quimicas acopladas e a ocorréncia de adsor¢do de produtos no
elétrodo (Gongalves, 2016; Pacheco et al., 2013).

Neste sentido, como pode ser observado na Figura 2.7, o potencial inicial aplicado tem que ser um
valor na qual nenhuma reacéo ocorre, por exemplo a -0,2 V de tensdo. Quando o varrimento de potencial é
aplicado para regides mais positivas, verifica-se a oxidacdo das espécies eletroativas que existem na
solucdo, registando-se um aumento da corrente proporcional a concentracdo do analito, formando um pico
anddico. No mesmo exemplo, tal é verificado pela curva a cor-de-laranja, para uma tensao elétrica de 0,02
V e uma corrente elétrica de 1,2 A. Quando o potencial atinge um valor na qual nenhuma reacdo de
oxidacdo ocorre, 0,2 V e 0,3 A, o potencial é varrido no sentido inverso até atingir o valor inicial,
representado pela linha de cor azul. No caso de ser uma reacdo reversivel, os produtos formados no
varrimento direto, serdo reduzidos no varrimento indireto formando um pico simétrico ao pico da
oxidacdo (pico catodico) (Martins, 2019; Pacheco et al., 2013).

Pico Anddico

0.5

Corrente (A)

Varrimento Indireto

Reducao

0.2 0.15 0.1 0.05 0 0.05 0.1 015 0.2
Tenséao (V)

Figura 2. 7. Exemplo de um voltamograma ciclico reversivel (Adaptado de Martins, 2019).
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Na voltametria, os parametros eletroquimicos mais revelantes sdo a direcdo do varrimento de
potencial, a velocidade de varrimento, o potencial inicial, o potencial méximo, o potencial minimo e o
potencial final (Gongalves, 2016).

2.3.3.2. Voltametria de Onda Quadrada (SWV)

A voltametria de onda quadrada (SWW) é uma técnica bastante utilizada na eletroquimica devido
a uma analise mais rapida e sensivel. Em muitos estudos, esta técnica pode ser comparada aos métodos
cromatogréaficos e espectroscdpicos devido ao limite de detecdo (Souza et al., 2003).

Esta técnica consiste na aplicacdo de um determinado potencial variavel de acordo com a
amplitude do impulso e duracdo. Com isto, sdo aplicados impulsos que podem ser positivos e negativos e
o sinal que se obtém apresenta uma intensidade de corrente de forma diferencial. Assim sendo, a
representacao grafica obtida consiste numa curva em funcdo de corrente-potencial, Figura 2.8.
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Figura 2. 8. Representacéo de voltametria de onda quadrada (Pacheco et al., 2013).

Estas curvas, por norma, sdo bem definidas e simétricas, porque as variagdes tanto na altura como
na largura do impulso de potencial sdo constantes para um definido intervalo de potencial. Geralmente, a
altura dos picos produzidos é diretamente proporcional & concentracdo do analito em determinadas
condigdes (Souza et al., 2003).
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2.3.3.3. Espetroscopia de Impedéancia Eletroquimica (EIS)

A impedancia eletroquimica, mais conhecida por espetroscopia de impedancia eletroquimica (EIS)
é¢ uma das técnicas mais complexas que permite obter informagdo da contribuicdo de processos
eletroquimicos que ocorrem na superficie dos elétrodos, assim como, de qualquer estimulo externo que
influencie a condutividade de um material (Goncalves, 2016).

De uma forma geral, EIS permite a quantificacdo da resisténcia ou capacitancia do eletrolito no
elétrodo de trabalho e com isso, avaliar as caracteristicas das superficies de elétrodos quimicamente
modificados. Entende-se que o comportamento eletroquimico que ocorre nos elétrodos é semelhante ao de
uma resisténcia, conhecida como impedancia de Faraday (Silva, 2015).

Por outras palavras, EIS é utilizada quando se pretende compreender o comportamento de um
sensor através da aplicacdo de ondas sinusoidais de baixa amplitude num curto intervalo de frequéncia,
gue normalmente corresponde entre 2 a 10 mV (Martins, 2019).

O diagrama de impedancia eletroquimica, Figura 2.9, representa a resisténcia do material obtido
através dos métodos de corrente alternada, que corresponde a uma variacdo de sentido do fluxo de eletrGes
formando uma onda senoidal. Com recurso ao diagrama obtido, é possivel analisar 0 modo como a
camada de polimero impresso se comporta em funcdo do tempo em relacdo ao processo, através da
medida da intensidade da corrente resultante, apds a aplicacdo de um potencial alternado ou corrente
alternada programada pelo computador.
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Figura 2. 9. Exemplo de gréficos utilizados na EIS (Martins, 2019).

Na Figura 2.9 mostra dois tipos de representagdes gréficas tipicamente obtidas numa analise EIS.
A esquerda apresenta-se o grafico de Bode que ndo demonstra informacéo intuitiva, e a direita encontra-se
a representacdo grafica de Nyquist. Este grafico apresenta um semicirculo resultante de um conjunto de
pontos para uma frequéncia particular em que nas abcissas corresponde a componente real da impedancia
(Z") e no eixo das ordenadas corresponde & parte imaginaria (Z) (Silva, 2007; UETA, 2002).
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Na representacdo gréfica, a Impedancia (Z) é o fator de proporcionalidade entre o potencial e a
corrente ao longo do tempo. Dessa forma, a lei de Ohm afirma que é constante a razdo entre a diferenca de
potencial nas extremidades de um recetor e a intensidade de corrente que o atravessa. Essa razéo constante
é a resisténcia elétrica, expressa em Ohm, (Q) (Martins, 2019):

R= U/l (Eq. 1)

Em que, U é a diferenca de potencial elétrica, em V, | € a intensidade de corrente, em A, eR é a
resisténcia elétrica, em Q.

Na Figura 2.10 encontra-se representado o circuito randles em que Ro representa a resisténcia do
circuito da célula eletrolitica, Rc simboliza a resisténcia de polarizacao do elétrodo, C. a capacitancia e, Ri
representa a resisténcia interna.

Cu

Figura 2. 10. Circuito de espetroscopia de Impedancia Eletroquimica (Adaptado de Silva, 2015).

2.4. Elétrodos

A presente dissertacdo de mestrado aborda o desenvolvimento e a caracterizagdo de um biossensor
eletroquimico. Para a execucao desta técnica é necessario analisar as reacGes que ocorrem na superficie do
elétrodo a partir de parametros eletrogquimicos.

Sucintamente, os elétrodos encontram-se inseridos num suporte solido que pode ser de diferentes
materiais, sendo os mais comuns, os de ceramica. E nos elétrodos que as reagdes quimicas e as medicoes
eletroanaliticas ocorrem e que permitem a conducéo de corrente elétrica.

Para responder da melhor forma aos resultados pretendidos, € crucial a adequada selegdo dos
elétrodos onde o sensor sera desenvolvido.

Neste trabalho foram selecionados elétrodos descartiveis em suporte de cortica denominados por
screen-printed electrodes (SPE) com propriedades fisicas ou quimicas apropriadas e controladas. Os SPE
comparativamente aos elétrodos convencionais, possibilitam uma producdo em grande escala, s&o
portateis, descartaveis e de pequena dimensdo (Goncalves, 2016). Na Figura 2.11 apresenta-se um SPE
constituido por trés elétrodos.
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Figura 2. 11. Elétrodos presentes num SPE.

«» Elétrodo de Referéncia: Responsavel por manter o potencial elétrico constante, preciso e conhecido,
independente da temperatura (Sacramento, 2014). Este tipo de elétrodo deve corresponder a certos
requisitos para gque possa ser considerado como de referéncia como: invariabilidade do potencial
durante o processo independentemente da corrente que passa pelo elétrodo; ajuste rapido a um
determinado potencial; ser de facil preparacdo e ndo interferir com pequenas correntes que passem no
elétrodo (Ribeiro, 2016).

«» Elétrodo de Trabalho: Este elétrodo, conhecido também como elétrodo indicador, é composto por
um material sensivel ao alvo, e por isso, o seu potencial varia proporcionalmente a concentracdo da
espécie a ser determinada. Além disso, deve apresentar elevada reprodutibilidade e responder de uma
forma rapida ao estudo em causa (Sacramento, 2014).

Existem varios tipos de elétrodos de trabalho, sendo os de carbono comummente empregues na
construcdo de sensores devido: a dispor uma ampla gama de potencial elétrico; uma superficie quimica
rica em grupos carbono e, por fim, o baixo custo comparativamente a outros elétrodos de trabalho como os
de ouro. Elétrodos de ouro, por sua vez, sdo recorrentemente utilizados pela facilidade de transferéncia de
eletrdes e por serem quimicamente inertes (Silva, 2015).

< Contra Elétrodo: Conhecido também como elétrodo auxiliar, permite juntamente com o elétrodo de
trabalho, fechar o circuito elétrico, garantindo dessa forma o impedimento da passagem de corrente
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para o elétrodo de referéncia, pois podem alterar a sua composic¢éo e em consequéncia o seu potencial.
Quando se pretende promover um sistema redox, normalmente trabalha-se em correntes elétricas
demasiado pequenas na ordem dos nano-amperes, nA. Nestes casos o elétrodo de referéncia pode
atuar também como contra elétrodo (Daniel, 2013).

O contra elétrodo tem que ser um material condutor e inerte, sendo os mais comuns de carbono
vitreo ou platina (Daniel, 2013).

Nesta dissertagdo o biossensor serd desenvolvido na superficie de um elétrodo descartavel em
suporte de cortica cujos elétrodos de referéncia, contra elétrodo e de trabalho sdo compostos por
prata/cloreto de prata (Ag/AgCl) e carbono. Na superficie do elétrodo de trabalho é produzida um
polimero de impressdo molecular para detecdo de um biomarcador associado a processos
neuroinflamatorios.
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3. DOENCAS NEUROLOGICAS

Nas Ultimas décadas, tem se registado por todo o mundo, um aumento do envelhecimento da
populagdo juntamente com um acréscimo rapido de distarbios neuroldgicos, representando um desafio
para a sustentabilidade dos sistemas de saude a nivel mundial. Este envelhecimento persistente é um
conceito abrangente e tornou-se uma preocupacao para a sociedade atual.

O aumento da esperanca média de vida, associado ao crescente aumento da qualidade de vida,
concebeu maior longevidade da populacdo. Prevé-se que cerca de 35 milhdes de individuos em todo o
mundo, em 2050, sofram de doencas associadas ao envelhecimento, nomeadamente doengas
neurodegenerativas (Cummings, 2011).

No entanto, em Portugal, a esperanca média de vida também tem vindo a aumentar ao longo das
Gltimas décadas. Em 2018, alcancou os 80,9 anos, contra 67,1 da década de 70. Este envelhecimento da
populacdo em Portugal deve-se também a diminuicdo da taxa de natalidade registada que é alarmante
porque representa uma crescente procura por melhores cuidados de satde e constitui alguns problemas
econémicos. O indice de envelhecimento em Portugal no ano de 2021 foi de 182,1 %. O decréscimo da
porcdo de jovens e alargamento do nimero de idosos instiga um declive paralelo oposto dos niveis de
fertilidade e mortalidade. Nas duas Ultimas décadas, segundo os dados registados na PORDATA, houve
um decréscimo de jovens de 13,6 % e consequentemente um aumento de 44,6 % de idosos (PORDATA,
2021).

