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Resumo

A necessidade de desenvolver métodos rapidos e baratos, acessiveis a todos no mundo
inteiro € de extrema importancia, principalmente, quando se trata de melhorar as condi¢ées
de saude global. Um fator importante para a prevencéo e tratamento de doencas é o seu
correto diagnostico. Os biossensores sdo uma ferramenta que pode vir a ser muito Util na

construcao de testes em point-of-care, sendo dispositivos biocompativeis e de custo reduzido.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um biossensor eletroquimico para o rastreio
da Doenca de Alzheimer. Teve como base a dete¢&do de um biomarcador relacionado com os

processos neuro-inflamativos, a Interleucina 6 (IL-6).

Os dispositivos biossensores utilizados baseiam-se em elétrodos de carbono impressos
numa base ceramica utilizando a técnica screen-printing. O circuito elétrico destes dispositivos
é feito recorrendo a uma tinta condutora de grafite, onde posteriormente € impresso sobre o
elétrodo de trabalho a mistura reacional para o desenvolvimento do polimero de impresséo
molecular. Esta mistura consiste no analito (IL-6), no mondmero (Pirrol), no agente de ligagéo
cruzada e no iniciador radical. A modificacdo da superficie do elétrodo ocorreu por

polimerizacao eletroquimica, formando um polimero condutor na sua matriz.

Foram otimizados os parametros de eletropolimerizacao e ap6s a polimerizagdo o
analito foi removido da estrutura polimérica por acao proteolitica de um &cido. A avaliagdo da
performance analitica do biossensor foi efetuada por técnicas eletroanaliticas. A
caracterizacdo quimica e morfologica da superficie dos materiais foi efetuada por andlise

Raman.

A resposta do biossensor observou-se numa gama de valores entre 0,02 pg/mL e 2,0
pug/mL de IL-6, o que indica que os limites de resposta se encontram dentro dos parametros
fisiol6gicos pretendidos, ja que para um individuo saudavel o valor ronda os 1,6 pg/mL e num
individuo com neuro-inflamacéao os 2,3 pg/mL. Obteve-se um biossensor reprodutivel, com

limites de detecédo baixos, resposta rapida e barato.

Palavras-chave: Biossensor, Alzheimer, Interleucina-6, Pirrol, Polimero de Impressao

Molecular.
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Abstract

The need to develop fast and cheap methods accessible to everyone around the world
is extremely important, especially when it comes to improve global health conditions. A crucial
factor for the prevention and treatment of diseases is their correct diagnosis. Biosensors
printed on paper are a promising tool that can prove to be very useful in point-of-care testing,

also offering easy construction procedures and biocompatibility, at a low cost.

The objective of this work is to develop an electrochemical biosensor for screening
Alzheimer's disease. It is based on the detection of a biomarker associated with the neuro

inflammation processes, Interleukin 6 (IL-6).

The devices described herein are based on printed carbon electrodes on a ceramic
support, using screen-printing technique. The electrical circuits are designed by a conductive
graphite ink and printed later on the working electrode for the development of molecular
imprinting polymer. The mixture consists on the analyte (IL-6), the monomer (Pyrrol), a
crosslinking agent and a radical initiator. The modification of the surface of the electrode

occurred by electrochemical polymerization, forming a conductive polymer in the matrix.

The electropolymerization parameters where optimized prior to polymerization. The
protein was imprinted on the sensing layer by growing the polymer around IL-6 and removing
it later by proteolytic action of a suitable acid. The performance of the biosensor was evaluated
by electroanalytical techniques. The chemical and morphological characterization of the

materials was carried by Raman analysis.

The biosensor response was observed from 0.02 pg/mL to 2.0 pg/mL from IL-6,
indicating that the response limits are within the desired physiological parameters, since for a
healthy individual the value is around 1.6 pg/mL and for an individual with neuro-inflammation
is 2.3 pg/mL. Overall, the presented biosensor offers the advantages of being a low cost and

reproducible biosensor, with low detection limits and fast response.

Keywords: Biosensor, Alzheimer, Interleukin-6, Pyrrol, Molecular Imprinted Polymers.
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Introducéo

1 Introducéo

A doenca de Alzheimer (DA) é a condicdo de deméncia predominante de nossa
sociedade, envolvendo mudancas progressivas e degenerativas do sistema nervoso central,
e que afeta principalmente pessoas idosas. Esta relacionada com uma deterioragao cognitiva,
falhas de memaria, com uma diversidade de sintomas neuropsiquiatricos, varios disturbios de

comportamento e com o0 comprometimento progressivo das atividades de vida diaria.[1]

Apesar do grande impacto social e econémico, ndo ha nenhum teste atual capaz de
fornecer um diagndéstico preciso da DA, que é essencial para uma adequada terapia e
acompanhamento de cada paciente. A obtencdo um diagnéstico com 100% de exatiddo s6 é
possivel numa andlise post mortem ao cérebro. Efetuar uma analise do tipo biopsia a uma
parte do cérebro, numa pessoa viva € invidvel. Ndo se conhecem biomarcadores circulantes

nao invasivos que permitam diagnosticar a DA.

Atualmente, diversas areas de investigacao visam incluir a possibilidade de identificacéo
de biomarcadores da DA em vérios fluidos biol6gicos. Monitorar os niveis de tais
biomarcadores pode vir a ser um importante meio de diagnéstico no futuro, principalmente se
estes sdo encontrados no sangue periférico (evitando procedimentos invasivos). Os
biomarcadores da DA sdo atualmente monitorados por meio de anticorpos naturais/reacdes
antigeno e/ou procedimentos cromatograficos sofisticados, sendo caro e restrito a uso em

laborat6rio, exigindo muito tempo para produzir uma resposta exata.

No entanto, sabe-se que a DA tem origem numa inflacdo, e uma vez que o0s
biomarcadores da inflamacéo j&a sdo circulantes, quando associados a outros sintomas, ao
efetuar-se um estudo a esses biomarcadores podera ser uma forma de se efetuar o rastreio
da DA. Neste sentido, o principal objetivo desta dissertagdo € desenvolver uma plataforma
sensora auténoma de baixo custo, baseada em materiais biomiméticos para o rastreio de
biomarcadores da resposta inflamatoria, neste caso, a presenca da proteina IL-6 (antigénio),
uma vez que o inicio da doenga/progressdo tem sido correlacionado com condigbes pro-
inflamatoria.[2] O dispositivo é criado com materiais de dete¢é@o de captura do biomarcador
com elevada afinidade e seletividade avaliadas e testadas em amostras reais. Estes (bio)

materiais serédo sintetizados na superficie de suportes de carbono.

Desenvolvimento de um biossensor para rapido diagnéstico da doenga de Alzheimer



Introducéo

1.1 Doencga de Alzheimer

A DA é caracterizada pela perda progressiva de memoria e de outras fun¢des cognitivas.
O tempo de duragéo da doenca é de cerca de 10 anos, podendo durar muitos mais e desde
gue se comeca a manifestar no paciente, este vai perdendo as suas capacidades acabando
por morrer, completamente desorientado e incapacitado. A longa duracdo da DA e a forma
como ela se manifesta acarreta uma carga emocional e financeira elevada, tanto para o

paciente como para a familia e a sociedade.

Segundo a Organizacdao Mundial de Saude (OMS), as doencas neurolégicas em geral,
fruto da incapacidade cognitiva e motora a que se associam, Sao responsaveis pela maior
contribuicdo para o impacto global das doencas na sociedade a nivel mundial (6,3%). A DA e

outras deméncias sado responsaveis por cerca de 20% desse contributo.

S6 no ano de 2010 foi estimado que a DA custou ao mundo cerca de $604 bilhdes.
Existem atualmente cerca de 36 milhdes de pessoas afetadas com esta doenga e estima-se
gue este numero triplique até 2050. Poucos sistemas de cuidados de salde estao preparados

para lidar com uma evolucéo tdo grande de casos.[3, 4]

Em termos neuropatoldgicos, a DA caracteriza-se pela morte neuronal em determinadas
partes do cérebro e ainda ndo se sabe quais as causas. Podem ser observados dois diferentes
tipos da DA:[5] i) A DA esporadica que pode afetar adultos de qualquer idade, mas ocorre
principalmente apds os 65 anos. O gene ApoE14 esta associado ao desenvolvimento da DA
numa idade avancada, e esta forma de doenca é a mais generalizada; ii) A DA familiar € uma
forma menos comum, esta é transmitida geneticamente. Se um dos progenitores tiver um
gene mutado existe a probabilidade de 50% de cada filho vir a herda-lo. Nao significa que a
pessoa, com esse gene, possa vir a desenvolver a Doenga de Alzheimer, e se tal ocorrer,

sera entre os 40 e 60 anos.

Nas fases iniciais, os sintomas da DA podem ser impercetiveis. Comega geralmente
com pequenos esquecimentos e dificuldade de se expressar, normalmente estes indicios sao
até aceites pelos familiares como fazendo parte do processo normal de envelhecimento. Mas,
progressivamente, 0os sintomas vao se agravando a medida que as ceélulas cerebrais vao
morrendo e perdendo capacidades. Como principais sintomas, apresentam-se a perda de
memoria, a dificuldade de estruturar e manter uma conversa, a dificuldade em executar as
tarefas diarias, a perda da nocao do tempo e desorientacdo, a dificuldade em reconhecer
imagens visuais e relacdes, o trocar o lugar das coisas, 0 afastamento da vida social e

alteragcbes de humor e personalidade. [5]

Estes sintomas podem variar de pessoa para pessoa, mediante a area cerebral afetada,

progredindo a ritmos diferentes. As capacidades da pessoa podem variar de dia para dia ou
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mesmo dentro do préprio dia, podendo piorar em periodos de stress, cansago ou devido a
problemas de saude. Estdo a ser investigadas varias causas suspeitas da DA, incluindo
fatores ambientais, perturbacdes bioquimicas e processos imunitarios. As causas estao
relacionadas alteracdes quimicas que provocam danos as células cerebrais. Estas podem
variar consoante a pessoa e estar associadas a um ou Varios fatores.[5] A DA é progressiva
e degenerativa e, atualmente, irreversivel.[5] A importancia da sua precoce detecdo € uma

mais-valia para o seu preventivo diagnostico.

1.2 Neuro-Inflamacgéo

7

Neuro-inflamagéo é uma inflamacdo do tecido nervoso. Esta inflamacdo pode ser
desencadeada como resposta a uma variedade de estimulos, nomeadamente infecdes,
lesBes cerebrais traumaticas, a presenca de metabolitos toxicos, ou a rea¢des imunoldgicas.
No sistema nervoso central (SNC), incluindo o cérebro e a medula espinal, as microglias sédo
as células residentes inatas imunes que sao ativadas em resposta a esses estimulos.[6, 7] O
SNC é um local imunologicamente privilegiado, porque as células imunitarias periféricas sédo
geralmente protegidas por uma Barreira Hemato-Encefdlica (BHE), uma estrutura
especializada composta por astrécitos e endotélios. [7, 8] No entanto, as células imunitarias
periféricas podem passar essa barreira e encontrar-se com neurénios e células gliais e formar
grandes moléculas complexas de histocompatibilidade, perpetuando reagdes imunoldgicas.
[7, 9] Embora essa reacao seja iniciada no sentido de proteger o sistema nervoso central do
agente infecioso, o seu efeito pode ser toxico e pode desencadear uma inflamacéo

generalizada, assim como, provocar a migragéo de leucécitos através da BHE (Figura 1.1) [7]

A neuro-inflamacao é considerada como crénica. A inflamacao crénica é a ativacdo
sustentada de células gliais e pela passagem de outras células do sistema imunolégico para
0 cérebro. Este tipo de inflamacdo crénica esta associado a doencas do foro neuro

degenerativo, tal como a DA.