O processo de envelhecimento é continuo, heterogéneo, universal, irreversivel e conduz ao declive
fisiologico normal e aumenta a prevaléncia de determinadas doencas, como é o caso das doencas
neurodegenerativas (Cummings, 2011).

As doencas neuroldgicas englobam um conjunto de patologias que afetam o sistema nervoso, e
podem afetar pessoas de qualquer idade, contudo, torna-se mais predominante em idade avancada. Os
disturbios neurolégicos representam um grande problema para a salde em todo o mundo, representando
3 % da carga mundial de doengas (Thakur et al, 2016).

A manifestacdo destas doencas normalmente é registada por fatores comuns como mudancas
comportamentais, alteracdo na fala e variagbes mentais, no humor, de equilibrio, atencdo, entre outros. No
entanto, podem ser causadas por diversos fatores entre os quais, falhas no desenvolvimento do sistema
nervoso, infe¢Oes, tumores e aspetos genéticos (Ribeiro, 2016).

A deméncia é uma sindrome que envolve o declinio cognitivo e alteragdes neuropsiquiatricas,
originando perda de agilidade na movimentagdo, esquecimento e mudangas no comportamento (World
Health Organiation, 2021). O fator de risco mais significativo de deméncia é o aumento da idade pois,
nos idosos a velocidade de regeneragdo das celulas é inferior ao de um jovem e 0 corpo apenas tem a
capacidade de substituir um niimero reduzido de neurénios. Esta insuficiéncia na capacidade de substituir
as células perdidas, causa disturbios e lesfes a nivel cerebral, originando as doengas neurodegenerativas
(Thakur et al, 2016).
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De acordo com os dados da Organizagdo Mundial da Salde em 2010, registou-se
aproximadamente 35,6 milhdes de pessoas no mundo que apresentaram deméncia, um ndmero que é
previsto triplicar até 2050 devido ao crescente aumento de envelhecimento registado por todo o mundo.
Dessa forma, na Figura 3.1. apresenta-se 0 nimero estimado de pessoas com deméncia no periodo de 2010
a 2050. Espera-se que esse nimero aumente para 78 milhdes em 2030 e 115 milhdes em 2050 (Thakur et
al, 2016).
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Figura 3. 1. Previsdo do nimero de pessoas com deméncia, no mundo, entre 2010 e 2050 (Thakur et al, 2016).

Perante as inumeras doencas neurologicas, a grande maioria ndo apresenta ainda cura e algumas
destacam-se pela sua elevada frequéncia como a epilepsia, deméncia, doencas cerebrovasculares,
esclerose multipla e doenca de Parkinson (Thakur et al, 2016).

Nesta dissertacdo é abordado apenas a doenca de Alzheimer (DA) visto que € a forma mais
comum de deméncia.

3.1. Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer é uma doenga neurodegenerativa irreversivel e a principal causadora de
deméncia predominante na nossa sociedade. Esta doenga é a 5° principal causa de morte em pacientes
idosos com mais de 65 anos e afeta atualmente mais de 50 milhdes de pessoas. E esperado que esse
nimero duplique a cada 20 anos, uma consequéncia do envelhecimento da populacéo (John et al., 2022).

A DA causa deterioracdo cognitiva e perda de memoria, caracterizando uma variedade de
sintomas neuropsiquiatricos, distlrbios de comportamento e comprometimento progressivo das atividades
de vida diaria (John et al., 2022). No entanto, paralelamente aos disturbios cognitivos, é desencadeado um
declinio progressivo de sintomas ndo cognitivos como deficiéncias motoras, ansiedades, aumento de
fragilidades e depressdo (Mladenovic Djordjevic et al., 2021). Reconhecendo as disfungdes associadas a
patogénese da DA, enaltece-se a preocupacdo e o interesse na busca a tratamentos e procedimentos
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clinicos de forma a reduzir a carga pratica e psicoldgica que requer tanto de familiares como de iatricos
(Mladenovic Djordjevic et al., 2021).

Patologicamente, DA € definida por perdas neuronais em regifes cerebrais especificas através de
emaranhados neurofibrilares intraneuronais compostos por uma acumulacdo de placas neuriticas
extracelulares que sdo depositos de peptideos B-amiloide (AB), terminando principalmente no aminoacido
42, e por uma acumulacdo da proteina Tau hiper-fosforilada. Ha evidéncias que essa acumulacdo se inicia
anos antes dos aparecimentos de sintomas clinicos da DA, permitindo um diagnéstico precoce (Alzheimer
Europe, 2013; European Commission, 2009; Zetterberg, 2017).

3.1.1.Diagndéstico

Um diagnostico de deméncia normalmente é baseado na histéria da prépria doenga com analise
dos distarbios cognitivos sendo realizado através de meios de investigacdo como exames sanguineos, com
fim a remover hip6teses relacionadas com causas possiveis como as ndo cerebrais. O exame de imagem é
outro tipo de exame e tem o intuito de desconsiderar diagndsticos alternativos e fornecer resultados
positivos e evidéncias para um determinado diagndstico (Zetterberg, 2017).

Atualmente, através de uma autopsia ao cérebro, consegue-se alcancar um diagndstico definitivo
com 100 % de exatiddo, sendo inviavel este exame a uma pessoa viva. Como solucdo para um diagnostico
precoce com maxima exatiddo, podem ser feitos diagnosticos especificos que complementam diversos
estudos em torno do reconhecimento de biomarcadores de doencas neurodegenerativas nos fluidos
bioldgicos. As monitorizacdes destes biomarcadores elevam o diagndstico para um patamar mais eficaz e
podem vir a auxiliar na prevencdo e futuro tratamento de doengas como a DA (Zetterberg, 2017; Karki et
al., 2021).

O diagnostico desta patologia pode ser realizado por diferentes amostras bioldgicas do corpo do
ser humano, entre as quais se evidencia a urina, as lagrimas, o suor, a saliva, 0 sangue e o liquido
cefalorraquidiano (LCR). Este ultimo, consiste huma amostra proveniente do cérebro e por essa razdo é
recorrentemente utilizada neste tipo de diagnéstico devido ao elevado teor de biomarcadores visto que,
diagnostica alteracbes patoldgicas no cérebro de forma mais significativa (Karki et al., 2021). A recolha
de LCR ¢€ laboriosa porque trata -se numa coletada na coluna vertebral, o que pode ser desconfortavel para
0 paciente. No combate a esta concludente desvantagem, os recursos a amostras de sangue tém sido,
privilegiadas e atraentes, uma vez que para além da sua simplificagdo no processo de recolha, hd uma
diminuicdo no volume necessario no diagnostico e permite a detecdo de biomarcadores de DA, sobretudo
peptideo AP e proteina tau (Karki et al., 2021).

Atualmente, os biomarcadores da DA sdo monitorizados pelos métodos Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) ou ensaios de imunoabsor¢do enzimdtica, que permitem a detecdo de
proteinas ou anticorpos. Este tipo de monitorizacdo é demorado, caro e restritivo a uso laboratorial,
exigindo muito tempo de fabrico para um resultado mais fidedigno (Zetterberg, 2017).

Dessa maneira, o diagnostico precoce auxilia no atraso do desenvolvimento da DA, sendo desta
forma importante a concretizacdo de solucdes que permitam determinar se alguma pessoa tem ou nao
propensdo a desenvolver a doenca. Complementando o diagndstico, atualmente hd um interesse no
desenvolvimento dos projetos relacionados com a detecdo de doengas neurodegenerativas através de
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técnicas mais viaveis, ndo invasivas e de baixo custo associado (Karki et al., 2021). Assim sendo, a
tecnologia avancada de biossensores acarreta o diagnostico de DA antes do aparecimento real dos
sintomas patoldgicos, desempenhando um papel significativo no controlo precoce da doenga.

Na Figura 3.2 apresenta a esquematiza¢do do processo de diagndstico através de um biossensor
para a dete¢do de um indefinido biomarcador associado a esta doenca.

Alzheimer’s disease Biomarkers Biosensors Diagnosis

Nl

Figura 3. 2. Esquematizagdo do processo de diagndstico da doenca de Alzheimer através de biossensores (Karki et al., 2021).

A plataforma de um biossensor para a detecdo precoce de biomarcadores associado a doenca DA
tem sido uma metodologia moderna e com ampla projecdo de investigacdo devido a sua eficiéncia
avaliada pela reprodutibilidade, precisdo, ultra- sensibilidade e estabilidade da plataforma do sensor, bem
como seus resultados de detecdo em diferentes amostras de fluidos corporais. Portanto, esta dissertacdo
aprofunda esta metodologia inovadora, com especificagdo num biomarcador.

3.1.2.Biomarcadores

O diagnostico precoce da doenca de Alzheimer por meio do uso de biomarcadores poderia
facilitar a implementacdo e o monitoramento de intervengdes terapéuticas precoces com potencial
capacidade de modificar significativamente o curso da doenca. De forma a compreender os principais
biomarcadores que existem, o conhecimento do seu conceito é significativo. Um marcador bioldgico,
renomeado de biomarcador, é um indicador que pode ser medido experimentalmente e indica a ocorréncia
de um processo biolégico normal ou patoldgico, ou seja, determina processos normais ou a presencga de
algum estado de doencga. Os biomarcadores sdo muito Uteis do ponto de vista clinico, uma vez que podem
auxiliar no rastreio, causa, diagndstico, progressdo, monitorizacdo terapéutica e na remissdo de
determinada patologia (Altuna-Azkargorta & Mendioroz-Iriarte, 2021).

Dessa forma, a identificacdo de biomarcadores para a DA tem sido objetivo da investigacao
clinica atual e a maioria envolve anélise de LCR ou Positron emission tomography (PET) scans. O PET
scans corresponde a um exame que mede a atividade metabdlica das células dos tecidos do corpo
(Bowman & Kilts, 2003).
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Um dos objetivos dos projetos relacionados com esta area é que a detecdo dos biomarcadores seja
possivel em amostras de sangue obtidas de uma veia do brago ou por picada no dedo, de forma a evitar
procedimentos mais invasivos. Dessa forma, tém sido abordados novas metodologias menos invasivas e
mais sensiveis através de amostras de soro. Todas estas tecnologias sdo passiveis de serem aplicadas a
outros biomarcadores, sendo que neste projeto é mencionado uma plataforma sensorial para a detecdo e
monitorizagdo de um biomarcador complementar de doenca inflamatéria, a IL6. Além disso, 0 suporte de
ceramica destes sensores (convencionais), podem ser substituidos por suportes mais verdes como o papel,
a cortica ou um qualquer outro recurso natural, de forma que o conceito de quimica verde seja
implementado.

Concluindo, a busca por biomarcadores para o diagndstico precoce e desenvolvimento de
tratamentos modificadores desta doenca é um esforgo continuo e desafiador. Os biomarcadores para esta
patologia podem ser divididos em especificos, neurotransmissores e neuro-inflamatérios. Com o avanco
tecnoldgico e a intensa investigacdo nos biossensores, a maioria destes biomarcadores sao detetados em
nanoescala (Karki et al., 2021).

3.1.2.1. Biomarcadores Especificos

Globalmente, segundo diversos estudos cientificos, existem diversos métodos para detecdo de
biomarcadores associados a DA como: atrofia cerebral significativa na regido parietoccipital na
ressonancia magnetica; a presenca de amildide beta 1-42 cerebral (detetada por PET scans), que origina
uma reducdo da taxa do metabolismo cerebral da glicose em regides parieto-temporais bilaterais; presenca
de fluxo sanguineo cerebral alterado por Tomografia Computorizada de Emissdo de Fotdes (SPECT), e
por fim, a verificacdo de niveis alterados de proteina amil6ide beta 142 (AP1-42) € de outras proteinas no
plasma (Marcda, 2011). Contudo, estes testes ndo medem diretamente a patologia relacionada a DA, mas
sugerem a neurodegeneracgdo e podem apoiar se a DA é casual ou contributiva (Marcéa, 2011).

Ao mesmo tempo, existem trés potenciais marcadores bioldgicos que revelam alta probabilidade
de DA que podem ser detetados e quantificados no LCR e mostraram uma elevada performance no
diagnostico desta doenca. Entre os trés marcadores, verificam-se niveis baixos de proteina APi-s2, hiveis
altos de proteinas tau total (t-tau) e tau fosforilada (p-tau) e a alta razdo entre t-tau ou p-tau e APia2
(Marcb6a, 2011). Na Tabela 3.1. encontra-se descrito os niveis fisioldgicos destes biomarcadores hum
individuo em estado saudavel comparativamente a um paciente com DA.

Tabela 3. 1. Biomarcadores especificos no diagnéstico da DA (Humpel, 2011).

Biomarcador Controlo (pg/mL) DA (pg/mL)
Amildide beta 142 (Af1-42) 794 £ 20 <500
Tau total (t-tau) 136 + 89 (21-50 anos) -
243 + 127 (51-70 anos) > 450
341 + 171 (> 71 anos) > 600
Tau fosforilada (p-tau) 23+2 > 60
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A DA é caracterizada principalmente pela patologia da proteina ABi.s2 que se encontra no gene da
proteina precursora da amildide, no longo brago do cromossoma 21 (Mantzavinos & Alexiou, 2017). Os
niveis fisiologicamente produzidos de Api-s S80 eliminados do cérebro, porém a acumulagdo deste
péptido no plasma é o resultado de um aumento da produgdo promovida por falhas nos mecanismos
fisioldgicos de limpeza no cérebro (Thal et al., 2008). Como se confirma pela analise da Tabela 3.1,
pacientes com DA revelam menores niveis deste péptido no LCR (< 500 pg/mL), devido a deposicdo das
moléculas nas placas amiloides ou limpeza reduzida da (APi-42) do parénquima cerebral (Humpel, 2011).
O excesso de produgdo, deposicdo e agregacdo de (APis) leva a oxidacdo, disfuncdo neuronal,
neurotoxicidade e neuroinflamacéo, refletidos pela apoptose.

Outros biomarcadores de lesdo neuronal sdo as proteinas t-Tau e p-Tau que sdo medidas
positivamente, em que a probabilidade de desenvolvimento de DA aumenta em propor¢gdo com a
quantificacdo destes biomarcadores (Thal et al., 2008). Estes biomarcadores sdo convencionais para outras
patologias e podem ser detetados in vivo ou in vitro. A quantidade de t-Tau encontra-se relacionada com a
intensidade da degeneracdo neuronal e aumenta gradualmente com a idade, em individuos saudaveis,
passando de 450 pg/mL para mais de 600 pg/mL, em pacientes com idades entre os 51 e 70 anos (Humpel,
2011). A p-Tau corresponde a t-Tau hiperfosforilada em aproximadamente 39 locais diferentes e a sua
detecdo da p-Taul81 (proteina Tau fosforilada na posicdo 181) corresponde a um biomarcador definitivo
da DA. O aparecimento de p-Tau resulta em falhas das funcdes neuronais, representando a presenca das
trangas neurofibrilares (Humpel, 2011).

Como visto anteriormente, existem diversos biomarcadores especificos no LCR para a DA. No
entanto, a combinacgdo destes trés biomarcadores aumenta significativamente a validade do diagndstico da
DA, visto que produzem uma sensibilidade combinada superior a 95 % e uma especificidade superior a
85 % (Humpel, 2011).

3.1.2.2.  Neurotransmissores

Neurotransmissores sdo mensageiros quimicos geralmente sintetizados endogenamente em
aminoacidos nos neuroénios, na gqual transmitem os sinais através da sinapse e juncdes neuromusculares.
Os neurotransmissores sdo liberados das vesiculas sindpticas na fenda sinaptica, onde sdo capazes de
interagir com os recetores apropriados dos neurotransmissores na célula-alvo. A disfuncdo sinaptica,
anormalidades mitocondriais, respostas inflamatorias, alteracdes hormonais e anormalidades do ciclo
celular s&o algumas das consequéncias da DA, havendo uma implicagcdo negativa na neurotransmissao
(Kandimalla & Reddy, 2017).

Dos principais neurotransmissores referidos em Kandimalla & Reddy, 2017, como glutamato,
glicina, norepinefrina, epinefrina, melatonina, gastrina, oxitocina, vasopressina, colecistocinina,
neuropeptideo Y ou as encefalinas, a acetilcolina ¢ um dos principais neurotransmissores que
desempenham um papel crucial na patogénese da DA e um dos mais importantes nos processos de
memoria. Dessa forma, a perda progressiva deste mensageiro quimico é ponto de referéncia para o
diagnostico desta patologia e o principal alvo terapéutico para a sua prevencdo (Kandimalla & Reddy,
2017).


https://en.wikipedia.org/wiki/Synaptic_vesicles
https://en.wikipedia.org/wiki/Synaptic_cleft
https://en.wikipedia.org/wiki/Neurotransmitter_receptor
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3.1.2.3.  Neuro-inflamatérios

A neuroinflamacdo desempenha um papel em muitas condi¢cdes neuroldgicas e consiste numa
inflamac&o no sistema nervoso central (SNC) (Berdyyeva et al., 2019). Este mecanismo ocorre quando as
células responsaveis e presentes no SNC e com elevada capacidade de fagocitose, designadas de
microglias, detetam um dano no tecido nervoso causado normalmente por compostos neurotOXxicos,
desencadeando um conjunto de reacdes dindmicas e complexas com consequéncias protetoras ou nocivas
que levam a producdo de mediadores capazes de provocar lesGes teciduais e neurodegeneracao
(Berdyyeva et al., 2019; Machado et al., 2020). As micréglias podem apresentar-se sob trés formas
diferentes consoante a sua necessidade local:

+ Ameboide: Atua na modelacdo neuronal e permite um movimento livre no tecido nervoso
e atua sem incutir inflamacé&o local.

« Ramificada: Responsavel do equilibrio imunoldgico no cérebro encontrando-se presente
sobretudo em adultos.

« Ativa: Apresenta elevada atividade no mecanismo de resposta a infecdo através da
producdo de fatores pré-inflamatérios como citocinas, radicais livres, neurotoxinas
podendo estimular a deposicdo de proteinas no SNC e provocar disfungdo do sistema
imune (Machado et al., 2020).

A ativacdo destas células ocorre quando se regista danos no SNC e atua como resposta a uma
variedade de estimulos, nomeadamente infecGes, lesbes cerebrais traumaticas, a presenca de metabolitos
toxicos, ou a reagdes imunoldgicas. Dessa forma, em padrdes moleculares associados a perigo sobretudo a
patogenia da DA, determinada como inflamacao cronica, a micrdglia ativa liberta principalmente citocinas
que podem ser varias, contudo as mais comuns sdo IL-1f, IL6, IL-18, TNF-o, IFN-y (Machado et al.,
2020).

Nesta dissertacdo, o biomarcador utilizado é a IL6. Esta citocina pré-inflamatéria multifuncional
apresenta um papel importante na defesa desta patologia, com elevados efeitos reguladores sobre a
resposta inflamatoria. Para a detecdo da IL6 embora existam diferentes métodos, € relevante a sua
quantificacdo e comparagéo dos niveis plasmaticos deste biomarcador entre um grupo controle e um grupo
DA. Conseguinte, o estudo de Wu et al., 2015, quantificou 1,6 + 0,8 pg /mL desta proteina numa amostra
de plasma num individuo em estado normal, valor fisiol6gico, e registou um acréscimo nesse valor para
um paciente de DA, tendo obtido um valor de 2 + 1 pg/mL, Figura 3.3.
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Figura 3. 3. Concentragdo de IL6 em amostras de plasma em individuos normais, N,
(controlo) comparativamente ao individuo com DA (Wu et al., 2015).

Contudo, ¢é de extrema importancia referir que os diagnésticos do Alzheimer por proteinas de
atividade inflamatoria apenas servem para: a discriminacdo de existéncia de enfermidades ou ndo-
enfermidades; avaliacdo da extensdo da atividade de inflamagdo; monitorizacdo do desenvolvimento da
doenca e a resposta a intervencdes terapéuticas.

Com isto, é de salientar que a utilizacdo da I1L6 para o diagnéstico desta patologia proporciona aos
clinicos uma importante ferramenta para auxiliar o diagnostico e o acompanhamento das enfermidades
inflamatdrias. Uma vez que este biomarcador é inespecifico seria indispensavel a realizacdo de outros
ensaios de forma a detetar proteinas especificas como mencionadas anteriormente.
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4. DESENVOLVIMENTO DO BIOSSENSOR ELETROQUIMICO

O principal objetivo desta dissertacdo consistiu em desenvolver um dispositivo biossensor com
base em elétrodos de cortica descartaveis, com a utilizacdo de recursos naturais e materiais sustentaveis.

Dessa forma, desenvolveu-se um biossensor em suporte de cortica para a detecdo de um
biomarcador associado a processos inflamatérios, proteina IL6. Este biossensor servira como ferramenta
de auxilio aos clinicos no rastreio e progressao da doenca de Alzheimer através das condi¢des de neuro-
inflamacdo. Contudo, é importante salientar que este biomarcador é inespecifico e ajuda a complementar
um teste com biomarcadores especificos.

Numa primeira fase, o sensor foi estruturado e otimizado em elétrodos comerciais (SPE), em
elétrodos trabalho em carbono, que combina (bio)materiais de elevada especificidade com um transdutor
eletroquimico onde ocorreu a polimerizacdo eletroquimica em Bulk. Apds o estudo de condi¢des 6timas e
analise de parametros eletroquimicos, reproduziu-se para suporte de cortica e analisou-se o0 seu
desempenho.