€] Barreira Hemato-Encefalica (BHE)

Linfécito Eritrécito PNM

Figura 1.1 Barreira Hemato-Encefalica (BHE) [10]
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1.2.1 Aresposta imunitaria do SNC a neuro-inflamacao

» Células gliais

As microglias sdo reconhecidas como as células gliais imunitérias inatas SNC. [6, 7]
Quando na presenca de uma inflamacéo cronica (onde existe uma degradacao do tecido e da
BHE), a microglia gera espécies reativas de oxigénio que libertam sinais para recrutar células

imunes da periferia como resposta a inflamacao.[7, 11, 12]

Os astrocitos séo células gliais e sao as células mais abundantes no cérebro. Eles estdo
envolvidos na manutencao e suporte dos neurénios e sdo um componente significativo da
BHE. Apds uma lesdo ao cérebro, os astrécitos podem ser ativados como em resposta aos
sinais libertados por neurénios feridos ou microglias ativadas. Uma vez ativados, os astricitos

podem libertar varios fatores de crescimento e sofrerem alteragdes morfologicas. [7, 13]

» Citoquinas

As citoquinas sao uma classe de proteinas que regulam a inflamacéo, a sinalizacdo das
células, e vérios processos celulares, tais como crescimento e sobrevivéncia.[14] As
quimiocinas sdo um subconjunto das citoquinas que regulam a migracao celular, tais como
atrair células do sistema imune para um local da infecdo ou lesdo. Varios tipos de células no
cérebro podem produzir citoquinas e quimiocinas, tais como as microglias, os astrocitos, as
células endoteliais e outras células da glia. Fisiologicamente, quimiocinas e citoquinas
funcionam como neuro moduladores que regulam a inflamacdo e o desenvolvimento. No
cérebro saudavel, as células libertam citoquinas para produzir um ambiente local inflamatério
de forma a recrutarem as microglias para limpar a infe¢cdo ou lesdo. No entanto, onde ocorre
neuro-inflamagéo as células podem ter libertado uma quantidade elevada de citoquinas e
quimiocinas que podem comprometer a BHE. As células imunitarias periféricas sdo chamadas
ao local da lesdo pelas citoquinas e estas, com a BHE comprometida, podem agora migrar
através dela para o cérebro. As citoquinas mais comuns produzidas em resposta a uma lesao
cerebral sdo: interleucina-6 (IL-6), a qual é produzida durante a astrogliose, a interleucina-1
beta (IL-1B) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que pode induzir neuro-toxicidade.
Embora as citoquinas pro-inflamatorias possam provocar a morte celular e danos nos tecidos
secundarios, elas sdo necessarias para reparar o tecido danificado. Por exemplo, o TNF-a
causa neuro-toxicidade na fase inicial da neuro-inflamacdo mas depois contribui para o

crescimento dos tecidos em fases posteriores da inflamacéo.[7, 14]

> Envelhecimento

Envelhecimento é muitas vezes associado a enfraquecimento cognitivo e ao aumento
da propenséo para o desenvolvimento de doencas neuro degenerativas, tal como a DA.[15]

Num cérebro envelhecido, sem doencas, existe um aumento dos niveis de citoquinas pro-
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inflamatoérias e uns niveis reduzidos de citoquinas anti-inflamatérias. O desequilibrio
homeostético entre citoquinas anti-inflamatorias e pro-inflamatérias no envelhecimento € um
fator principal de propensédo para aumento do risco de doencas neuro degenerativas. Além
disso, ha um aumento do ndamero de microglias ativadas em cérebros envelhecidos, cuja
presenca diminui a capacidade dos neurénios no hipocampo e, logo, reduz a capacidade de
formar memérias.[7, 16, 17]

Na DA as principais alteracdes patolégicas observadas sao aparecimento de trancas
fibrilares nos neurdnios com filamentos helicoidais pela hiperfosforilagdo da proteina tau (p-
tau) e a deposicdo extracelular de placas amiloides (placas senis) que impossibilitam a
comunicacgao entre as células nervosas, 0 que provoca alteracdes ao nivel do funcionamento

global da pessoa.[5, 7, 18]

A DA tem sido especificamente caracterizada por estes dois biomarcadores tipicos, mas
atualmente, acredita-se que uma porgao significativa da neuro degeneracéo na DA é devida

a neuro-inflamacao.

Em analises p6s-morte a cérebros com DA, foram encontradas microglias ativadas em
abundéancia. O pensamento atual € que, na presenca de citoquinas inflamatoérias da microglia
néo é possivel fagocitar a beta-amiloide, que pode contribuir para a acumulagéo de placa, em
vez da libertagcdo. Para além disso, a citoquina inflamatoria IL-1 é regulada positivamente na
DA e esta associada com a diminuigdo da sinaptofisina e consequente perda sinaptica. Outra
evidéncia de que a inflamacéo esta associada com a progressédo da doenca na DA, é que as
pessoas que tomam farmacos anti-inflamatérios nao-esteroides tém vindo a desenvolver

resisténcia a DA, em idades mais avancgadas.[7, 19]

Sendo assim, a monitorizagdo de citoquinas produzidas em resposta a uma neuro-

inflamacao, nomeadamente a IL-6, podera constituir uma forma de rastreio a DA.

1.3 Monitorizacéo da IL-6

Existem varios métodos de detecdo da proteina IL-6 em diferentes niveis de
concentracdo. Num estudo, efetuado aos biomarcadores da neuro-inflamagéo, entre os quais
constava a IL-6, para a doencga de Alzheimer (39 pessoas sem DA e 38 pessoas com DA),
verificou-se que a presenca de IL-6 em pessoas que ndo apresentam DA é em média
1,622pg/mL enquanto em pessoas com a DA aparece em valor superior, sendo este em média
2,343 pg/mL.[20] Por isso, a sensibilidade dos métodos é importante para detetar a IL-6.
Existem varios métodos para a sua detecdo e dos quais se destacam os métodos 6ticos,

separativos e electro analiticos.
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1.3.1 Métodos o6ticos

Os métodos Oticos baseiam-se nos fendmenos de absorcdo, emisséo, difracao,
refracdo, dispersao e polarizacédo, em toda a gama do espetro eletromagnético, desde os raios

X até as micro-ondas.[21]

O uso da fibra ética como uma sonda ou elemento sensor nos biossensores é um dos
métodos utilizados para a detecdo da IL-6, devido a algumas das suas caracteristicas como
a capacidade de conduc¢édo da luz e imunidade a interferéncias elétricas e magnéticas. Um
biossensor 6tico tipico utiliza medi¢cdes de absorvancia para determinar uma mudanca na
concentracdo de analito que absorve a um determinado comprimento de onda da luz. Aluz é
transmitida através de uma fibra Gtica para a amostra, a quantidade de luz absorvida pelo
analito é detetada através da mesma fibra ou uma segunda fibra. Um exemplo consiste na
imobilizacdo de material biolégico, este é imobilizado na extremidade da fibra oOtica. Dos
métodos mais sensiveis 6ticos destacam-se duas técnicas a fluorescéncia e os Label-free [22-
26]. Os métodos baseados em fibra 6tica conseguem detetar concentragfes de IL-6 na ordem
de 0,12 ng/mL.[22]

1.3.2 Métodos separativos

Entre os métodos separativos 0 mais usual encontrado para a dete¢éo da IL-6 € o da
cromatografia liqguida de alta eficiéncia (CLAE, em inglés: High Performance Liquid
Chromatography, HPLC).[27-30] O principio basico deste método consiste na separacao de
misturas, na qual os varios componentes a serem separados sdo distribuidos entre duas
fases, uma fase estacionaria e uma fase mével, as separacdes dependem do movimento
relativo entre as fases. Este método possui alta sensibilidade e é aplicavel a diversos
analitos.[21] Tém sido descritos, na literatura, trabalhos cientificos com base em eletroforese
capilar, espectrometria de massa e cromatografia de alta pressédo para a monitorizacao de IL-

6 em fluidos biolégicos.[31-34]
1.3.3 Métodos bioquimicos

A grande parte dos métodos de natureza bioquimica baseia-se na reagdo de afinidade
entre anticorpo e antigeno, cuja transducao pode recorrer a métodos quimicos/fisicos: éticos,
separativos e/ou eletroanaliticos. Os métodos mais referidos na literatura para este efeito
incluem Ensaio Imunoabsorvente Ligado a Enzima (ELISA, do inglés Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay.). Este método € um dos mais utilizados para a detecdo desta
citoquina. Os limites de dete¢do para este método variam entre 0.39 pg/mL [35] e 2.5
pg/ml.[25] Estes trabalhos sdo no geral muito seletivos porque se baseiam na interagéo
biol6gica anticorpo/antigeno, embora a sua seletividade efetiva dependa do grau de afinidade

entre a IL6 e o anticorpo utilizado.[36-42]
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Métodos de  Radioimunoensaio (RIA, do inglés Radioimmunoassay),
Imunocromatografia [43] e Ressonancia de Plasmon de Superficie (SPR, do inglés Surface
Plasmon Resonance) [44] tém sido descritos e encontram-se engobados nos métodos

bioguimicos.

O recurso a anticorpos apresenta algumas limitacbes como estabilidade reduzida,
tempos de resposta elevados e uma impossibilidade de reutilizacdo dos materiais biologicos,
uma vez que a ligacdo anticorpo/antigeno é de natureza irreversivel. Para além disso
apresenta um elevado custo inviabilizando a sua utilizacdo em programas de rastreio ou em

medi¢cdes de rotina praticadas nos hospitais.

Em geral, estas limitacdes podem ser precavidas através da substituicdo dos anticorpos
naturais por recetores artificiais, também reconhecidos como biomiméticos e obtidos

habitualmente por técnicas de impressao molecular.[45, 46]
1.3.4 Meétodos eletroanaliticos

A eletroanalise é uma técnica analitica usada como alternativa ou como complemento
aos métodos o6ticos ou de separacao, devido a sua elevada sensibilidade (limites de dete¢&o
baixos), rapidez de analise, a reducdo do tamanho e volume de amostra, e ainda devido ao

baixo custo operativo, quando comparado com outros métodos analiticos.[21, 47]

Estes métodos apresentam diversas vantagens comparativamente as técnicas
anteriores: i) a rapida informagédo de natureza quantitativa para quantidades vestigiais do
analito; ii) uma utilizag@o de baixo custo e de facil miniaturizagdo permitindo efetuar analises
de campo; iii) fornecem informacdo sobre a estequiometria e constantes de equilibrio dos
compostos em estudo e; iv) recorrem a processos de preparagdo de amostra simples e amigos
do ambiente.[48, 49]

Existem varias técnicas de electro andlise para a dete¢do da proteina IL 6, como por
exemplo a cronoamperometria [50], o estudo da voltametria ciclica [35, 51-53], a
electrogravimetria, impedéancia [52] entre outras. Alguns dos métodos electro analiticos
descritos na literatura IL-6 tém como base a impedancia com baixos limites de detecéo de
0,01 a 100 fg mL™1[52] e a amperometria com limites de detecdo na ordem dos 1,75 a 500
pg/mL. [35, 54].

De uma forma geral, as técnicas eletroquimicas mais utilizadas no contexto da
monitoriza¢do de biomoléculas sdo a voltametria ciclica (CV- Cyclic Voltametry), a voltametria
de onda quadrada (SWV- Square Wave Voltametry) e a espetroscopia de impedéancia

eletroquimica (EIS — Eletrochemical Impedance Spectroscopy).

A voltametria ciclica (CV) permite explorar o comportamento de compostos eletroativos

e 0 mecanismo de oxidacao e reducdo. Permite verificar a reversibilidade de sistemas, assim
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como detetar a presenca de acontecimentos quimicos associados a transferéncia de carga e
verificar a ocorréncia de adsorcao de produtos no elétrodo. Os parametros mais importantes
na voltametria é a dire¢cdo do varrimento de potencial, a velocidade de varrimento, o potencial

inicial, o potencial maximo, o potencial minimo e o potencial final.[55]

A voltametria de onda quadrada (SWV) permite analisar através da forma da curva de

corrente-potencial, proveniente da aplicacdo de um determinado potencial que varia de acordo
com a amplitude do impulso e duragéo. A corrente elétrica é medida apos impulsos positivos
e negativos e o sinal € obtido como uma intensidade da corrente resultante de forma
diferencial, apresenta uma excelente sensibilidade e alta rejei¢cao a correntes capacitivas. Esta
medida precede um tempo inicial onde o elétrodo de trabalho € polarizado a um potencial
onde a reacdo Redox ndo ocorre. As curvas de corrente-potencial apresentam perfil bem
definido e séo, geralmente, simétricas, isto porque as correntes sdo medidas somente no fim
de cada semi-periodo e as variagfes na altura e na largura do impulso de potencial sé&o
sempre constantes, para um determinado intervalo de potenciais. A altura dos picos

produzidos é proporcional a concentracao da espécie eletroativa.[56]

A espetroscopia de impedancia eletroguimica (EIS) permite obter informacdes sobre as

diferentes constantes de tempo associadas aos processos eletroguimicos que ocorrem na
interface dos elétrodos. Nesta técnica € aplicada uma pequena perturbacéo ao elétrodo de
trabalho e registada a sua resposta. O sinal aplicado ao elétrodo baseia-se numa corrente
alternada. Normalmente, a perturbagdo € aplicada no potencial e € medida a corrente
resultante. Esta pequena perturbagéo traz vantagens porque permite descrever fendbmenos
gue ocorrem na aplicacao da EIS através de equacdes matematicas, que sao normalmente
lineares. A vantagem deste método é que é perturbado proximo do equilibrio, enquanto nos
métodos anteriores o sistema é perturbado longe do equilibrio. A palavra impedancia (2)
refere-se a resisténcia obtida através dos métodos de corrente alternada. A medicdo da
impedancia permite analisar um processo de elétrodo no que diz respeito as contribuicbes de
difuséo, da cinética, da dupla camada, de reacBes homogéneas acopladas, entre outros. Esta
medi¢do possibilita a quantificagdo da resisténcia ou capacitancia do eletrdlito no elétrodo de
trabalho. A Impedéancia é o fator de proporcionalidade entre o Potencial e a Corrente ao longo
do tempo e € medida em Ohm.[55] A

Figura 1.2 mostra um esquema representativo da impedancia na forma exponencial e

no plano complexo para a reacao de elétrodo.
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Figura 1.2 Representagdo esquematica da impedancia na forma exponencial e no plano complexo
para a reacao de elétrodo. Adaptado da Ref.[55]

1.4 Biossensores

Os biossensores sdo uma alternativa promissora aos métodos convencionais,
fornecendo resultados mais rapidos com uma leitura direta e sem a necessidade de

transportar as amostras para um laboratério.

Um biossensor é um dispositivo analitico utilizado para a dete¢cdo de um analito. Este
dispositivo combina uma substéncia biolégica, o elemento sensor, com um detetor fisico-
quimico, o transdutor. O elemento sensor que pode ser uma proteina, uma enzima, um
anticorpo, um acido nucleico ou um outro componente biolégico ou derivado biomimético que
interaja quimicamente com o analito em estudo, emitindo um sinal analitico (Figura 1.3). O

tipo de transdutor classifica o biossensor.[57-59]

O sinal analitico pode ser medido recorrendo a métodos 6ticos (colorimétricos,
florescéncia, luminescéncia e interferométricos, calorimétricos, magnéticos e eletroquimicos
(potenciometria, amperometria, condutimetria/capacitiva e impedimétricos), calorimétrico

diferencial de massa (piezoelétrico/ondas acusticas) ou magnéticos.[58, 60]

A construcdo do biossensor depende da sua aplicacdo e de varios aspetos analiticos
pertinentes como sensibilidade, caracteristicas da amostra, custo, tempo de vida util e uso
especifico. Geralmente, o elemento mais importante do biossensor é o elemento de
reconhecimento, uma vez que este determina o grau de seletividade ou especificidade do
dispositivo. A gama de concentracdes de analito para o qual o dispositivo é sensivel encontra-
se muitas vezes associada ao sistema de transducdo utilizado. A selecdo do material
biol6gico/quimico e do transdutor apropriados € por isso muito relevante aquando do

desenvolvimento de um biossensor.
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O biossensor é recorrentemente utilizado como um instrumento de andlise devido a
elevada seletividade, alargada gama de concentra¢cdes com resposta sensivel, exatidao e
preciséo, curto tempo de resposta e de recuperacao, elevada frequéncia de amostragem, e

estabilidade operacional e reprodutibilidade dos resultados.[58]

Biossensor
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Figura 1.3 Configuragdo do sistema biossensor. Adaptado da Ref. [59]

1.4.1 Elementos de bioreconhecimento

O elemento de bioreconhecimento é um componente chave dos biossensores pois tera
de ser especifico para o analito que se pretende determinar. Este elemento pode ser uma
enzima, um anticorpo, um aptamero, um oligonucle6tido ou um polimero de impressdo

molecular. Podendo ser obtido de natural ou sintetizado em laboratério.

> Enzimas

Os elementos de reconhecimento baseados em enzimas sdo bastante atrativos para
aplicacdes de biossensores devido a variedade de reacbes que se podem medir baseadas
nos processos cataliticos que ocorrem, que incluem protdes, eletrbes, luminescéncia e
calor.[59] O principio deste biossensor baseia-se na resposta a adicdo do substrato e é
determinada pela concentragdo de produto proveniente da reagcdo enzimatica que ocorre na
superficie do sensor. Essa reacdo é controlada pelo contributo de dois processos em
simultdneo, a conversao enzimatica do substrato e a difusdo do produto através da camada

enzimatica (Figura 1.4).[61]

Se existir uma elevada atividade enzimética, o decréscimo da concentracdo de substrato ndo
€ compensada pela transferéncia da solugéo resultante devido a limitagdo da difuséo, e por
isso, apenas uma fracéo de centros ativos da enzima participam na interacdo com o substrato.
Neste caso, a sensibilidade da enzima imobilizada para a inativacéo, seja pelo efeito do calor

ou pelo efeito inibidor, € inferior do que a enzima em solu¢do. Determinados compostos
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poluentes interferem de modo seletivo inibindo a atividade de algumas enzimas, afetando a
concentracao do produto final. Esta inibicao é particularmente Util e utilizada como ferramenta

analitica no fabrico de biossensores.[61]

Reacaode
reconhecimento

-
W"’Enzima
";‘ analito

MATERIAL DE SUPORTE

Figura 1.4 Biossensor enzimético

» Anticorpos

Quando se utilizam anticorpos como elemento de bioreconhecimento, os biossensores
sdo normalmente designados por imunobiossensores e tém como particularidade a rapida

detecao, identificacdo e quantificacdo de antigénios.[62]

Devido a sensibilidade e especificidade das liga¢cdes antigénio-anticorpo a utilizagéo
deste elemento de bioreconhecimento torna-se vantajosa, na medida em que ndo é
necessaria a purificacdo do analito antes da sua detecdo.[59], [62]

Na maior parte dos casos, o elemento principal é a qualidade do anticorpo utilizado.
Avancos na clonagem de genes de anticorpos e no seu comportamento conduziram ao
desenvolvimento de anticorpos combinados com proteinas, fornecendo uma excelente

seletividade ao antigénio e reduzindo os custos de produc¢éo (Figura 1.5).[62]

Para este tipo de biossensores é necessario ter em atencao as condi¢ées de ensaio que
podem interferir na ligacdo do antigénio ao anticorpo, como por exemplo, o pH e a

temperatura. [59]

Alguns trabalhos foram descritos na literatura para a detecdo de IL-6 com anticorpo
como elemento de reconhecimento[50, 63-65]. Deng e seus co- autores descrevem um
método eletroquimico em que utilizam nanoparticulas de ouro como amplificadores de sinal

obtendo-se limites de detecdo inferiores a 2 ng/mL.[66] Um outro trabalho recente descreve
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um imunosensor desenvolvido na superficie de materiais de carbono modificado com
particulas de prata. O sensor demonstrou ser bastante sensitivo com limite de detecdo 0,059
pg/mL.[53]

’ Analito
Material de

suporte Y Anticorpo

Figura 1.5 Biossensor com anticorpo como elemento de bioreconhecimento.

» Aptameros

Aptameros sdao moléculas funcionais (oligonucle6tidos RNA, DNA) selecionadas in
vitro que se ligam a moléculas-alvo especificas. Possuem uma elevada especificidade e
afinidade para uma diversidade de potenciais alvos, devido a facilidade de estabelecer
ligacdes desde pequenas moléculas, a grandes proteinas ou até mesmo células. Esta é uma
das vantagens que apresenta este biossensor quando comparado com os imunobiossensores
ou com 0s enzimaticos (Figura 1.6).[67]

Outra vantagem ¢é a possibilidade de serem sintetizados com elevada reprodutibilidade
e pureza, sendo também quimicamente muito estaveis. As propriedades alostéricas traduzem-
se em alteragcbes conformacionais apos a ligacdo ao alvo, gerando sinais cataliticos
observaveis, concedendo-lhes sensibilidade de detecédo e seletividade. A especificidade
destes biossensores € tdo elevada que uma pequena variacdo no alvo pode perturbar a
ligacdo.[67] No entanto, estes biossensores sédo sensiveis ao pH, porque por exemplo em
condi¢cdes &cidas estes depuram.[59]

N&o existem na literatura biossensores descritos com aptdmeros como elementos de

bioreconhecimento para detecéo da IL-6.
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Figura 1.6 Biossensor com aptamero como elemento de bioreconhecimento.

» Acidos nucleicos

Os elementos de bioreconhecimento a base de acidos nucleicos sdo uma alternativa
aos aptameros. Estes elementos sao estruturas sintetizadas analogas ao ADN, ou seja,
estruturas biomiméticas com uma ligagdo de poliamida em vez de um agucar fosfatado.[59]
Funcionam através da hibridagédo da cadeia simples de ADN fragmentando-a, formando uma
cadeia dupla com sequéncias complementares. Uma das cadeias simples é marcada com um
indicador 6ético para detegcé@o. Ou seja, os oligonucleotideos s&o imobilizados num substrato e
utilizados como sondas para reconhecer a sequéncia alvo, por hibridizagéo, esta ligacéo ira4

ser traduzida num sinal captado pelo transdutor, 6tico ou eletroquimico.[68-71]

Este tipo de biossensor é muito especifico e capaz de detetar mudangas em apenas um
nucleétido e apresentando uma elevada sensibilidade.[69] Verifica-se uma maior estabilidade
quimica e enzimatica quando comparada aos aptameros. E ao contrario desses sao bastante

estaveis numa gama mais alargada de temperatura e pH.[59]

» Polimeros de Impresséao Molecular

A Impressao Molecular € um método de preparacéo seletiva de locais de ligacao em
polimeros sintéticos utilizando moléculas modelo. Os Polimeros de Impressdo Molecular,
também designados por MIP’s (do inglés, Molecular Imprinted Polymers) utilizam um material
biomimético que oferece uma grande estabilidade. Nos ultimos anos, esta tecnologia tem
proliferado porque é um método barato, acessivel e apresenta uma estratégia eficaz no que
diz respeito ao desenvolvimento de materiais absorventes de elevada especificidade para um

determinado substrato selecionado.[59]
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Os MIP’s tém como base a impressao de locais especificos de reconhecimento numa
estrutura rigida tridimensional (um polimero) de forma a facilitar a interacdo entre a molécula
alvo e 0 seu molde nessa mesma estrutura. Esta estrutura pode ser conseguida quer atraves
da utilizacdo de interagbes ndo covalentes tais como, ligagbes de hidrogénio, interacbes
ionicas, etc. (impressé@o ndo covalente) como através de interacbes covalentes reversiveis
(impresséo covalente) entre 0 molde e o mondémero funcional. Os complexos formados séo
incorporados por polimerizacdo numa matriz macro porosa e reticulada. Durante este
processo de polimerizacdo sdo adicionadas moléculas molde idénticas ou semelhantes, em
tamanho e funcionalidade, & molécula alvo. Ap6s a remocdo dessas moléculas surgem
cavidades estaveis com as funcionalidades, forma e dimensédo da molécula molde original.
S&o essas cavidades que fazem a captura do analito de interesse na amostra, mesmo que
em quantidades reduzidas, caracterizando-se pela elevada especificidade para o alvo. As
metodologias disponiveis para a impressdo molecular sao robustas e flexiveis e a impresséo
pode ser feita recorrendo a uma grande variedade de moléculas, com a confianca de que os
polimentos resultantes terdo uma elevada afinidade e seletividade para o molde (Figura 1.7).
[72-75]