Uma das grandes vantagens desta estratégia proposta é uma ferramenta que permite a detecdo no
local, de resposta rapida e baixo custo associado.

Neste capitulo é descrito de modo detalhado os materiais e os equipamentos utilizados, bem como
0 procedimento experimental em que foi baseado para o desenvolvimento deste biossensor eletroquimico
sensivel a proteina IL6.

4.1. Materiais

4.1.1. Equipamentos

O principal equipamento utilizado foi um potencidstato/galvanostato da Metrohm Autolab,
PGSTAT204, Figura 4.1, controlado pelo Software Nova 2.15. Este equipamento foi crucial para as
medicdes eletroquimicas para a avaliacdo tanto da construcdo como do desempenho do sensor através das
técnicas eletroguimicas. Este dispositivo eletrénico, com corrente maxima de 400 mA, permite controlar a
diferenca de potencial elétrico nos elétrodos SPE que se conectam a uma caixa da DropSens (DRP-DSC),
Figura 4.2.
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Figura 4. 1. Potenciostato da Metrohm Autolab.
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Figura 4. 2. Caixa DropSens (DRP-DSC).

Para a caracterizacdo quimica do sensor, foi utilizado um método espetroscépico, a técnica de
espectroscopia Raman, representado na Figura 4.3., da Thermo Scientific (DXR 532 nm Filter) no sentido
da obtencdo de informacdes a nivel molecular do material em estudo. Desta técnica, obtém-se espetros
compostos por picos que correspondem a uma vibracao especifica de uma ligacdo molecular e com isso,
analisar a estrutura quimica do material e a modificacdo da superficie dos elétrodos SPE (Castro, 2013).

Figura 4. 3. RAMAN- Caracterizagdo do sensor.
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4.1.2. Reagentes e Materiais

A lista de materiais e reagentes utilizados para a realizacdo deste trabalno com a respetiva
concentracdo utilizada e empresa da qual foram adquiridos, encontra-se listado na Tabela 4.1. Estes
reagentes ndo sofreram qualquer purificacdo adicional e foram utilizados conforme se encontram
disponiveis no mercado.

Tabela 4. 1. Lista de materiais e reagentes utilizados com respetiva concentracdo e origem.

Reagente/Material Concentragdo Fabricante
Hexacianoferrato (I1) de potassio 5mM Riedel-de Haén
Hexacianoferrato (I11) de potassio 5mM Riedel-de Haén
Cloreto de potassio 0.1M Carlo Erba
Tampdo Fosfato-Salino - PBS (Phosphate Buffered Saline) 0.01M Panreac

3- Aminophenylboronic acid (3-APBA) 5mM Acros Organics
Acido sulftrico 0.5M Sigma- Aldrich
Acido fosforico 0.1M Riedel-de Haén
IL6 Human, recombinant animal component free 10 pg/mL Abcam

Soro (Cormay Serum) - Fluka
Screen-printed Carbon Electrodes (SPE- Cork) - BioMark, Coimbra
Screen-printed Carbon Electrodes (SPE-110) - Metrohm Dropsens
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4.1.3. Solucgdes

Na generalidade, todas as solugdes necessarias a realizacdo deste trabalho, foram preparadas em
agua ultrapura com condutividade inferior a 0,1 uS/cm, purificada pelo sistema Milli-Q. A pesagem dos
reagentes sélidos e medicdo dos reagentes liquidos foi rigorosa e com posterior diluicdo em balBes
volumétricos de classe A, com capacidade conforme os volumes necesséarios. Todas as medi¢Oes de
volume foram efetuadas através das pipetas GILSON com volumes regulaveis.

Os ensaios eletroquimicos foram realizados utilizando uma conhecida solucdo redox probe de
ferro, constituida por hexacianoferrato de potassio Il e hexacianoferrato de potéassio Il, 5 mM, tri-
hidratado dissolvido num eletrélito de suporte de cloreto de potassio a 0.1M.

A preparacdo de uma solu¢cdo do monomero 3- APBA, foi preparado numa solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS, 0,01 M, pH 7,4), com a dissolugdo de 1 pastilha de PBS em 500 mL de
agua ultrapura. De seguida, para proceder a realizacdo da curva de calibracdo, passou-se a utilizar tampéo
fosfato 0,01 M, de pH igual a 5, acidificado com &cido fosférico através do medidor de pH com modelo
GLP 21 da CRISON. As solucdes utilizadas para a construcdo da curva de calibracdo foram obtidas a
partir de uma solucéo stock de IL6 com concentracio de 10 pg/mL (4,5 x 10° M).

4.2. Procedimentos analiticos

Na fase inicial do desenvolvimento do sensor, foram realizados estudos de otimizacdo de
diferentes etapas em elétrodos SPE comerciais adquiridos pela Metrohm DropSens (SPE-110) (A). Apds o
estudo de varios parametros e atingido resultados esperados e reprodutiveis, 0 mesmo procedimento
analitico foi igualmente aplicado em elétrodos SPE com suporte em cortica, (SPE-cork), Figura 4.4. Estes
dispositivos apresentam como caracteristicas, dimensdes de 3,4 x1,0 x 0,05 cm, contactos elétricos em
prata com 4 mm de didmetro, elétrodo de trabalho em carbono com um didmetro de 4 mm, contra elétrodo
de carbono e elétrodo de referéncia em carbono no (SPE-cork) e prata no sensor (SPE-110).
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Os elétrodos comerciais da DropSens 110, SPE-110, sdo os elétrodos de carbono comumente
utilizados em ensaios laboratoriais para o desenvolvimento de biossensores eletroquimicos, cujo suporte
geralmente apresentado é substrato em cerdmica. Em contrapartida, os sensores em suporte de cortica
como o representado na Figura 4.4 B, foram fabricados no BiomarK. Estes dispositivos, como
referenciado anteriormente, além de fornecerem uma tecnologia mais sustentdvel e com reducdo do
impacto ambiental, comparativamente a outros suportes apresentam um baixo custo associado. Além disso,
fator importante no desenvolvimento destes biossensores é o conhecimento da composi¢do da tinta de
carbono utilizada na producdo do sistema dos trés elétrodos. Nos elétrodos comerciais essa informagéo
ndo se apresenta tdo detalhada. Este parametro € importante uma vez que na montagem do sensor, a
composicdo da tinta de carbono pode influenciar a dispersdo e a adesdo posterior no processo de
impressdo. Dessa forma, o controlo da deposicéo da tinta de carbono permite obter uma superficie capaz
de sofrer modificagdes e verificar a reprodutibilidade.

No entanto e de uma forma geral, ambos os dispositivos beneficiam por recorrerem a volumes
reduzidos de amostra, atingindo o nivel dos microlitros, pL.

Conforme ilustrado na Figura 4.5, a construcdo do dispositivo sensor envolveu uma sequéncia de
etapas: preparacdo dos elétrodos (A), eletropolimerizacdo (B), remocdo de proteina (C) e avaliagcdo do
desempenho com respetiva calibracéo e interpretacdo de resultados eletroquimicos (D).

s=== Chip de Cortica @ Monomero (3-APBA) | LEGENDA:
A- Elétrodo SPE C- Remocao da Proteina
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Figura 4. 5. Esquematizacéo da construcéo do sensor eletroquimico.

O procedimento para cada uma das etapas definidas para a sintese do material MIP encontra-se
descrito de uma forma mais detalhada nas subsecgbes seguintes.
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4.2.1. Preparacao do biossensor (Pré-tratamento)

Como verificado anteriormente, a preparacdo do biossensor eletroquimico envolve um conjunto
de etapas.

Comecou-se por otimizar o procedimento nos elétrodos comerciais da DropSens e definiu-se os
parametros eletroquimicos para avaliar o estado inicial do SPE. Para tal, utilizou-se a solucdo redox,
incubando um volume fixo de 70 pL envolvendo os trés elétrodos. Apds finalizar cada etapa definida na
Figura 4.5 como A, B, C e D, efetuaram-se leituras em CV, SWV e EIS, a fim de poder comparar 0s
resultados e interpretar a modificacdo quimica ocorrida na superficie do elétrodo de trabalho. Os
parametros eletroquimicos foram iguais para ambos os substratos. Nos ensaios CV, o0s potenciais foram
definidos no intervalo de -0,8 a +0,7 V, a 50 mV/s. Nos potenciais SWV utilizou-se um potencial de -0,3
para +0,7 V, com uma frequéncia de 2 Hz. Quanto a EIS, utilizou-se uma perturbacdo de potencial
senoidal de amplitude de 0,01 V e um numero de frequéncias iguais a 50, distribuidas logaritmicamente
numa faixa de frequéncia de 0,1-100 kHz. Todos os dados do EIS foram ajustados a um circuito
equivalente de Randles.

4.2.2. Eletropolimerizagao

No sentido de desenvolver o sensor foi preparado o MIP. Esta etapa, consistiu na preparacdo de
uma solucdo do monémero 3- APBA preparada em PBS a pH 7,4 e sempre no momento da sua utilizacao.
Para facilitar a sua dissolucgdo, a solucdo foi submetida a tratamento por ultrassons num periodo de tempo
controlado. A solucdo de polimerizacdo consistiu na combinacdo da proteina IL6, 10 pg/mL com a
solucdo de mondémero preparada, numa propor¢do 1:10. A mistura resultante, foi colocada na superficie
dos trés elétrodos e formou-se a camada MIP por (eletro)polimerizacdo. Para tal, foi utilizado a técnica
eletrogquimica CV, com os seguintes parametros:

«» Numero de ciclos: 15
¢+ Taxa de varredura (Scan-Rate): 0,02 V/s
+»+ Intervalo de Potencial: -0,2a 1,0 V

Em paralelo, preparou-se um polimero sem impressdo molecular (NIP, do inglés non-imprinted
polymer). Este material foi preparado de modo similar ao descrito para o0 MIP, excluindo-se, no entanto, a
molécula molde do procedimento com substitui¢do por mesmo volume de PBS, pH 7,4.

4.2.3. Remocéo da proteina

O processo de remogdo da proteina I1L6 foi efetuado aplicando 5 pL de solugéo de acido sulfarico,
a 0,5 M, por um periodo de 1 hora, a temperatura ambiente e apenas no elétrodo de trabalho.
Posteriormente, foi lavado abundantemente com &gua ultrapura de forma a remover o agente de remocgéo e
toda a IL6 extraida da matriz polimérica.

Posteriormente, procedeu-se & incubacdo de 7 puL de PBS a pH 5 por um periodo de 30 minutos, a
fim de estabilizar o sensor com o tamp&o correspondente ao utilizado no passo seguinte, avaliacdo do seu
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desempenho analitico. A etapa da estabilizacdo do sensor € crucial, uma vez que garante que os resultados
eletroquimicos obtidos na curva de calibracdo, apenas resultam da influéncia da proteina e desse modo,
permite um maior controlo e acessibilidade na interpretacdo dos resultados.

Nesta etapa, a IL6 é extraida da matriz polimérica por clivagem das ligacGes peptidicas, obtendo
assim as cavidades que sdo complementares a proteina em tamanho, forma e funcionalidade.