A detecao da concentracido do analito em estudo, utilizando MIP’s, pode ser feita por
métodos eletroquimicos, piezoelétricos, impedancia e o6ticos, sendo dos métodos

eletroquimicos o mais o usual, através da amperometria.[73, 74, 76, 77]

POLIMERIZACAO
\_mm Agente de ligacéo cruzada

analito

€ % &  Monoémeros

LIGACAO DA PROTEINA REMOCAO DO ANALITO

Figura 1.7 Processo de formagédo do polimero de impressdo molecular.
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Sintese do MIP

A impressdo molecular de proteinas é considerada uma area promissora que recebe
muita atencdo, devido as dificuldades inerentes a impressdao de compostos biol6gicos,
tornando-se assim num grande desafio.[78] A principal razéo de tal complexidade deve-se ao
facto de se tratar de compostos sollveis em agua, de estrutura fragil e flexivel e a sua
conformacédo se alterar facilmente devido a temperatura, pH e/ou natureza do solvente em
gque se encontra e ainda, também pelo facto de apresentarem varios grupos funcionais onde
€ possivel fazer a ligacdo com os mondmeros.[78, 79] Neste sentido, para que a impressao
molecular de proteinas tenha sucesso € essencial que, para a sintese do MIP, se utilizem

moléculas com afinidade elevada para a proteina alvo.[80]

Nos MIP’s para proteinas pode-se considerar a impressdo de toda a proteina ou de apenas
parte dela recorrendo-se para isso a abordagem convencional de impressdo em Bulk ou a

técnicas mais sofisticadas de impressao em superficie.
Polimerizacao em Bulk

A polimerizagdo em Bulk é a mais utilizada no que toca a producdo de MIP’s. Esta
técnica de polimerizagéo tem a vantagem de permitir obter grandes quantidades de material
sensor. Na polimerizagdo em Bulk os mondémeros funcionais interagem com a molécula que
€ usada como molde (analito). A posicdo e composi¢cdo adequada dos grupos funcionais

permitem a sua confluéncia para a molécula molde de uma forma reciproca.

Caracteristicamente, a reagéo de polimerizag&o € iniciada na presenca de um solvente
inerte e um iniciador de radical livre ou i6nico. Na maioria dos casos, a remog¢ao do molde é
feita por extracdo (solventes orgéanicos, acida, basica ou proteolitica) ou por hidrolise,
deixando locais complementares em tamanho e forma do analito. O polimero resultante é,
entdo, pulverizado e peneirado, de modo a produzir particulas de recetores impressos de

tamanho apropriado.[81, 82]

Esta técnica é simples, no entanto apresenta desvantagens relativamente ao controle
do tamanho das particulas produzidas, muitas vezes com tamanhos e formas irregulares.
Outras desvantagens sao que alguns locais de ligacdo sao destruidos a quando a moagem o
gue reduz o material obtido e apresenta caracteristicas de transferéncia de massa reduzidas
e possibilidade de imobilizacdo permanente da molécula molde no polimero e de baixa
integridade da estrutura polimérica resultante. Uma outra limitacdo é a escolha do solvente,
por vezes é restrita, no caso das proteinas ndo poderao ser usados solventes organicos pois
desnaturam a sua conformacédo.[83] Para colmatar algumas destas lacunas, surge a

impressao molecular em superficie.
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Polimerizacdo em superficie

A polimerizac@o em superficie € maioritariamente utilizada para a impressao molecular
com proteinas pois apresenta uma elevada percentagem de eficiéncia na reocupacao dos

locais de ligacéo do analito tornando-se adequada para fins analiticos.[84]

A principal caracteristica nesta técnica é dos locais de ligacdo da molécula molde ficam
na superficie de uma estrutura rigida de suporte. Nesta técnica o analito devera ligar-se de
forma covalente ou ndo, a um substrato plano ou esférico, de resto o processo de

polimerizacao é semelhante a polimerizacdo em Bulk.[85]

Este tipo de polimerizacdo apresenta inUmeras vantagens relativamente a impresséo
em Bulk, como uma maior ocupacao dos locais impressos, maior seletividade e sensibilidade
assim simplicidade de preparacgéo, alta reprodutibilidade e réapida transferéncia de massa.
Adicionalmente, a vantagem de serem necessarias menos moléculas molde o que torna este
tipo de MIP mais rentavel e econémico. A impressdo em superficie € a mais utilizada na

producdo de materiais sensores plasticos.[82]
1.4.2 Transdutor

Um elemento de reconhecimento molecular pode ser interligado a um nimero diferente
de transdutores de sinal. O transdutor converte o sinal molecular num sinal elétrico ou digital,
que pode ser quantificada, exibido e analisados. O transdutor de um biossensor deve permitir
a adaptacdo do elemento de reconhecimento, oferecer especificidade para a monitorizagédo
da propriedade medida e apresentar grande sensibilidade para a variagdo em curso na gama

de concentracéo de interesse.

Os transdutores dividem-se em quatro categorias gerais: eletroquimicos
(amperimétricos, impedimétricos e potenciométricos), 6ticos (colorimétricos, fluorescentes,
luminescentes e interferometria), com base em massa (piezoelétricos e de ondas acusticas),
e com base em temperatura (calorimetria). De uma forma geral, os mais utilizados no contexto
da saude séao os eletroquimicos, dos quais o icone maximo € o sistema de monitorizacdo de
glucose em pessoas com diabetes. Os conceitos gerais sobre as técnicas associadas foram

ja referidos na secc¢éo 1.3.4.
1.4.3 Plataformas sensoras

O design de um sensor eletroquimico é concebido no campo da eletroquimica no sentido
de aumentar a eficiéncia analitica em termos de sensibilidade, seletividade, fiabilidade, baixo
custo e de facil utilizagédo e fabrico. O aparecimento da tecnologia de screen-printing tem
proporcionado novas oportunidades de aplicacao de técnicas eletroquimicas para analises

fora de um laboratério especificado. Na generalidade, elétrodos screen-printed (SPEs) séo
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feitos em substratos de plastico, cerdmica ou papel onde os elétrodos de trabalho, o contador
e o elétrodo de referéncia séo impressos. Estdo comercialmente disponiveis e apresentam
uma grande versatilidade, pois podem ser produzidos consoante a aplicagdo. Os SPEs podem
ser ligados a um potencidstato portétil e podem ser operados em modo estatico (drop sensor),

hidrodinamico (célula eletroquimica) ou em sistemas de fluxo.[62]

Pode-se ainda melhorar as propriedades de biossensores de impressdo molecular,
combinando materiais funcionais. Para este efeito, varios materiais podem ser incorporados
na impressao molecular, como por exemplo, polimeros de resposta-estimulo; derivados sol-
gel, metais, silica, nano particulas a base de carbono, quantum dots e 6xidos metalicos.[86]
Como material condutor utilizado no fabrico destes sensores pode-se encontrar desde a
platina, ouro, a prata ou até mesmo o0 carbono, sendo a prata metalica e 0 ouro 0s mais
recorridos devido as suas propriedades eletronicas e comportamento na emissao de luz.[73,
86]

Os SPEs oferecem, por isso, uma série de vantagens relativamente aos elétrodos
convencionais (ouro, carbono vitreo, prata, etc.) tais como a possibilidade de serem
mindsculos, de baixo custo, de ser possivel de produzir em massa, serem portateis e
descartaveis.[62, 86] Dentro deste contexto, os SPE’s sdo de grande utilidade devido
principalmente a sua versatilidade permitindo uma analise rapida, barata, simples de

manipular e confiaveis.

1.5 Objetivos gerais e estrutura da dissertacéo

O principal objetivo desta dissertagcdo foi desenvolver uma plataforma sensora
auténoma de baixo custo, baseada em materiais biomiméticos, C-SPE, para o rastreio do
biomarcador da resposta inflamatéria, a proteina IL-6, uma vez que o inicio da
doenca/progressdo de Alzheimer tem sido correlacionado com condicbes de neuro-

inflamacé&o.

No elétrodo de trabalho desta plataforma sensora foi impresso uma mistura reacional
para o desenvolvimento do polimero de impressdo molecular (em bulk). Esta mistura consiste
no analito (IL-6), no mondémero (Pirrol), no agente de ligacdo cruzada e no iniciador radical. A
modificacdo da superficie do elétrodo ocorreu por polimerizacdo eletroquimica, formando um
polimero condutor na sua matriz. As técnicas eletroquimicas utilizadas para monitorizacao do
processo foi o CV, SWV e a EIS. Foram estudados varios parametros para a
eletropolimerizacdo e efetuado ainda o estudo da estabilidade do MIP. Apds isso, foi entdo
efetuada uma curva de calibragcéo para se identificar o declive e limite inferior de detecéo da

proteina IL-6, neste biosensor.
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2 Descricao Experimental

Neste capitulo sdo descritos de modo detalhado os materiais e 0s equipamentos
utilizados, bem como o procedimento experimental em que foi baseado o desenvolvimento

deste biossensor eletroquimico sensivel a proteina IL-6.

2.1 Materiais
2.1.1 Equipamento

Como equipamento principal foi utilizado um potencidstato/galvanostato da Metrohm Autolab
(Figura 2.1), controlado pelo Software Nova 1.11. Os C-SPEs conectam-se a uma caixa

conectora da DropSens (DRP-DSC) permitindo a interface com o equipamento Autolab.

986086888888aD
- -

Figura 2.1 Potenciéstato /galvanostato PGSTAT302N

Foi utilizada a técnica de espectroscopia Raman para andlise da estrutura do material e
da superficie dos C-SPEs sendo o equipamento usado o Raman Thermo Scientific (DXR
532nm filter Figura 2.2). Para obteng&o das imagens espectrais foi configurado o Potential em
5mW, a Aperture em 50 ym slit, o Photo-Bleach em 5.0 min e selecionado Common Scale.

+4

Figura 2.2 Thermo Scientific DXR Raman microscope 532nm Filter
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As solugdes foram preparadas em baldes volumétricos classe A, de capacidades de
50mL e 100mL.

Para a medicao de volumes até 5mL foram usadas pipetas automaticas VWR de volume
regulavel (2-20uL, 20-200 pL, 100-1000 pL e de 1000-5000 pL).

As pesagens foram efetuadas numa balanca Mettler Toledo, modelo MS105DU com

uma preciséo de + 0,0001g.
2.1.2 Reagentes e Materiais

A lista de materiais e reagentes utilizados encontra-se listada na Tabela 2.1. Os
reagentes foram utilizados conforme disponiveis no mercado, de qualidade analitica e sem

qualquer purificacdo adicional.

Tabela 2.1: Lista de materiais e reagentes utilizados e sua origem

Reagentes/Materiais Origem

Acido Oxalico di-hidratado (C,H204-2H,0) Merck

Acido pirrol-2-carboxilico (CsHsNO,) — Py-COOH Alfa Aesar
Cloreto de potassio (KCI) Merck

Soro (Fetal Bovine Serum) Fluka
Hexacianoferrato (II) de potassio (K4 Fe(CN)g)), Riedel-de Haén
Hexacianoferrato (Ill) de potassio (Ks[Fe(CN)g]), Riedel-de Haén
IL-6 Human, recombinant animal component free Sigma Aldrich
Pirrol (C4HsN) - Py TCI

Tampao Fosfato-Salino - PBS (Phosphate Buffered Saline) Amresco
Acetonitrilo (CHsCN) Carlo Erba
Etanol (C2HsOH) Carlo Erba
Screen-printed Carbon Electrodes (C-SPE) Dropsens

2.1.3 Solucdes

De uma fora geral, as solu¢cbes foram preparadas utilizando agua ultrapura, purificada
através do sistema Milli-Q. Os ensaios eletroquimicos foram realizados utilizando a solucéo
padréo redox de ferro, constituida por Ks[Fe(CN)s] e K4[Fe(CN)s].3H20, 5,0x103M, preparada
num eletrélito de suporte de KCI, a 0,1M. A equagéo redox envolvida encontra-se identificada

na Equacéo 2.1.

[Fe'(CN)e]* = [Fe"(CN)e]* + e (Equacéo 2.1)
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A solucéo de Acido Oxalico di-hidratado foi preparada numa concentrag&o igual a 0,1M,
em agua desionizada. As solu¢cbes de Py-COOH e Py foram preparadas em PBS (pH=6). A
concentracdo da solucdo de Py foi preparada numa concentracdo igual a 1,0x102M e a
solucéo de PyCOOH foi igual a 20ug/mL. A proteina IL-6 foi diluida e usou-se a concentracdo
de 2 pg/mL em PBS (pH=6).

2.2 Procedimentos analiticos

As leituras CV, SWYV e EIS foram efetuadas em triplicado, com a solugéo padréo redox
(K3[Fe(CN)e] e Ka[Fe(CN)g].3H.0, em KCI), cujos picos de oxidacdo e reducdo ocorrem
aproximadamente a 0,2V. Os registos de CV foram obtidos de —0.4 a +0.7V, com 6 ciclos; 50
mV/s. Os registos de SWV foram obtidos de -0.2 a +0.6 V, para um impulso de 0,005 V, numa
amplitude de 0,02 V e uma frequéncia de 1 Hz. Os registos de EIS foram obtidos para um
OCP a 120s (tempo méaximo), ao longo de uma gama de 0,1 a 100 KHz, para 50 valores de

frequéncia e uma amplitude de 0,01V.
2.2.1 Preparacédo do C-SPE

Os chips de C-SPE (Figura 2.2) foram adquiridos a DropSens e apresentam as
seguintes caracteristicas: Substrato em ceramica, 33x10x0.5 mm; Contactos Elétricos: Prata;
elétrodo de trabalho de Carbono (4mm de diametro); elétrodo Auxiliar de Carbono; e elétrodo

de referéncia de prata.

%%‘

Figura 2.3 Screen-Printed Carbon Electrodes (DropSens)

Estes C-SPEs foram sujeitos a um pré-tratamento eletroquimico, sendo o objetivo deste
procedimento a remocao de possiveis contaminantes que estejam na superficie do elétrodo
e fomentar o aparecimento de grupos funcionais. [85] Assim, efetuou-se uma limpeza
eletroquimica por Cronoamperometria a —1,7V durante 200s, utilizando a solugcdo de KCI
0,1M.

Para verificar o estado inicial do SPE foram efetuadas leituras do CV, SWV e EIS, com
a solucéo padrao redox. O volume utilizado desta solucdo, em cada ensaio, foi sempre de
70uL.
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2.2.2 Estudo das condicdes de trabalho do NIP

Pretendeu-se efetuar a sintese de um NIP e de um MIP, para se avaliar o efeito da
presenca do polimero no C-SPE sem a presenca da proteina IL-6, o antigeno (NIP) e avaliar
0 mesmo efeito apds a adicao da proteina IL-6 no C-SPE (MIP), comparando-se em seguida
as diferencas. A representacéo esquematica da sintese do MIP pode ser observada na Figura
2.4.

* IL-6 (pH: 6,96)
XL Pyrrole

8* Pyrrole - COOH

r

\v"'( Carbon-SPE

Eletropolimerizacdo w

Remoc&o da Proteina
Acetonitrilo

Acido Oxdlico
Etanol

Figura 2.4 Representacdo esquematica da sintese do MIP

Para avaliar o efeito da adi¢cdo da proteina foi necessario garantir que as condi¢des de
trabalho, no NIP, fossem estaveis durante a eletropolimerizacao por CV do monémero Py.
Antes de se efetuar a eletropolimerizacdo colocou-se 10 pL de solucdo de Py-COOH (20
pug/mL em PBS pH6) no elétrodo de trabalho e deixou-se a incubar durante 30 min, no fim,
lavou-se com a solucdo tampéo de PBS. Aplicou-se em seguida uma gota de 70 uL da solucéo
de Py (1x102 M preparada em PBS pH6) deixou-se incubar por 5min e efetuou-se a

eletropolimerizacao.

A polimerizagéo eletroquimica foi o0 método utilizado na formacao do polimero condutor,
para a modificacdo da superficie do elétrodo. A vantagem do uso deste polimero é que as
suas propriedades (area superficial, porosidade e condutividade) podem ser controladas e
funcionalizadas pelas condigBes experimentais. Assim, de modo a garantir a estabilidade
guimica da eletropolimerizacao efetuou-se um estudo dos parametros: Potencial de Oxidag&o
do Pirrol, Gama de Potencial de trabalho, Numero de Ciclos de eletropolimerizagéo,
Velocidade de Varrimento, Efeito do Solvente no polimero e a Concentragcdo de Py na

polimerizacdo, que séo abordados em seguida.
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Estudo do Potencial de Oxidacdo do Monémero - Pirrol

Fez-se o estudo do potencial de oxidacdo do mondémero de forma a se proceder a
identificacdo do potencial que € necessario fornecer aos elétrodos para que a oxidagéo do Py
ocorra na superficie do elétrodo de trabalho. Para tal, utilizou-se a técnica CV para a sua

determinacdo, aplicando uma gama de potencial entre —0,8V a +1,6V.
Estudo da Gama de Potencial de Trabalho

Mediante o valor obtido no ponto anterior, foi-se verificar qual a gama de potencial em
gue o polimero formado € mais estavel e para tal utilizou-se as trés técnicas ja descritas: CV,
SWYV e EIS. Fixando-se a velocidade de varrimento em 0,05 V/s e o numero de ciclos de
eletropolimerizagdo em 10. A gama de potenciais estudados foram de [-0,8V a 0,65V], [-0,8V
a0,8v]e[-0,8Val,lV].

Estudo do Numero de Ciclos de Eletropolimerizacao

Efetuou-se um estudo do numero de ciclos de eletropolimerizagdo para verificar o
numero a partir do qual ha estabilidade do polimero. Neste caso, fixou-se a velocidade de
varrimento em 0,05V/s e usou-se a gama de Potencial determinada no ponto anterior. O

numero de ciclos estudados foram de 5, 10 e 20 ciclos.
Estudo da Velocidade de Varrimento

Para verificar qual a velocidade de varrimento em que o polimero formado é mais
estavel. Fixou-se 0 nimero de ciclos e a gama de potencial de trabalho obtidos nos pontos

anteriores e variou-se a velocidade de varrimento em 0,025V/s, 0,050 V/s e 0,100 V/s.
Estudo do efeito do Solvente no Polimero

Para a remocao da proteina o solvente utilizado é de extrema importancia, pois este néo
pode interferir com o polimero, mas apenas deve remover a proteina formando-se as

cavidades caracteristicas.

Assim, apos a eletropolimerizagao nos parametros definidos anteriormente, colocou-se
uma gota de 10 pL de solvente na superficie de trabalho do C-SPE e deixou-se atuar durante
3h. Lavou-se com PBS e colocou-se 70uL de PBS pH7 a incubar por 30min, para estabilizacdo
do pH. Por fim, a leitura do CV, SWV e EIS com a solucdo padrdo redox e verificou-se a

existéncia de alteracoes.
Os solventes testados foram o Acetonitrilo, o Etanol e o Acido Oxalico.

Para o Acetonitrilo, testou-se ainda o seu efeito através de limpeza por CV com o0s

seguintes parametros: [-0.3V a +1V], 10 ciclos e 0,050V/s.
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Na fase da eletropolimerizacdo verificou-se novamente o numero de ciclos que
permitem leituras de menor resisténcia e melhor estabilizacdo, este estudo foi repetido para
5 ciclos e 10 ciclos. O NIP foi utilizando como sendo o “Branco” no efeito de impressao

molecular.
Estudo da concentracdo de Pirrol a usar na polimerizacao

Estudou-se o efeito da concentracdo de Pirrol na polimerizagcéo. Para tal, testou-se a
polimerizacdo com varias concentragées de Pirrol, iguais a 1,0x1072; 1,0x103; 1,0x10%; e
1,0x10°M.

2.2.3 Preparagéo do MIP

A impressao molecular foi efetuada por eletropolimerizagédo do monémero Pirrol, usando
proteina IL-6 como antigeno, pelo método de CV. Para a sintese do MIP foram utilizados dois
métodos diferentes de impressao da Proteina IL-6. Impressdo na superficie do C-SPE (2-D)

e impressao da proteina em solucgéo, Bulk (3-D).
Impressao na Superficie (2-D)

O C-SPE foi inicialmente pré-tratado, conforme descrito no ponto 2.2.1. Posteriormente,
incubou-se 10pL de IL-6 na area de trabalho do C-SPE durante 2h, um tempo espectavel para
uma adsor¢ao significativa da proteina na superficie do elétrodo. Em seguida, lavou-se a
superficie com PBS para remover as moléculas ndo adsorvidas e fez-se a incubacéo de 10uL
do Py-COOH. Efetuou-se novamente a lavagem com PBS e fez-se a incubacgéo de 70uL do
Py por mais 5min, antes de se iniciar a eletropolimerizagdo. No final da eletropolimerizacao,

lavou-se novamente com PBS.

Para garantir a limpeza da superficie removendo quaisquer monémeros soltos e de
forma ter-se o polimero mais estavel, efetuou-se ainda uma limpeza com 70uL de PBS,
usando a técnica de CV com os seguintes parametros: [-0.3V a +0.3 V], 10 ciclos a uma
velocidade de varrimento de 0,05V/s.

Por fim, efetuou-se a leitura da solugdo padréo redox de ferro através de CV, SWV e
EIS. Em seguida, efetuou-se a remocéao da proteina, incubando 10uL do solvente escolhido
por 3h. Antes de fazer a leitura final com a solucdo padrédo redox, efetuou-se uma limpeza

com 10uL de solucéo de PBS (pH=7) e incubou-se por mais 30min, de forma a ajustar o pH.
Impresséo por polimerizagdo em Bulk (3-D)

Preparou-se o C-SPE conforme descrito no ponto 2.2.1. Preparou-se uma solugdo com
10pL IL-6, 45uL Py a 1x10°M e 45uL de Py-COOH a 20 pL/mL. E deixou-se repousar por
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30min. Em seguida fez-se a incubagéo de 70pL desta solucéo por 5min no C-SPE e efetuou-
se a eletropolimerizagcdo. Depois, efetuou-se uma limpeza com 70uL de PBS, usando a
técnica de CV com os seguintes parametros: [-0.3V a +0.3 V], 10 ciclos a uma velocidade de

varrimento de 0,05V/s.

E por fim, a leiturado CV, SWV e EIS com a solucdo padrdo redox. Em seguida, efetuou-
se a remocdo da proteina, incubando 10uL do solvente escolhido por 3h. Antes de fazer a
leitura final com a soluc¢éo padrdo redox, efetuou-se uma limpeza com 10uL de solucédo de

PBS (pH=7) e colocou-se a incubar por mais 30min, de forma a ajustar o pH.

2.2.4 Parametros analiticos - Limite de detecao IL-6

Depois da construgcédo do MIP verificou-se a capacidade do mesmo adsorver de novo a
Proteina IL-6 nas cavidades geradas ap0s a sua remoc¢do. Para tal utilizou-se como método
de célculo as curvas de calibragdo, que expressam a relagdo entre o sinal medido e a
concentracdo do analito. Para definir adequadamente a relacdo entre a concentragéo e a
resposta foi necessario recorrer a um determinado suficiente de padrdes (5 a 8 padrdes, sem
incluir o branco, ou seja, o zero), procurando abranger todas as gamas das concentracdes
esperadas.[21]

Assim os ensaios foram conduzidos adicionando solugdes padréo de IL-6 numa gama
entre 0,02pg/mL a 2,0 pg/mL, preparados numa solugéo tampao de PBS (pH=6). Entre cada
leitura de CV, SWV e EIS com a solugdo padréo redox, foi colocado um volume de 10uL de

solugdo padrdo de IL-6 a incubar por 15min, lavando-se posteriormente com PBS.

Estes ensaios foram repetidos preparando-se solugfes padréo de IL-6 em soro sintético
(Fetal Bovine Serum) na mesma gama de concentracdes (sem diluicdo), de forma a poder-se
estudar o comportamento do biossensor numa situagéo real. Assim, as curvas de calibracédo
para a IL-6 foram realizadas pelos métodos de SWV e EIS, entre 0,02 pg/mL e 2,0 pg/mL, em
solucdo de PBS pH 6. O valor de concentragdo escolhido teve em consideracdo o nivel
fisiol6gico da IL-6: num individuo saudavel rondara os 1,6 pg/mL e num individuo com neuro-

inflamacao os 2,3 pg/mL.