Finalizando esta Ultima etapa da construcdo do biossensor, a temperatura de armazenamento foi
crucial, sobretudo para o suporte em cortiga, tendo sido otimizado a temperatura ambiente. Verificou-se
que excesso de humidade comecou a moldar o sensor, formando uma estrutura céncava no mesmo ao
invés de permanecer em estrutura plana devido a sua caracteristica de maleabilidade.

Apos a conclusdo das etapas anunciadas, o biossensor encontra-se completo, estavel e apto para a
avaliacdo do seu desempenho.

4.2.4. Caraterizacdo da superficie do sensor

O estudo por espetroscopia de RAMAN, foi a técnica qualitativa utilizada neste trabalho que
permitiu juntamente com as técnicas eletroanaliticas como CVs e EIS, um controlo da modificagdo
quimica ocorrida na superficie dos elétrodos SPE, nos MIPs e NIPs. Dessa forma, foram analisadas 5
amostras, um SPE sem qualquer tratamento, um NIP e outro MIP eletropolimerizado em Bulk consoante
as condicBes mencionadas anteriormente, e, por fim, um NIP e um MIP ap6s o tratamento com &cido
sulfarico. Todos os dados obtidos foram examinados pelo programa OMNIC Software.

4.3. Avaliacdo do desempenho analitico do biossensor

4.3.1. Curva de calibracéo

No final de todo o processo da sintese do sensor, é importante a validacdo do mesmo com a
analise do respetivo desempenho analitico através da capacidade do mesmo para reconhecer nas cavidades
criadas, a proteina IL6. Para tal, efetuaram-se curvas de calibracdo, na qual se expressa a relagdo existente
entre o sinal medido com a respetiva concentracdo de analito. Assim, os ensaios foram dirigidos com a
incubacdo sucessiva durante um periodo de 20 minutos, de concentracdes crescentes de IL6 preparadas
numa solugdo tampéo de PBS (pH 5).

De acordo com o ponto isoelétrico (PI) da IL6, tendo um valor de 6,17 (Gongalves, 2016), a
solucdo tamponante utilizada foi mais &cida a fim de promover uma solu¢do com cargas positivas devido a
protonacdo das aminas presentes no analito. Conhecido o valor fisiolgico de IL6 numa amostra de um
paciente em estado normal, 1.6 £ 0.8 pg /mL (Wu et al., 2015), definiu-se 5 solu¢Ges com titulos de 1
pg/mL, 10 pg/mL, 100 pg/mL, 1 ng/mL e 10 ng/mL. Em seguida, procedeu-se a lavagem com &gua
ultrapura e avaliou-se o seu desempenho segundo técnicas de EIS e SWV através da solugao redox.

4.3.2. Analise em Soro

Os ensaios foram repetidos num contexto mais realista, preparando-se solugdes padrédo de IL6 em
soro Cormay, diluido mil vezes em tampdo PBS (pH 5). Os valores das concentragfes definidas foram
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idénticos as do ensaio anterior e dessa forma, o sensor foi estudado entre uma gama de 1 pg/mL a
10 ng/mL. Este ensaio teve o intuito de avaliar o0 comportamento do sensor numa situagdo mais real. O
soro Cormay apresentava-se sob a forma de liofilizado (Ferreira, 2021) o que permitiu um estudo do
comportamento do biossensor numa matriz biol6gica, segundo a técnica EIS.

4.3.3. Estudo da seletividade

O estudo de seletividade foi realizado incubando diferentes compostos presentes no soro humano
sintético a fim de avaliar a interferéncia (%). Dessa forma, analisou-se os resultados pelos métodos de
SWV e EIS, com os diferentes agentes de interferéncia selecionados. Este estudo é relevante porque
existem determinados compostos que interferem de modo seletivo, afetando a concentragdo do produto
final. Para tal, adotou-se o método das solugdes misturadas, onde uma solucgdo contendo um padréo dentro
da gama de linearidade da curva de calibracdo foi misturada com cada um dos possiveis compostos
interferentes.

Os compostos interferentes foram os seguintes: 1L6 (100 pg/mL), glicose (0,7 mg/mL), ureia (0,2
mg/mL) e BSA diluida mil vezes em tampdo PBS, pH 5 (1 mg/mL). A quantidade de interferéncia, em
percentagem, foi calculada em relagdo ao sinal da proteina na auséncia de compostos interferentes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente capitulo tem como propdsito a apresentacdo e a analise dos resultados obtidos ao longo
do trabalho experimental, no desenvolvimento do biossensor eletroquimico para a detecdo de IL6. A
organizacao dos resultados apresentados, encontram-se de acordo com a orientagdo definida no capitulo
anterior, passando por uma comparacao entre 0s dois biossensores estabelecidos, um em suporte comercial,
e outro em suporte mais verde, em cortica.

5.1. Pré-tratamento

Geralmente, os SPE sédo sujeitos a um pré-tratamento eletroquimico, adequado a sua utilizacao,
com fim a remover potenciais contaminantes que possam estar presentes na superficie do elétrodo e
fomentar o aparecimento de alguns grupos funcionais na tinta de carbono. Contudo, verificou-se que 0s
elétrodos utilizados tanto os SPE-110 como SPE-cork, sem a modificagdo quimica, apresentaram
resultados semelhantes e reprodutiveis nas medi¢cdes realizadas, e por essa razdo foi eliminada este
processo de pré-tratamento. Na Figura 5.1, apresenta-se a leitura inicial realizada aos elétrodos SPE-110 e
SPE-cork, segundo as técnicas CV (A) e EIS (B).
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Figura 5. 1. Leitura inicial dos elétrodos SPE-110 e SPE-cork segundo ensaios de CV (A) e EIS (B).

Os elétrodos comerciais, representado a cor-de-laranja, apresentaram uma menor separagdo de
picos de oxidacdo-reducédo (0,3 V), comparativamente ao suporte em cortica, representado a azul, o que
favorece a transferéncia de eletrGes, no entanto, apresenta um valor mais baixo em termos de corrente
elétrica (0,00010 A). De forma a melhorar a transferéncia de eletres e diminuir a separacdo de picos no
voltamograma (CV) procedeu-se a diferentes pré-tratamentos dos elétrodos. Testaram-se algumas
limpezas eletroquimicas como a Cronoamperometria a — 1,7 V durante 200 s, utilizando a solugdo de
cloreto de potassio a 0,1 M. Os resultados obtidos nas etapas seguintes apds esta limpeza, ndo foram
favoraveis e complementaram a ideologia da exclusdo desta etapa no processo. Assim sendo, sempre que
um novo sensor foi preparado, apés a leitura inicial com a solugdo redox, prosseguiu-se para a construgdo
do sensor, visto que o pré-tratamento ndo foi expressivo e esta etapa foi anulada.
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5.2.  Construcéao do sensor

A ideologia deste trabalho, além de reintroduzir o conceito de sustentabilidade e a valorizagéo dos
recursos naturais na tematica dos sensores, é de extrema importancia a visdo de producdo numa escala
piloto destes dispositivos. Dessa forma, a fim de ser viavel a escala industrial, procurou-se otimizar na
construcao do sensor, procedimentos simples, efémeros e acessiveis em termos econdmicos.

5.2.1. Impressdo molecular

Na preparacdo do sensor eletroquimico, a eletropolimerizacdo foi o método responsavel pela
sintese dos MIPs. A vantagem da utilizacdo deste método é a capacidade de controlo e otimizacdo de
diversas condi¢fes de polimerizacdo e de variaveis como (i) a escolha do monémero, (ii) a gama de
potencial e (iii) o niamero de ciclos na polimerizacdo sdo as abordadas em seguida.

i. Escolha do monémero

A selecdo do monomero é essencial e deve ser cuidadosamente escolhido a fim de garantir boas
ligaches existentes entre os grupos funcionais do mondémero com grupos funcionais especificos da
proteina.

Inicialmente, o0 mondmero escolhido para a interacdo com a IL6 foi a dopamina. O mondmero
dopamina (3,4-dihidroxifeniletilamina) € um neurotransmissor de catecolaminas que segundo a literatura,
pode ser amplamente utilizada na eletropolimerizacdo de mondmeros para sintese de MIPs por oxidacdo
deste mondmero funcional sintético (Leibl et al., 2020). Foi relatado por (Liu et al., 2006) que em 20086,
foi desenvolvido o primeiro sensor eletroquimico usando dopamina na impressdo molecular, com fim a
detetar a nicotina em soro humano. Este relato teve sucesso, pois o filme impresso foi isolante e ultrafino e
0 sensor teve uma boa resposta capacitiva, detetando nicotina numa faixa entre 1-25 pumol/L.

Mo et al., 2020, descobriram que este mondmero tem a capacidade de polimerizar livremente, por
outras palavras, auto-polimerizar sob condi¢des alcalinas, formando uma camada de polimero na
superficie do elétrodo isolante, rigida e ultrafina, designando este revestimento de (poli)dopamina. Além
disso, o filme de (poli)dopamina pode ser formado ainda electroquimicamente pela oxidacdo da dopamina
(Ruan et al., 2013). Este filme tem sido alvo de muitos estudos para modificacdo de superficie de
biomateriais porque atua como matriz biocompativel para a imobilizacdo de biomacromoléculas (Mo et al.,
2020).

Os resultados preliminares da eletropolimerizagdo com este mondmero, foram bastante
promissores. No entanto, ap6s o estudo e repeticdo de varios ensaios, verificou-se uma dificuldade no
controlo da estabilidade deste monémero o que complicou a reprodutibilidade dos resultados. Algumas
otimizagbes foram feitas, a fim de monitorar a auto-polimerizagdo da dopamina. Dessa forma,
experimentou-se diferentes valores de pH da solugdo de tampdo na preparagdo deste mondémero.
Comecou-se por experimentar com PBS a pH 6, mas dificultava o processo de polimerizacdo, uma vez
que este composto apresenta grupos amina na sua constituicdo e sendo a constante de acidez (pKa= 8,93),
0 mondmero apresentava-se com muitas cargas positivas o que inibia a auto-polimerizacdo. De seguida,
experimentou-se com PBS a pH 8,5, sabendo que em meio alcalino se polimeriza, mas detetou-se uma
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polimerizacdo instantdnea e de dificil controlo. Assim sendo, o valor de pH ideal a utilizar neste
monomero foi PBS a pH 7,4.

Posteriormente, otimizou-se a presenca e a auséncia de oxigénio na solugdo de dopamina
preparada e depreendeu-se que a desoxigenacdo desta solucdo favoreceu e permitiu um maior controlo da
mesma.

Factos curiosos sobre este polimero, é que no processo de eletropolimerizacdo, verificou-se ao
longo da ocorréncia dos ciclos definidos em CVs, o aparecimento de uma cor laranja intensa na solugéo
mistura preparada, com a jungao deste monémero e proteina, Anexo A.1. A mudanga de tonalidade deveu-
se a0 processo constante de oxidacdo e reducdo do composto que produziu uma molécula designada de
dopaminequienona que com a sua acumulacdo no elétrodo de trabalho, foi responsavel por esta tonalidade.
Deste processo, formou-se um polimero estavel, espesso e fracamente condutor (Roushani & Zalpour,
2021).

Além disso, foi possivel visualizar a olho nu, a auto-polimerizacdo deste monémero. Com o fator
tempo, presenca de oxigénio e valor de pH, foi visivel a modificacdo da solucdo mondémero com a
passagem de uma tonalidade incolor para cinzenta escuro e a formacdo de aglomerados, Anexo A.2.
Quanto mais oxigénio estivesse presente e valores de pH superiores a 7,4, esta alteracdo era visivel num
periodo curto de aproximadamente meia hora.

Ap0s todas as otimizacGes com este mondmero, concluiu-se que era arduo a reprodutibilidade dos
resultados e a garantia das mesmas condi¢des nos ensaios experimentais. Por essa razdo, escolheu-se outro
composto que tivesse algumas semelhangas com a dopamina. Assim, surgiu 0 mondmero 3-
Aminophenylboronic acid, também constituido por hidrocarbonetos aromaticos complementados com
grupos funcionais carboxilicos, hidroxilos e aminas.

ii.  Gama de potencial

Posteriormente a escolha do mondmero, um dos primeiros estudos realizados foi a gama de
potencial aplicado, a fim de averiguar o potencial que é preciso proporcionar aos elétrodos para a oxidacdo
do mondmero 3-APBA. Para tal, a técnica eletroanalitica escolhida foi os CVs, e fixou-se certos
parametros como o nimero de ciclos e a velocidade de varrimento. Na Figura 5.2, apresenta-se 0
voltamograma obtido com o valor da corrente (A) em fungdo do potencial aplicado (V).
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Figura 5. 2. Voltamograma obtido na eletropolimerizagéo por CV, com oxidagéo de 3-APBA.

Segundo o voltamograma obtido, observa-se que o presente mondmero apresenta um pico
maximo de oxidacdo a um potencial de 0,65 V e um pico de reducdo a -0,1 V. Assim sendo, a gama de
potencial otimizada neste trabalho foi de -0,2 ValV.

iii.  NuUmero de ciclos

O namero de ciclos € um parametro que influencia a espessura, estabilidade do filme obtido apés
eletropolimerizacao.

Neste trabalho, o nimero de ciclos selecionado ap6s otimizacdo foi 15. Verificou-se que ndo era
possivel aplicar menos ciclos visto que a IL6 é uma molécula de grandes dimensBes, com um peso
molecular de 22 kDa, que com a presenca de uma camada fina de polimero, tornou-se dificil aderir &
matriz polimérica e dessa forma o processo de impressdo molecular ndo foi eficaz sendo os resultados
obtidos bastante aleat6rios em termos de analise eletroquimica. Por outro lado, com o aumento do nimero
de ciclos, é expectavel que a espessura polimérica resultante aumente. Esse efeito foi desvantajoso pois
durante o processo de remocdo da molécula molde, a extracdo da proteina tornou-se dificil devido ao
excesso de polimero formado. Com isto, fixou-se 15 ciclos de polimerizag&o.
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iv.  Velocidade de varrimento

A velocidade de varrimento foi também otimizada e ficou definida de 0,02 V/s. Estas condi¢Oes
de polimerizacdo foram usadas de igual forma tanto na preparacdo de MIPs como NIPs.

Assim, apds todas as otimizagdes e a conquista da reprodutibilidade desta etapa, na Figura 5.3,
apresenta-se 0s resultados obtidos da construgdo para ambos os sensores. A cor-de-laranja representa o
estado inicial do sensor para o SPE-110 e a azul para o SPE-cork. A verde e a cor-de-rosa representa o
apos eletropolimerizacdo, segundo as técnicas de CVs (A) e EIS (B). Preparou-se ainda um sensor
controlo, nas mesmas condi¢c6es que o MIP (1), mas com a auséncia da proteina, e com isso, obteve-se um
polimero ndo molecularmente impresso, NIP (2).
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Figura 5. 3. Estudo da impressdo molecular no NIP (1) e MIP (2), para ambos o0 SPE-110 (cor-de-laranja) e
SPE- cork (azul), pelas técnicas CV (A) e EIS (B).
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Empiricamente, a Figura 5.3., apresenta uma comparagdo dos resultados obtidos apds a
eletropolimerizacdo com o sensor no seu estado inicial, segundo a técnica de CV e EIS.

Relativamente a voltametria ciclica, comprovou-se que o monomero 3- APBA apresentou um
comportamento muito isolante apds os 15 ciclos de eletropolimerizacdo juntamente com uma taxa de
varredura de 0,02V/s. Verificou-se uma reducdo significativa na passagem de corrente em funcdo do
potencial aplicado. Observou-se em (Al) e (A2) de ambos 0s sensores, comparativamente ao estado
inicial (antes da polimerizacdo), representado a azul ou a cor-de-laranja, uma diminuicdo de corrente com
a reducdo significativa da altura dos picos de oxidagéo/reducgdo. Para o SPE-110, houve uma diminuicao
de -0,07 mA a 11 mA, para -0,045 mA a 0,5 mA. No SPE-cork, essa diminuigdo de corrente foi mais
acentuada com a passagem de -0,07 mA a 11 mA, para-0,02 mA a 0,1 mA.

Sustentando a presenga do polimero na superficie do sensor, os resultados de EIS (B1) e (B2) vém
assegurar esse mesmo facto, com um aumento da resisténcia de transferéncia de eletrdes. E possivel
observar um acréscimo de 1000 Q para aproximadamente 4000 a 5000 Q. Esta alteracéo e discrepancia
de valores entre os elétrodos iniciais e apds a eletropolimerizacdo foram positivos uma vez que
comprovou a organizacgao e o desenvolvimento de uma matriz polimérica.

A comparacdo da taxa de polimerizagdo ocorrida tanto no SPE-110 como no SPE-cork, pode ser
verificada na tabela presente no Anexo A.3, com o registo da média da resisténcia dos triplicados para os
MIPs e NIPs.

5.2.2. Remocao da proteina

Para finalizar o processo e de modo a obter um polimero com as cavidades livres e especificas
para a molécula-alvo, foi necessario remover o template IL6 da matriz polimérica. Apés a investigacao
dos principais solventes utilizados, procedimentos comuns e condigfes mais usuais nestas analises de
extracdo ou desnaturacdo de proteinas, testou-se a incubacdo com dois solventes diferentes: hidréxido de
sodio a 0,1 M e &cido sulfarico a 0,5 M. Perante os resultados obtidos, verificou-se que o &cido sulfurico
foi o melhor solvente, uma vez que conseguiu extrair com maior eficiéncia a molécula-alvo, segundo os
dados de impedancia.

Posteriormente, avaliou-se o tempo ideal de incubacdo deste solvente para remogdo completa de
IL6. Os intervalos de tempo estudados foram 30 minutos, 1 hora e 2 horas. De acordo com estes intervalos
de tempo, 1 hora, foi o tempo crucial definido neste trabalho, uma vez que a reprodutibilidade com 30
minutos de incubagdo com acido sulfurico mostrou-se inconstante, devido a maior dificuldade na remogéo
total de proteina. Em contrapartida, o periodo de 2 horas, revelou ser excessivo, sendo a taxa de remogéo
muito alta, que leva a percecdo da remocdo de algumas partes da matriz polimérica, o que ndo é
pretendido.

A temperatura durante o processo de incubacdo, foi outro pardmetro avaliado nesta etapa e
verificou-se que para os SPE-cork, este parametro influenciou mais devido a estrutura e composi¢do
quimica do material. A presenca de humidade, modificou ligeiramente a sua estrutura devido & absorgéo
de &gua, o que ndo foi favoravel para os elétrodos, uma vez que quebrou os contactos elétricos e a resposta
eletroquimica foi danificada. A temperatura ambiente foi a condicdo ideal para este trabalho.
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Assim, ap0s 0 sucesso desta etapa, efetuou-se uma taxa de remogdo com o diferencial do registo
das impedancias entre a etapa de impressdo molecular com a etapa de remogdo da proteina, que se
encontra no Anexo A.3. Este célculo permitiu a comparacdo do desenvolvimento de um MIP com um NIP,
e ainda, a analogia entre SPE-110 e SPE-cork. Dessa maneira, os resultados foram concordantes com o
esperado, e verificou-se uma alteracdo na resposta tanto no NIP como no MIP, uma vez que o acido
sulfarico altera quimicamente a superficie do elétrodo. No entanto, essa percentagem foi mais significativa
na etapa de remocéo de polimeros molecularmente impressos. Registou-se com os valores dos triplicados,
uma taxa de 33 % para 0os MIPs do SPE-110 e 42 % para o SPE- cork. Relativamente aos NIPS, apenas se
registou uma remocao de cerca de 22 % para 0s sensores comerciais e 30 % para os de cortica, devido a
auséncia da proteina. Com estes valores, verificou-se ainda que, a taxa de remocao foi mais eficiente nos
sensores com suporte em cortica. A taxa de remocdo dos NIPs relacionou-se apenas com a alteracdo da
superficie polimera devido ao tratamento acido dado que ndo existiu proteina na matriz polimérica.

Na Figura 5.4, apresenta-se os resultados obtidos segundo as técnicas de Cv e EIS. As maiores
diferengas encontram-se nos SPE-cork, que vai ao encontro com os valores registados na tabela presente
no Anexo A.3.

Na voltametria ciclica, apds a remogdo da proteina com o acido, observou-se um ligeiro aumento
da corrente sendo superior no MIP do SPE-cork, com picos de oxidacdo e redugdo bem definidos. Na
impedancia o comportamento foi similar, verificou-se uma diminuicdo no valor da impedancia,
representado a roxo, comparativamente a etapa da eletropolimerizacdo, passando um diferencial de
aproximadamente 2 000 Q para o MIP do SPE-cork e, de 1000 Q, para o respetivo NIP.
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5.2.3.Caraterizacéo da superficie do sensor

A modificagdo quimica da superficie dos sensores foi controlada e comprovada com o recurso da
analise dos espetros de RAMAN. Para tal, foram estudadas cinco amostras, entre as quais, um elétrodo
SPE sem qualquer tratamento, um NIP e outro MIP ap6s a eletropolimerizacéo, e, por fim, um NIP e um
MIP ap6s a remocgéo da proteina com o acido sulfarico.

Na Tabela 5.1 e na Figura 5.5, apresenta-se os resultados obtidos para cada uma das amostras
analisadas, com o registo do valor das frequéncias (cm™) atingidas e intensidades (I, a.u.) entre os picos (G)
e (D). E importante salientar que a banda (G) encontra-se associada a frequéncia de deslocamento
tangencial e a banda (G") associa-se ao pico de segunda ordem que sdo sensiveis as modificacdes
ocorridas nos elétrodos. A banda (D) referenciada direciona-se para a intensidade do pico apresentado
associado aos defeitos da modificacdo quimica da amostra (Ribeiro, 2016).