2.2.5 Analise Qualitativa dos Materiais

A técnica de espectroscopia Raman foi utilizada para analise da estrutura quimica do
material e da superficie dos C-SPEs, do NIP e do MIP. O equipamento usado foi o Raman

Thermo Scientific (DXR 532nm filter) com microscépio confocal. Para obtencdo das imagens
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espectrais foram configurados os seguintes parametros: Potential: 5Mw; Aperture: 50 pm slit;

Photo-Bleach: 5.0 min e Common Scale.

Todas as andlises foram conduzidas diretamente sobre os C-SPEs sem qualquer pré-

tratamento.
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3 Resultados e Discussao

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os dados obtidos relativos ao
desenvolvimento do biossensor para detecao da proteina IL-6: A preparacdo dos elétrodos de
trabalho, o estudo das condi¢gbes 6timas de funcionamento, o estudo da seletividade e a
aplicacdo em amostras de soro sintético. Apresenta-se ainda a andlise a superficie dos

materiais sensores.

3.1 Caraterizacédo dos C-SPEs

Nesta analise pretendeu-se verificar qual o comportamento do elétrodo de trabalho
limpo, identificando os picos de oxidacdo e de redugdo na técnica de CV, o pico obtido na
SWYV e a impedancia obtida na EIS, para a solucdo padrdo Redox. Estas leituras permitiram
identificar os valores de referéncia de modo a se poder efetuar o estudo comparativo das

modificagfes efetuadas nos passos seguintes.

3.1.1 Preparacao do C-SPE

Apbs limpeza eletroquimica por Cronoamperometria a —1.7V durante 200s, utilizando a
solucdo de KCI 0,1M, efetuaram-se leituras do CV, SWV e EIS, com a solucéo padrdo Redox

Os resultados obtidos encontram-se na Figura 3.1.

a) b) : c)

=

Figura 3.1 Leituras da solugdo padréo redox no C-SPE inicial (sem modifica¢des): CV (a), SWV(b) e
EIS(c).

Da interpretacéo dos resultados obtidos na Figura 3.1a, os picos de oxidacéo e reducao
da solucdo padrao redox neste elétrodo de trabalho (C-SPE) aparecem com uma corrente
igual a, respetivamente, —-0,2 e +0,2mA e a um valor de potencial igual a, respetivamente, 60
e 250mV. Do ponto da corrente produzida, o sistema comporta-se de forma reversivel, uma

vez que as correntes dos picos de oxidacdo e de redugcdo apresentam valores muito
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semelhantes. Relativamente ao potencial de pico, o valor esperado seria igual a 59mV, uma
vez que a reacdo de elétrodo envolve apenas um eletrdo. Sendo assim, o sistema
apresentado detém um comportamento quasi-reversivel, uma vez que a separacdo de picos
correspondeu a 190mV. Do ponto de vista de SWV, Figura 3.1b, o pico obtido foi semelhante

ao esperado, com um valor de corrente igual a 0,113mA (SWV).

Em EIS, Figura 3.1c o registo indicou duas ligeiras variacbes de impedancia que
induzem a presenca de resisténcia a transferéncia de carga em dois pontos distintos de
frequéncia. Estes valores foram, porém, indefinidos do ponto de vista métrico, uma vez que
nao foi possivel estabelecer uma medida para estes, nem identificar um circuito que se

adaptasse ao sistema.

3.2 Condic¢des de polimerizacao

O objetivo nesta fase foi efetuar a sintese de um NIP e avaliar o efeito da presenca do
polimero formado pelo Pirrol, no C-SPE e sem a presencga da proteina IL-6. Pretendeu-se que
as condi¢cdes fossem estaveis de modo a poderem ser controladas e monitorizadas nos

processos seguintes, apés a adicdo da proteina.
3.2.1 Potencial de Oxidacéao do Pirrol

A primeira fase de estudo de polimerizagéo requer a identificagdo do potencial que &
necessario fornecer aos elétrodos para que a oxidacao do Py ocorra na superficie do elétrodo
de trabalho. Por outro lado, a técnica de eletropolimerizagéo escolhida para este trabalho foi
o0 CV, uma vez que surgem varios trabalhos na literatura que recorrem a esta técnica, até para

outros monomeros eletropolimerizaveis.
Os resultados obtidos podem ser observados na

Figura 3.2. O registo de CV indicou que a maxima oxidacdo de Py acontece a um
potencial de 0,98V, iniciando o processo de oxidag&o a 0,58V e terminando a 1,37V. Face ao
exposto, foram estabelecidos posteriormente varios intervalos de polimeriza¢éo, nos quais se

incluiram sempre valores de potencial passiveis de promoverem a oxidacdo do Py.
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Figura 3.2 Estudo do potencial de oxidacao do Pirrol.

3.2.1 Gama de Potencial de Trabalho

Pretendeu-se verificar qual a gama de potencial em que o polimero é mais estavel,
utilizando as técnicas de CV, SWV e EIS. Para tal, fixou-se a velocidade de varrimento em
0,05V/s, 10 ciclos e a gama de potenciais estudados foi entre [-0,8V a +0.65V], [-0,8V a

+0,8V] e [-0,8V a +1.1V]. Os resultados obtidos foram os seguintes:

Gama de Potencial: [-0,8V a +0.65V]

Na Figura 3.3 pode-se observar os resultados obtidos pela leitura da solu¢do padréo
redox apos se efetuar a eletropolimerizagdo numa gama de potencial [-0,8V a +0.65V]. Para
obtencdo destes resultados foram necessérias 6 leituras, estdo representadas as ultimas 3
aquando da estabilizacéo.

SWv

cv 0 120
ELP [-0.8V a +0.65V] vy | ELP[08Va+0.85V] ELP [-0.8V a +0.65V] ,/-\

7" (a)

() Sotencial Aplicado (V)

otencial Aplicado (V]

Figura 3.3 Leituras obtidas com a solucéo padréo redox do CV, SWV e EIS, apds eletropolimerizagdo
numa gama de potencial de estudo [-0,8V a +0.65V].

Verifica-se que apoés a eletropolimerizacéo os picos de oxidacao/reducdo diminuem, na

CV, passando dos valores de leitura inicial (antes da polimeriza¢géo) de —0,2 e +0,2mA e com
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um valor de potencial igual a, respetivamente, 60mV e 250mV, para —0,07 a +0,05mA, com o
respetivo valor de potencial de 0,01V e 0,45V. Os resultados de EIS também vém confirmar
a presenca do polimero na superficie do elétrodo uma vez que ocorre um acréscimo da
resisténcia de transferéncia de eletrbes, passando de um valor de 162,40Q para um maximo
de 1,11KQ. Na SWYV a altura do pico diminuiu de 1,14 para 0,03mA, e esta diminuicdo da
corrente indica também a presenca do polimero, pois houve uma reducéo da corrente elétrica
na superficie transdutora. Esta variacdo de valores (entre o elétrodo inicial e apds a

polimerizacao) sdo expectaveis pois indicam a presenc¢a da formagéo do polimero.

No entanto, ndo se conseguiu obter estabilidade na formacéo do polimero como se
observa na Figura 3.3, em EIS, por exemplo. Ao se observar as 3 leituras efetuadas no NIP,
verifica-se que a resisténcia apds a formacéo do polimero tem uma variagcédo de cerca de 18%
(varia entre 765Q e 1,11KQ).

Gama de Potencial: [-0,8V a +0,8V]

Na Figura 3.4 pode-se observar os resultados obtidos pela leitura da solu¢do padréo
Redox ap0s se efetuar a eletropolimerizacdo numa gama de potencial [-0,8V a +0,8V]. Para
obtencdo destes resultados foram necessérias 4 leituras, estdo representadas as ultimas 3

aquando da estabilizacao.

EIS SWY
- ELPIOSVa+0.8Y] ELP [-0.8V a +0.6v] ] ELP [-0.8V a +0.8V]

Figura 3.4 Leituras obtidas com a solucao padréo redox do CV, SWV e EIS, apés eletropolimerizacao
numa gama de potencial de estudo [-0,8V a +0,8V].

Também aqui se observa um comportamento similar ao anterior. Verifica-se que apés
polimerizacdo picos de oxidacdo redugdo diminuem. Os resultados de EIS confirmam a
presenga do polimero na superficie do elétrodo uma vez que ocorreu um acréscimo da
resisténcia de transferéncia de eletrbes, passou de um valor de 162,40Q para um maximo de
2.06KQ. No SWYV a altura do pico diminuiu de 1,14mA para 0,019mA, esta diminui¢do da
corrente também indica a presenca do polimero, pois houve uma reducao da corrente elétrica

na superficie transdutora.

Contrariamente ao anterior verifica-se uma melhor estabilizacdo do polimero, os valores

obtidos das 3 leituras sdo bem mais proximos. Comparando as resisténcias, em EIS, o valor
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menor obtido foi de 1,86KQ e o valor maior foi de 2,08KQ, que da uma diferenca de apenas
5,6%.

Gama de Potencial: [-0,8V a +1.1V]
Na Figura 3.5 pode-se observar os resultados obtidos pela leitura da solugdo padréao
redox apoés se efetuar a eletropolimerizacdo numa gama de potencial [-0,8V a +1.1V]. Para

obtencéo destes resultados foram necessarias apenas 3 leituras para a estabilizacao.

. ElS
., ELPLOSVa+11V] ELP[0.8Va +1.V] L., ELP[0.8Va +.1V]

Figura 3.5 Leituras obtidas com a solucéo padréo redox do CV, SWV e EIS, apds eletropolimerizagéo
numa gama de potencial de estudo [-0,8V a +1.1V].

Também nesta gama de potencial se observa um comportamento similar aos anteriores.
Verifica-se que ap0ds polimerizagéo picos de oxidacdo reducdo diminuem. Os resultados de
EIS confirmam novamente a presencga do polimero na superficie do elétrodo uma vez que
ocorreu um acréscimo da resisténcia de transferéncia de eletr6es. No SWV também se
verificou a diminuigdo da altura do pico o que indica novamente a presenca do polimero.
Observa-se uma boa estabilizacdo do polimero, os valores obtidos das 3 leituras sdo muito

préximos, no CV e no SWV mesmo coincidentes.

Escolha da Gama Potencial de trabalho
Depois das leituras individuais de cada C-SPE, efetuou-se um estudo comparativo de
modo a se poder decidir qual a gama de potencial de trabalho a utilizar que se pode observar

na Figura 3.6

g D a EIS E SWv
§ am o ' - 5 oo Ia) :
0100 e ' - . f,
.

ey

Figura 3.6 Leituras obtidas com a solucdo padrdo redox do CV, SWV e EIS. Comparagcdo da
modificacao do elétrodo apoés eletropolimerizacdo nas gamas de potencial entre [-0,8V a
+0,65V], [-0,8V a +0,8V] e [-0,8V a +1.1V].
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Da analise comparativa pode-se concluir que a melhor gama de potencial é entre [-0,8V
a 0,8V], pois apresenta uma boa estabilidade e uma mais baixa resisténcia elétrica,
comparativamente com a gama [-0,8V a +1.1V]. Pretende-se que a resisténcia seja 0 mais
baixa possivel pois quando se efetuar a calibracdo, a adicao de proteina ira subir a resisténcia.

Dai que quanto mais baixa for, mais sensivel sera.

3.2.2 Numero de Ciclos na Eletropolimerizagéo

Pretendeu-se verificar qual o nimero de ciclos de polimerizacdo que permite obter o
polimero mais estavel, utilizando as técnicas de CV, SWV e EIS. Para tal, fixou-se a
velocidade de varrimento em 0,05 V/s e a gama de potencial de trabalho entre [-0,8V a +0,8V],
selecionada no ponto anterior. O numero de ciclos estudados foram 5, 10 e 20 ciclos. Os

resultados obtidos foram os seguintes:
Resultados para 5 ciclos

Na Figura 3.7 pode-se observar os resultados obtidos pela leitura da solu¢do padréo
Redox apos se efetuar a eletropolimerizacdo alterando o numero de ciclos para 5. Para
obtencdo destes resultados foram necessarias 4 leituras para a estabilizacdo, estando

representadas as ultimas 3.

s cv 0 EIS swy
. ELP-5Ciclos ELP - 5 Ciclos ELP -5 Ciclos

Figura 3.7 Leituras obtidas com a solu¢éo padréo redox do CV, SWV e EIS, apés eletropolimerizacdo
com um numero de 5 ciclos.

Tal como foi visto no estudo da gama de potencial também aqui se observa a formacéo
do polimero, a resisténcia aumenta (EIS), existe uma diminuicao do valor da corrente dos
picos (CV, SWV).

Resultados para 10 ciclos

Na Figura 3.8 pode-se observar os resultados obtidos pela leitura da solucdo padréo
Redox apds se efetuar a eletropolimerizagdo alterando o nimero de ciclos para 10. Para
obtencdo destes resultados foram necessarias 4 leituras para a estabilizagdo, estando

representadas as ultimas 3.
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Com 10 ciclos, comparativamente ao de 5 ndo se observa uma estabilidade tdo boa. No
CV consegue-se visualizar uma maior variagdo nas curvas do CV e EIS, o que néo se verifica
no anterior. Nas leituras da Figura 3.7 observam-se as 3 leituras ap0s polimerizacao

praticamente coincidentes.

ov x Es SWV
12 ELP <10 Ciclos ELP - 10 Ciclos . ELP - 10 Ciclos
. . .

5 a3 al 01 0 05 [
sutencial aplicado ¥

Figura 3.8 Leituras obtidas com a solucéo padréo redox do CV, SWV e EIS, ap0ds eletropolimerizagéo
com um numero de 10 ciclos.

Resultados para 20 ciclos

Na Figura 3.9 pode-se observar os resultados obtidos pela leitura da solucdo padréao
redox apos se efetuar a eletropolimerizacdo alterando o numero de ciclos para 20. Para
obtencdo destes resultados foram necessarias 4 leituras para a estabilizagdo, estando
representadas as ultimas 3. Também com 20 ciclos se observa a formagéo do polimero e a
sua estabilizagdo. Os picos do SWV diminuem relativamente a leitura inicial o que indica uma
maior resisténcia a transferéncia de carga o que também se verifica no aumento da
impedancia, EIS.

2250 cv ES s
y FLP-20ciclos ELP -20 ciclos . ELP - 20 ciclos

Votencial aplicaco y)

Figura 3.9 Leituras obtidas com a solucéo padréo redox do CV, SWV e EIS, apos eletropolimerizacao
com um numero de 20 ciclos.

Escolha do numero de ciclos de eletropolimerizacéo

Efetuou-se em seguida, um estudo comparativo de modo a se decidir qual o nUmero de

ciclos a fazer na eletropolimerizacdo, os resultados podem ser observados na Figura 3.10.
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cv EIS SWv

A

Figura 3.10 Leituras obtidas com a solucdo padrdo redox do CV, SWV e EIS. Comparacdo da
modificagcao do elétrodo apos eletropolimerizagéo variando o namero de ciclos em 5, 10 e
20.

As resisténcias obtidas pelos 3 ensaios (EIS) sado respetivamente de 1,711KQ para 20
ciclos, 2,083 KQ para 10 ciclos e 759Q para 5 ciclos.

Assim, o numero de ciclos escolhido foi de 5 ciclos para a eletropolimerizagéo, pois é o
gue apresenta boa estabilizacdo e a menor resisténcia comparativamente aos restantes, o
gue sera o ideal para quando se fizer a calibragdo, com a adi¢do da proteina. Apresenta o

sistema mais sensivel.

3.2.3 Velocidade de Varrimento (V/s)

Pretendeu-se verificar qual a velocidade de varrimento que permite obter o polimero
mais estavel, utilizando as técnicas de CV, SWV e EIS. Para tal, fixou-se os parametros
selecionados nos pontos anteriores, 5 ciclos e usou-se a gama de potencial entre [-0,8V a
+0,8V]. As velocidades de varrimento estudadas foram de 0,025V/s, 0,050V/s e 0,100V/s. Os

resultados obtidos foram os seguintes:
Velocidade de varrimento: 0,025V/s

Na Figura 3.11 pode-se observar os resultados obtidos pela leitura da solucéo padrédo
redox apds se efetuar a eletropolimerizacdo alterando a velocidade de varrimento para
0,025V/s. Para obtencdo destes resultados foram necessarias 4 leituras para a estabilizagdo,
estando representadas as ultimas 3. Como se pode observar pelas figuras do CV, EIS e SWV,

as estabilizagbes da formag&o do polimero ndo foram as ideais.

oV EIS SWV
ELP 0,025V/s ELP 0,025Vis ELP0,025Vis

T:1: i::::'w .}:’

Figura 3.11 Leituras obtidas com a solucéo padréo redox do CV, SWV e EIS, ap0ds eletropolimerizagéo
com uma velocidade de varrimento de 0,025V/s.
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Velocidade de varrimento: 0,050V/s

0% cv EIS swv
ELP 0,050Vis ELP 0,050Vis ELP 0,050Vis

Figura 3.12 Leituras obtidas com a solucéo padréo redox do CV, SWV e EIS, apo6s eletropolimerizagao
com uma velocidade de varrimento de 0,050V/s.

Potencial Aplicatu V)

Na Figura 3.12 pode-se observar os resultados obtidos pela leitura da solucédo padréo
redox apds se efetuar a eletropolimerizacdo alterando a velocidade de varrimento para
0,050V/s. Para obtencéo destes resultados foram necessarias 4 leituras para a estabilizagéo,
estando representadas as ultimas 3. Como se pode observar nas figuras do CV, EIS e SWV,

verifica-se a formacao do polimero e observa-se uma boa estabilizagéao.
Velocidade de varrimento: 0,100V/s

Na Figura 3.13 pode-se observar os resultados obtidos pela leitura da solugéo padréo
Redox apoOs se efetuar a eletropolimerizacdo alterando a velocidade de varrimento para
0.100V/s. Para obtencéo destes resultados foram necessarias 4 leituras para a estabilizagéo,
estando representadas as ultimas 3. Pela observagéo das curvas obtidas no CV,EIS e SWV

nao se verifica uma tdo boa estabilizagdo como se observou com a velocidade 0,050V/s.

cv EIS swv
ELP 0,100V/s ELP0,100vis ELP0,100Vis

Figura 3.13 Leituras obtidas com a solucéo padréo redox do CV, SWV e EIS, apds eletropolimerizagdo
com uma velocidade de varrimento de 0,100V/s.

Escolha da velocidade de varrimento

Para definir qual a velocidade de varrimento na qual se obtém melhores resultados, fez-
se um estudo comparativo de modo que pode ser observado na Figura 3.14. A velocidade de
varrimento escolhida neste que caso foi a que apresentou melhor estabilidade apés a
formacéo do polimero, que das figuras anteriores se verificou ser a 0,050V/s. Na Figura 3.14
pode-se verificar ainda que a formacgédo do polimero mais estavel foi observada quando se
utilizou a velocidade de varrimento de 0,050V/s isto pode ser verificado também pelas curvas

do CV, a separacao de picos é maior nessa velocidade do que por exemplo na velocidade de
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0,100V/s onde se observa uma separagdo menor e proxima a leitura de Ferro inicial. Neste
caso, observa-se que quanto maior a resisténcia (EIS), maior a quantidade de polimero
formada na superficie do elétrodo.

IS swv

.j'

Figura 3.14 Leituras obtidas com a solu¢cdo padrdo redox do CV, SWV e EIS. Comparacdo da
modificagao do elétrodo apoés eletropolimerizacéo variando a velocidade de varrimento em
0,025V/s, 0,050V/s e 0,100V/s.

3.2.4 Condicdes de funcionamento do NIP

Assim, pelos resultados obtidos nos pontos anteriores, define-se como gama de
potencial de trabalho [-0,8V a +0,8V]; velocidade de varrimento de 0,050V/s e nimero de
ciclos 5. Embora também se possa concluir que para 20 ciclos o NIP formado obteve boa
estabilidade. Pelo que, nos proximos ensaios, se decidiu repetir o ensaio deste parametro

com o fim de definir com que namero de ciclos a estabilidade seria melhor.

3.2.5 Estudo do efeito do solvente no NIP

Pretendeu-se escolher um solvente que ndo interferisse no polimero, mas que
removesse a proteina quando esta fosse adicionada. Assim, testaram-se 3 solventes, o
Acetonitrilo, o Etanol e o Acido Oxalico e verificou-se o efeito destes no NIP. Testou-se
novamente a variagdo do efeito do nimero de ciclos de eletropolimerizacédo na estabilizacéo

do polimero (5 e 20 ciclos).
Acetonitrilo

A remocéo de IL-6 por intermédio do Acetonitrilo foi testada por dois meios: incubacéo
direta na superficie impressa por um tempo definido e limpeza eletroquimica por CV. Na
Figura 3.15 e Figura 3.16 podem observar-se os resultados obtidos na incubacéo, onde se
apresentam as leituras da solucdo padrao redox apds se efetuar a eletropolimerizacdo com 5
e 20 ciclos, respetivamente (resultados das 3 Ultimas leituras ap0s estabilizacdo) e a ultima
leitura apds estabilizacdo depois de aplicacdo do solvente por incubagédo ao fim de 3h. Na

Figura 3.17 apresentam-se os resultados da limpeza eletroquimica.
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Relativamente ao numero de ciclos, a comparacéo das Figura 3.15 e Figura 3.16 indica
gue se obtém uma melhor estabilizacdo quando se utilizam 20 ciclos na eletropolimerizacéo

em vez dos 5.

B x swv
cv Eis

ELP-5ciclos ELP -5 ciclos ELP-Sciclos ~

"% Limpeza: Incubag#o Acstonitrilo Limpsza: Incubagio Acstonitrilo 7™,

,  Limpeza: Incubacio Acstonitrilo

Figura 3.15 Leituras obtidas com a solucéo padréo redox do CV, SWV e EIS, ap6s eletropolimerizacao
com 5 ciclos e apés a aplicacdo do Acetonitrilo.

m ey EIS swy
ELP-20ciclos ELP - 20 ciclos . . ELP -20 ciclos
v1so  Limpeza: Incubacao Acetonitrilo i Limpeza: Incubagéo Acetonitrile ML T P ALY 4 Limpeza: Incul

Figura 3.16 Leituras obtidas com a solu¢éo padréo redox do CV, SWV e EIS, apos eletropolimerizacao
com 20 ciclos e apds a aplicagdo do Acetonitrilo por incubacéo.

swrv
ELP - 20 ciclos
Limpeza: CV Acetonitrilo Eat

wm ey EIS
ELP - 20 ciclos ELP -20 ciclos

0 Limpaza: CV Acatonitilo / Limpeza: CV Acetonitrile L

i

Fatencial Aglicada [V

Figura 3.17 Leituras obtidas com a solucéo padréo redox do CV, SWV e EIS, apds eletropolimerizagdo
com 20 ciclos e apds a limpeza com Acetonitrilo por CV.

Pode-se ainda concluir que a limpeza com Acetonitrilo modifica a superficie sensora,
guer seja aplicado por incubacdo quer seja feita por limpeza usando a técnica CV. Tal pode
ser observado por exemplo na Figura 3.15 onde no CV se verifica que houve uma alteracdo
dos picos, estes ficaram mais estreitos e mais definidos, o que implica que tenha havido
remocdo de polimero, uma vez que o sistema se tornou mais reversivel. No EIS pode-se

observar uma reducao significativa da resisténcia, passando de 1904 para 328Q. Além disso,
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no SWV observa-se também um aumento de corrente, de 0,025 para 0,065mA. Este registo
indica que existiu uma maior transferéncia carga no transdutor, o que sugere que o polimero

teré sido destruido. Situacao idéntica se verifica na Figura 3.16 e Figura 3.17.