Tabela 5. 1. Valores obtidos por RAMAN nos diferentes elétrodos SPE.

Instituto Superic
I Engenharia dc

Espectros Raman
. Intensidade, |
SPE Inicial | Frequéncia (cm™) (a.u) I/le
D 1349.98 526.09 0.72
G 1574.02 732.46 '
Intensidade, |
NIP Frequéncia (cm™) (a.u) I/l
D 1346.83 859.67 0.77
G 1575.35 1110.60 '
Intensidade, |
MIP Frequéncia (cm™) (a.u) In/lg
D 1347.79 986.63 0.86
G 1578.25 1149.43 '
Intensidade, |
NIP TR Frequéncia (cm™) (au) Ip/lg
D 1351.65 819.05 0.78
G 1580.17 1052.89 '
Intensidade, |
MIP TR Frequéncia (cm™) (au) I/l
D 1345.87 905.14 0.82
G 1578.25 1103.11 '

or de
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Figura 5. 5. Espetros RAMAN obtidos nas diferentes superficies dos MIPs e NIPs preparados.

Apo6s a analise dos resultados, sugere poder-se concluir que a razdo dos picos Ip/lg para 0s
elétrodos SPE sem qualquer modificacdo, foi semelhante em todos, com o registo em média no valor de
0,72.

Apos a eletropolimerizacdo, os resultados indiciam que é possivel observar que a relacdo dos
picos I/l para os NIPs, foi superior aos do SPE inicial, (Io/lc =0,77), assim como apos tratamento
quimico com &cido sulfurico (Io/lc=0,78). O aumento de I/l apds a polimerizagéo esta relacionado com
defeitos estruturais inseridos na superficie do elétrodo devido & presenca de polimero (NIP). Apds
tratamento quimico com acido, o valor da razdo dos picos foi de (Ip/lc =0,78), demonstrando que o
tratamento teve um efeito negligencidvel na superficie do sensor NIP em termos quimicos e estruturais.

Os MIPs, apresentaram um aumento do récio Ip/lc comparativamente com os NIPs associados a
presenca da proteina IL6 na estrutura polimérica formada. Assim, o valor apos a eletropolimerizacdo nos
MIPs foi superior como o esperado, (Io/lc=0,86), e apds a remog¢éo do analito, esse valor foi inferior (Io/l¢
=0,82) devido a submissdo a um tratamento &cido com a eliminag&o da proteina na matriz polimérica.

No geral, 0 aumento do récio Ip/lc apds polimerizacdo estd relacionado com a introdugdo de
defeitos estruturais na superficie devido a presenca de compostos aromaticos e da proteina na matriz
polimérica. Depois do tratamento &cido estes mesmos defeitos decrescem no MIP (Io/1c=0,82), indicando
a remocdo da proteina.
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Neste sentido, 0 espetro tragado foi concordante com o espectado e permitiu comprovar a eficacia
tanto da eletropolimerizagcdo como do processo de remogao envolvente, para 0s materiais poliméricos com
e sem impressdo molecular.

5.3.  Curva de calibracéo

Apos a otimizacdo dos parametros relativamente a construcdo do sensor e a obtengdo consecutiva
da reprodutibilidade, pretendeu-se avaliar a qualidade da resposta analitica do biossensor para diferentes
concentracdes de IL6. Com essa finalidade, estudou-se a resposta dos sensores MIP e NIP, respetivamente,
com diferentes concentracdes de proteina estabelecidas e, por fim, a comparagao do desempenho analitico
no sensor sintetizado em elétrodos comerciais (SPE-110) e nos elétrodos fabricados com suportes de
cortica (SPE-cork). SolugGes com concentracfes crescentes huma gama entre 1 pg/mL a 10 ng/mL foram
preparadas em solugdo tampdo, PBS a pH 5, e incubadas no elétrodo de trabalho com 7 pL durante 20
minutos. Posteriormente, ap6s a lavagem do elétrodo com d&gua ultrapura, registou-se a resposta
eletroquimica entre as diferentes concentracdes de proteina para cada um dos sensores, através da leitura
com a solugéo redox probe.

Em simulténeo, efetuou-se as diferentes incubagdes e as leituras com as diferentes solugdes de IL6

no NIP. Dessa forma, na Figura 5.6, apresenta-se os resultados de EIS obtidos para ambos 0s sensores,
sendo SPE-110 (1) e SPE-cork (2), e o respetivo MIP (A) e NIP (B).
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Figura 5. 6. Estudo da resposta analitica no sensor SPE-110 (1) e SPE-cork (2) em fungdo da adicdo de diferentes concentracoes
de IL6 preparadas em PBS, pH 5, segundo a técnica de EIS; Al e A2 representam os MIPs e B1 e B2 os NIPs, respetivamente.

Relativamente ao comportamento observado, constatou-se que os materiais MIP e NIP foram
capazes de produzir uma resposta eletroquimica segundo o esperado, sendo que a maior sensibilidade
verificada ocorreu nos materiais MIP. O aumento gradual da tonalidade de cor registada de cinza claro a
cor-de-laranja mais intenso, nos polimeros molecularmente impressos, foi proporcional com o aumento da
concentracdo de IL6 incubada, sendo esse registo mais evidente no SPE-cork.

Por outro lado, em ambos os NIPs, ndo se verificou uma resposta linear com a presenca de
concentracdes crescentes de IL6. Presenciou-se, no SPE-110, intervalos muito curtos entre os diferentes
padrdes como inexisténcia de resposta, assim como no SPE-cork, registou-se uma resposta aleatéria
sobretudo na concentracdo de 10 pg/mL e 1 ng/mL, Figura 5.6- (B2). Estes resultados foram concordantes
com o esperado, uma vez que o NIP néo apresenta cavidades na matriz polimérica para a detecdo de IL6.

Posteriormente, com a média dos triplicado dos resultados, efetuou-se a curva de calibracdo em
PBS, para o MIP e em paralelo para o NIP, com o estudo da resisténcia, Circle FIT (€2), em funcdo das
concentragdes de IL6 no intervalo de 1 pg/mL a 10 ng/mL, em ambos 0s sensores, como se observa pela
Figura 5.7.
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de EIS.

De acordo com a analise da Figura 5.7, os resultados foram concordantes com os resultados
descritos pela Figura 5.6. Tanto o NIP como o MIP, segundo o valor das impedancias pelo Circle FIT (Q),
apresentaram resisténcias crescentes a transferéncia de cargas com 0 aumento da concentracao da proteina,
0 que comprova a existéncia de ligacdes da proteina a superficie do sensor. Nos ensaios eletroquimicos, as
alteracOes registadas das resisténcias do material, encontram-se normalmente associadas ao balango
existente entre cargas e massas. Na presente situacdo, conhecido o valor de Pl da proteina que apresenta
um valor de 6,17, e sabendo que a calibracéo foi feita a pH 5, valor inferior ao Pl, a proteina encontrou-se
maioritariamente protonada. O aumento de cargas positivas presentes, podera facilitar a transferéncia de
eletrdes uma vez que a redox probe tem carga negativa, e dessa forma, seria esperado a diminui¢do da
resisténcia ao longo do aumento da concentracdo de IL6. Contudo, sendo a IL6 uma proteina de grandes
dimensdes, esta promoveu uma barreira a transferéncia de eletrdes, dificultando esta passagem, e este
balanco de massa promoveu, consequentemente, um aumento da resisténcia como verificado na Figura 5.6.

Contudo, tanto no SPE-110 (1) como no SPE-cork (2), essa ligacdo da proteina foi mais
significativa nos MIPs, que pode ser observada segundo os coeficientes de correlacdo, visto que foram
bem superiores relativamente aos NIPs, assim como os respetivos declives. Pela analise das retas, sabe-se
que o valor do declive para o0 MIP do SPE-110, foi de 704 [€©/(ng/mL)] engquanto para o MIP do SPE-cork,
o valor dos triplicados foi de 932 [Q/(ng/mL)]. Quanto aos NIPs, no SPE-110 foi de 364 [©/(ng/mL)] e no
SPE- cork foi de 124 [Q/(ng/mL)]. Neste caso, mostra que ambos os MIPs tém um comportamento mais
variavel consoante o aumento da concentracdo de IL6, o que demonstra serem favoraveis para a
determinacéo de IL6.

Comparativamente com o0s dois suportes analisados neste trabalho, o suporte em cortica,
conseguiu obter resultados semelhantes ao suporte comercial e obteve um desempenho analitico
ligeiramente superior, dado que o declive obtido foi de 932, ao dos elétrodos comerciais, que foi de 704,
com coeficiente de correlagdo de 0,98. Este pardmetro é de extrema importancia, pois o declive obtido
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encontra-se relacionado com a sensibilidade do elétrodo o que mostra que o biossensor em suporte de
cortica foi mais sensivel. Além disso, a gama de linearidade encontrou-se dentro do limite fisiologico da
IL6, 1,6 pg/mL.

.
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5.4. Ensaios em soro

Posteriormente a curva de calibracdo em PBS, explorou-se a avaliagdo do desempenho dos
biossensores em contexto mais realista. Dessa forma, preparou-se as mesmas concentracdes de solucfes
padrdo em soro Cormay, diluido mil vezes em solugdo tampdo, a pH 5. Na Figura 5.8, apresenta-se o
comportamento do biossensor ap6s a incubacdo crescente das varias concentraces de proteina preparada

neste meio.
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Figura 5. 8. Estudo da resposta analitica no sensor SPE-110 (1) e SPE-cork (2) em funcéo da adi¢do de diferentes concentractes
de IL6 preparadas em soro Cormay, diluido 1000x, segundo a técnica de EIS; Al e A2 representam os MIPs e B1 e B2 os NIPs,
respetivamente.

Segundo a analise da Figura 5.8, observa-se que neste meio, existiu resposta analitica e com
resultados favoraveis e promissores.

Globalmente, verificou-se que ambos os MIPs (Al e A2) para as solu¢bes padrdo preparadas,
demonstraram ser, novamente, melhores que os NIPs (B1 e B2). Esse registo foi observado pelo aumento
da tonalidade de cor das curvas, comegando em cinza até & curva azul escura que representa o padrdo mais
concentrado, 10 ng/mL. Em (Al) e (A2), verificou-se um decréscimo e um aumento proporcional e
concordante com as concentragdes de IL6 incubadas. Enquanto que em (B1) e (B2), a resposta foi
aleatéria e ndo se presenciou a correlacdo do gradiente de cor. A inexisténcia de resposta nos NIPs foi,
mais uma vez, presumivel devido & privagao da ligacdo da proteina & superficie do sensor.
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Relativamente & contradicdo da resposta verificada em (Al) e (A2), registou-se no primeiro, uma
dificuldade na passagem dos ides entre a superficie do elétrodo e a solucdo redox, através do decréscimo
da resisténcia a transferéncia de carga, em propor¢cdo com o aumento das concentragcdes de proteina
incubadas no SPE-110. Em contrapartida, o comportamento do MIP no SPE-cork, (A2), foi oposto e a
resisténcia a transferéncia de carga, aumentou com os diferentes padrdes. Essa diferenca pode ser
justificada por duas variaveis, do meio em estudo, dado que o soro é um fluido complexo e ainda do
balanco de cargas resultante da interacdo do soro com a superficie do sensor, uma vez que 0s suportes sao
diferentes e a composic¢do da tinta de carbono presente no elétrodo de carbono também se difere. Dado a
privacdo do tempo disponivel para otimizacdo desta parte do trabalho, ndo foi possivel otimizagcdes mais
profundas. Contudo, verificou-se que, 0 biossensor em suporte de cortica foi capaz de dar resposta
analitica, e tanto o MIP (A2) como o NIP (B2), os gréaficos obtidos foram de acordo com o expectado.

Seguidamente, na Figura 5.9, apresenta-se as curvas de calibracdo em soro obtidas com os valores
dos triplicados, segundo a resisténcia, Circle FIT (), em fungdo das concentracbes de IL6, tanto para o
SPE-110 (1) e SPE-cork (2).
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Figura 5. 9. Curvas de calibrac8o em soro Cormay, diluido 1000x, com concentracdes crescentes de IL6 para o SPE-110 (1) e
SPE-cork (2), pelas técnicas de EIS.

De uma forma geral, estes biossensores desenvolvidos, demonstraram um bom comportamento
num contexto pratico e grande potencial.

Empiricamente, tanto na SPE-110 como na SPE-cork, os declives das retas foram opostos, mas
verificou-se que em ambos os MIPs obtiveram um melhor desempenho analitico, com coeficientes de
correlagdo de 0,9952 e 0,9704, respetivamente. Ambos os valores, foram significativamente superiores aos
registados nos NIPs. Além disso, no (2) mostra que o declive do MIP, igual a 760 [Q/(ng/mL)], foi
superior ao do NIP que foi de 582 [€Q/(ng/mL)]. Estes valores demonstram que, 0 MIP teve um
comportamento mais varidvel neste meio e com o acréscimo da concentracdo de I1L6. Dessa forma, estes
resultados reforgcam o realce do bom funcionamento do sensor em suporte em cortica, com capacidade de
detetar IL6 numa amostra de um paciente com doenca de Alzheimer.



P.PORTO isep s

5.5. Estudo da seletividade

Testes de seletividade foram entdo realizados para avaliar a capacidade do sensor de distinguir a
proteina IL6 de outras espécies presentes em fluidos biol6gicos. Desta forma, concentracdes fixas de IL6
na superficie do sensor, foram incubadas juntamente com diferentes espécies interferentes, em
concentracgdes correspondentes as condi¢es fisiologicas normais.

Este estudo foi realizado com IL6 (100 pg/mL), glicose (0,7 mg/mL), ureia (0,2 mg/mL) e BSA
diluida mil vezes em tampao PBS, pH 5 (1 mg/mL), Figura 5.10. A incubacdo foi realizada a temperatura
ambiente por 20 minutos, e as respetivas substancias interferentes foram preparadas em tampdao contendo
pH 5. Quanto mais baixo fosse o valor da percentagem de interferéncia, menor seria a interferéncia
causada pelo composto em estudo.
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Figura 5. 10. Estudo de seletividade envolvendo a andlise da resposta do sensor apds incubacdo com tampdo e
outras espécies interferentes.

Com a anélise da Figura 5.10, verificou-se que cada substancia interferente afetou ligeiramente o
sinal eletroquimico. O desvio médio (%) do sinal elétrico produzido por cada substancia interferente em
relagdo ao controle (IL6) foi de 8 % para glicose, 9 % para ureia e 15 % para BSA. Dado as baixas
percentagens referenciadas, pode-se concluir com este estudo que ndo se verificaram variacGes
consideraveis de interferéncia e, portanto, o sensor mostrou-se especifico para a determinacéo de IL6 em
soro humano sintético.
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6. CONCLUSAO

O desenvolvimento de sensores eletroquimicos seletivos é uma abordagem muito recorrente e
com grande evolugdo, nos Ultimos tempos. Esta tematica, expande-se para uma diversidade de areas,
podendo ser aplicada sobretudo nas areas da seguranca alimentar, qualidade da agua e do solo,
monitorizagdo ambiental, na qual permitem quantificar a molécula alvo de interesse. No entanto, a sua
contribuicdo na area médica, € o maior alvo de investigacdo, onde tem sido destacada pela monitorizacdo
do estado clinico de pacientes.

Neste trabalho, foi desenvolvido um sensor eletroquimico onde ocorreu a polimerizacdo
eletroquimica com o monémero 3- APBA, para a detecdo da proteina IL6, de forma a auxiliar o rastreio
deste biomarcador de resposta inflamatdria. Contudo, é importante salientar que este biomarcador é
inespecifico e ajuda a complementar um teste com biomarcadores especificos, e assim, auxiliar no rastreio

do aparecimento e progressédo da doenca de Alzheimer.

Posteriormente a otimizagdo em elétrodos SPE comerciais adquiridos pela DropSens, o grande
objetivo, foi testar e elaborar sensores com suporte mais sustentavel, como a cortica, e comparar a
performance analitica do sensor. Apds varios parametros de otimizacdo, como a escolha do monémero, o
valor ideal de pH e o agente de remocdo mais adequado, foi possivel alcancar a reprodutibilidade na
construcdo dos biossensores com avaliacdo através das leituras com a solucdo redox, pela técnica de
espetroscopia de impedancia eletroquimica.

Seguidamente, avaliou-se 0 desempenho analitico de ambos os sensores elaborados e obtiveram-
se boas respostas analiticas, com curvas de calibracdo tanto em PBS como em soro Cormay, com
coeficientes de correlacdo acima de 0,97 para os MIPs, e valores inferiores para os NIPs. Completando
esta ideologia, estes dois dispositivos conseguiram ter uma resposta linear a partir de 1 pg/mL, ou seja,
possuem um limite de detecdo abaixo do valor fisioldgico de IL6 presente no ser humano.

Com isto, revela gue o trabalho foi bem-sucedido e alcancou os objetivos definidos. No geral, o
sensor aqui apresentado e criado, apresentou simplicidade no projeto, curto tempo de medicdo, alta
precisdo e baixo limite de detecdo. Esta abordagem parece ser uma ferramenta bem-sucedida para a
triagem de biomarcadores inflamatorios no ponto de atendimento e apresenta um grande potencial de
aplicabilidade em escala piloto.

O recurso aos produtos naturais, nos dias de hoje, tem sido predominante e aplicado em todos
setores industriais. Através do desenvolvimento deste trabalho, permitiu comprovar tal ideologia e
mostrar que é vidvel a juncdo da area dos sensores com a sustentabilidade. O sensor produzido
conseguiu obter resultados igualaveis aos tradicionais, mas este, apresenta como crucial vantagem o
baixo custo e a valorizagdo deste recurso natural e nacional.

A parte, mas completando este trabalho, todo o procedimento otimizado e condigBes definidas,
foram aplicadas num outro suporte, em plataformas de matriz de microagulhas, desenvolvidas pelo
Professor Doutor Sanjiv Sharma da Universidade de Swansea, e avaliou-se 0 desempenho desta tecnologia
de impressdo molecular para detecdo elétrica e direta de proteinas no compartimento da pele de uma
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forma minimamente invasiva. Deste trabalho, surgiu uma short communication que se encontra em fase
final de escrita do manuscrito.

Em suma, o presente trabalho reine todas as informagdes necessarias para publicacdo em revista
cientifica, e neste momento, encontra-se em processo de escrita de artigo cientifico.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Como trabalhos futuros, seria interessante explorar e procurar implementar métodos mais verdes,
com a presenca de quantidades reduzidas de quimicos neste procedimento, com vista a maximizar a
diminuicdo do impacto ambiental e aplicar uma gestdo mais sustentavel.

Como ¢ dito: “O nosso planeta tem limites e n6s homens temos e devemos aceita-los e respeita-
los, pois nés homens ¢é que pertencemos a Terra e ndo a Terra ao homem “(Moreira, 2011).

Para solucionar este problema e diminuir a quantidade de quimicos presente no procedimento
experimental e aplicar acentuadamente o conceito de biorrecursos, é sugerido:

+ Substituicdo da solucéo redox de ferro: por outros compostos semelhantes e que apresentem
a mesma capacidade de funcéo.

+ Desenvolvimento de outro procedimento com a exclusdo da solugdo redox de ferro: na
solucdo mistura que é preparada com a adicdo do mondémero escolhido juntamente com a
molécula alvo, incrementar um outro composto na qual presenciasse a mesma fungdo que a
solucdo de ferro utilizada, ou seja, tivesse a capacidade de oxidar e reduzir os compostos, mas
na posterior leitura apds cada etapa, pudesse ser lida apenas com a solu¢do tampdo como o
PBS ao invés de solucdo de ferro.

+ Escolha de outro agente de remocédo: seria interessante a procura de agentes de remocao

mais naturais como a utilizacdo de enzimas, como por exemplo, proteinases, glucases, ..., €
avaliar o efeito presenciado na etapa referente a remo¢do da molécula alvo e estabelecer
comparacao.

% Meétodos de limpeza/ Reutilizacdo do Biossensor: a procura de métodos de limpeza
intensiva para estes dispositivos seria de extrema importancia, uma vez gque ap6s cada
utilizacdo e no final da avaliagdo do desempenho analitico, os sensores sdo sempre
descartados. Assim sendo, a possibilidade de reintroduzir novamente no processo, a presenca
do conceito de reutilizacdo e a diminuicdo da quantidade de residuos produzidos por cada
aplicacdo, seria bastante Gtil e ajudaria na preservacdo deste nosso planeta.

«» Desenvolvimento de um sistema auténomo com energia renovavel: desenvolver e
apresentar um potenciostato autbnomo de corrente elétrica com recurso a energias renovaveis
como a luz solar.
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ANEXO0S

> Anexo A.l

Figura A. 1. Eletropolimeriza¢do com Dopamina.

> Anexo A.2

Figura A. 2. Solucéo de Dopamina preparada em PBSapH 8.5¢e
pH 6.
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> Anexo A.3

Tabela A. 1. Comparacéo dos valores obtidos de EIS da construcdo de SPE-110 e SPE- cork.

SPE-110
Apds eletropolimerizacado

Apds remocdo
Taxa de remogado

SPE-cork
Apds eletropolimerizagado

Apds remogdo

Taxa de remocdo

4458.9

2666.1
40%

5779.1

3177.3
45%

MiP
2 3 Média
4024  4139.4 4207.433

2979.5 2862.2 2835.933
26% 31%
33%
MIP
2 3 Média
4695.3  4651.7 5042.033
2796.7 2796.7 2923.567
40% 40%

42%

1
3514.8

2556.1
27%

7107.4

4069
43%

.
Instituto Superior de
Engenharia do Porto

NIP
2 3 Média
3561.7 3760.2 3612.233
2668.7 3253.2 2826
25% 13%
22%
NIP
2 3 Média
3021.3 6429.6 5519.433
2034.3 5453.2 3852.167
33% 15%
30%
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