Etanol

Na Figura 3.18 e Figura 3.19 pode-se observar os resultados obtidos, pela leitura da
solucdo padrdo redox apds se efetuar a eletropolimerizacdo com 5 ciclos e 20 ciclos,
respetivamente. Os resultados representam as 3 Ultimas leituras apés estabilizacdo, para 5
ciclos foram necessarias 6 leituras e para 20 ciclos, 4 leituras. Na Figura 3.18 optou-se por
representar apenas o valor final obtido apds estabilizacdo por eletropolimerizacdo com 5
ciclos, pois ao fim de 6 leituras o polimero ndo estava completamente estavel. Esta ainda
representada a ultima leitura ap0ds estabilizagéo efetuada depois da aplica¢éo do solvente por
incubacéo ao fim de 3h.

Figura 3.18 Leituras obtidas com a solucéo padréo redox do CV, SWV e EIS, apds eletropolimerizagdo
com 5 ciclos e apés a limpeza com Etanol por incubacao durante 3h.

0350 - CV -
ELP - 20 ciclos ELP - 20 ciclos
%90  Limpeza: Incubacéo Limpeza: Incubagéo Etanol

Figura 3.19 Leituras obtidas com a solucéo padréo redox do CV, SWV e EIS, ap6s eletropolimerizacao
com 20 ciclos e apds a limpeza com Etanol por incubagao durante 3h.

Nas figuras acima pode-se novamente observar que se obtém uma boa estabilizagdo
guando se utilizam 20 ciclos (4 leituras) na eletropolimerizagdo. Nos 5 ciclos, foram
necessarias mais leituras para se obter a estabilizagéo (6 leituras). Observa-se no CV um
aumento da corrente e um estreitamento nos picos de oxidag&o-reducdo do Fe. Passou de
+0,018mA (oxidacdo) e -0,085mA (reducdo) para +0,118mA (oxidacdo) e —0,189mA
(reducéo) — aumento da corrente; e a sua posicdo passou de 0,270 (oxidagéo) e 0,076
(reducao) para 0,271V (oxidacéo) e 0,057V (reducao) — estreitamento dos picos. Também se

observa uma reducédo significativa da resisténcia em EIS 1,324KQ para 201Q. Na SWV
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observa-se ainda um aumento da corrente, passou de 0,031mA para 0,095mA. Conclui-se

gque a limpeza com Etanol modifica a superficie do elétrodo.
Acido Oxalico
Nas figuras abaixo estéo representadas as 3 ultimas leituras da solucdo Redox apés
eletropolimerizacao e a leitura da solucdo redox apos de aplicar o solvente. Quando se usam
5 ciclos na eletropolimerizagdo, nem sempre se consegue uma boa estabilizagdo do polimero,
como se pode observar na Figura 3.20. No entanto, pode-se concluir que utilizando 20 ciclos

de eletropolimerizacdo e o 4cido oxdlico como solvente este nao interfere significativamente

na superficie sensora e tal facto pode ser observado na Figura 3.21.

Swv
ELP - 5 ciclos :
Limpeza: Incubagéo Ac Oxalica ©

cv
ELP -5 ciclos
1y - Lmpeza: Incubacio Ac. Oxdllco

Figura 3.20 Leituras obtidas com a solugao padrao redox do CV, SWV e EIS, apos eletropolimerizacao
com 5 ciclos e apés a limpeza com Acido Oxdlico por incubacéo durante 3h.

o ElS swy
ELP - 20 ciclos ELP - 20 ciclos . ELP - 20 ciclos )
Limpaza: Incubagdo Ac. Oxalico Limpeza: Incubacdo Ac. Oxdlico LI Limpeza: Incubagdo Ac. Oxalico

Potencial Aplicarin V)

Figura 3.21 Leituras obtidas com a solugdo padréo redox do CV, SWV e EIS, apo6s eletropolimerizagao
com 20 ciclos e apds a limpeza com Acido Oxalico por incubacao durante 3h.

3.2.6 Estudo da Gama de Concentragédo do Pirrol

Procedeu se ao estudo do efeito da concentracdo de Pirrol para avaliar qual o seu efeito
na condutividade do polimero, utilizando as técnicas de CV, SWV e EIS. Para tal, utilizou-se
4 gamas de concentracdo diferentes: [1,0x102M], [1,0x103M], [1,0x10*M] e [1,0x10°M].

Das 4 concentragfes estudadas, onde se verifica 0 maior efeito na condutividade do
polimero é usando a concentracédo de 1,0x102M de Pirrol, como se pode observar na Figura
3.22. Neste caso, a concentracdo mais elevada de mondémero conduziu a uma maior

modificacdo na superficie sensora, o0 que indica a presenca da formacédo do polimero.
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a0 eV
ELP - 20 ciclos. ELP - 20 ciclos
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Figura 3.22 Comparacao do efeito de diferentes concentra¢cdes de Pirrol na eletropolimerizacao, pelas
leituras obtidas com a solu¢do padrdo redox em CV, SWV e EIS.

3.2.7 Parametros selecionados para a preparacao do NIP

Dos pontos anteriormente descritos, conclui-se que 0s parametros a utilizar na
eletropolimerizagdo séo: gama de potencial [-0,8V a +0,8V], n° de ciclos 20, velocidade de

varrimento de 0,05V/s e a concentracdo do monémero devera ser de 1,0x102M.

3.3 Sintese do MIP
3.3.1 MIP por impressao na superficie

Prepararam-se 3 elétrodos de Carbono (C-SPE) e verificou-se as modificacbes que

foram ocorrendo na superficie em cada fase do processo de preparagéo do MIP.

(12 Fase): Iniciou-se por efetuar uma limpeza por cronoamperometria (-1,7V, 200s) com
a solucéo de KCI, ao C-SPE; Depois fizeram-se as leituras de CV, SWV e EIS da solucéo

padréo redox.

(22 Fase): Incubou-se a proteina IL-6 (2 horas) e depois de lavar com PBS, incubou-se
o Py-COOH (30 min); Ao fim deste tempo, apo6s lavar com PBS, efetuou-se a
eletropolimerizacdo Py [-0,8V a +0,8V; 20 ciclos; 0,050V/s], seguida depois de uma limpeza
com CV usando PBS nas condicdes: [-0,3V a +0,3V; 10 ciclos; 0,050V/s]; Fizeram-se depois
as leituras de CV, SWV e EIS com solug¢ao padréao redox.

(32 Fase): Incubou-se 10 pL de Acido Oxalico (3 horas) e depois de lavar, deixou-se a
incubar uma solugéo de PBS pH=7,0 (30 min). Por fim, efetuaram-se as leituras do CV, SWV

e EIS da solucéo padréo redox.

Na Figura 3.23, Figura 3.24 e Figura 3.25, estas mostram o estudo da estabiliza¢do do

sensor em cada fase de preparacao para obtencédo do MIP.

Desenvolvimento de um biossensor para rapido diagnéstico da doenga de Alzheimer
-40-



Resultados e Discussdo

1] swv
o NIP 3. Leituralnicial WP 3 - Leitura nicial

Figura 3.23 Leituras do CV, SWV e EIS da solucéo padréao redox no C-SPE inicial (sem modificac8es)
apos a limpeza com KCI, no ensaio do MIP 3 (12 fase).
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Figura 3.24 Leituras do CV, SWV e EIS da solugdo padrdo redox no C-SPE, apds incubacdo da
proteina e eletropolimerizac¢éo do Pirrol, no ensaio do MIP 3 (22 fase).
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Figura 3.25 Leituras do CV, SWV e EIS da solugdo padrdao Redox no C-SPE, ap6s remocgdo da
proteina com Acido Oxalico, no ensaio do MIP 3 (32 fase).

Em seguida, efetuou-se uma analise comparativa de cada fase, para se avaliar o efeito
da proteina na superficie sensora. Na Figura 3.26, Figura 3.27 e Figura 3.28 estdo

representados os comportamentos observados em cada um dos 3 MIPs preparados.

EiS Toswy
WP 1 MIP 1

tencial Aplicarn U

Figura 3.26 Leituras do CV, SWYV e EIS da solucdo padréo redox no C-SPE, comparacdo de cada uma
das fases de preparacéo MIP, no ensaio do MIP 1.
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cv # SWV
WP 2 ES MIP 2

MP 2

Figura 3.27 Leituras do CV, SWV e EIS da solucédo padrédo redox no C-SPE, comparacdo de cada uma
das fases de preparacdo MIP, no ensaio do MIP 2.

swv

; Eis
o WP 3

e MP 3

Figura 3.28 Leituras do CV, SWYV e EIS da solucdo padréo redox no C-SPE, comparac¢édo de cada uma
das fases de preparacédo MIP, no ensaio do MIP 3.

Desta analise comparativa, pode-se observar que quase nao se verifica uma diferenca
significativa entre a Fase 2 e a Fase 3, 0 que levou a questionar se a Proteina realmente
incubou na superficie sensora. Assim, preparou-se um novo C-SPE e efetuou-se uma analise
com leituras da solugéo padrao redox, do sensor limpo e apés a incubacao da proteina e nesta
fase ndo se verificou quaisquer alteragdes, o que indica que a proteina ndo se liga diretamente

a superficie do sensor. Essa analise pode ser observada na Figura 3.29.

cv " s swv

o
potenial aplicado (v}

Figura 3.29 Leituras do CV, SWV e EIS da solucado padrdo redox no C-SPE, antes e depois da
Incubacao da proteina IL-6.

Assim, suspendeu-se este método de sintetizar o MIP (em superficie) e optou-se por

preparar o MIP usando o método de polimerizagdo em Bulk, para que os monémeros de Pirrol

interagissem numa fase inicial com a proteina e em seguida se efetuar a eletropolimerizacao.
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3.3.2 MIP por impresséo por polimerizacdo em Bulk (3-D)

Preparou-se 3 elétrodos de Carbono (C-SPE) e verificou-se as modificacdes que foram

ocorrendo na superficie em cada fase do processo de preparacédo do MIP.

(12 Fase): Efetuou-se uma limpeza por cronoamperometria (—1,7V, 200s) com a solucdo
de KClI, ao C-SPE. Fizeram-se depois as leituras do CV, SWV e EIS da solucao padréo redox.

(22 Fase): Preparou-se uma solucdo: 10uL Proteina IL-6 (2ug/mL), com 45uL de Py-
COOH (20ug/mL) e 45uL Py (1,0x102M), e deixou-se repousar por 30min. E em seguida,
incubou-se no C-CPE, 70uL (5min). Efetuou-se depois a eletropolimerizacdo [-0,8V a +0,8V;
20 ciclos; 0,050V/s], seguida de uma limpeza com CV usando PBS nas condicdes: [-0,3V a
+0,3V; 10 ciclos; 0,050V/s]. Fizeram-se depois as leituras do CV, SWV e EIS da solucdo
padréo redox.

(32 Fase):Incubou-se 10uL de Acido Oxalico (3 horas) e depois de lavar, colocou-se a
incubar uma solugéo de PBS pH=7,0 (30min). E no fim, efetuaram-se as leituras do CV, SWV
e EIS da solugéo padréo redox.

Na Figura 3.30, Figura 3.31 e Figura 3.32 pode-se observar o estudo da estabilizagéo

do sensor em cada fase de preparacdo para obtencdo do MIP.

cv SV
WIP 3 - Leituralnicial WIP 3. Leituralnicial

Figura 3.30 Leituras do CV, SWV e EIS da solugéo padrédo redox no C-SPE inicial (sem modificagtes)
apos a limpeza com KCl, no ensaio do MIP 3 (12 fase).

EIS swv
MIP 3-ELPPy MIP 3 -ELP Py

v
MP 3-ELPPY

repesgin?

Figura 3.31 Leituras do CV, SWV e EIS da solugdo padrdo redox no C-SPE, apls a
eletropolimerizagéo da solucao (IL-6 + Py-COOH + Py), no ensaio do MIP 3 (22 fase).
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Figura 3.32 Leituras do CV, SWV e EIS da solugdo padréo redox no C-SPE, apos remogao da proteina
com Acido Oxdlico, no ensaio do MIP 3 (32 fase).

Em seguida, efetuou-se uma analise comparativa de cada fase, para se avaliar o efeito

da proteina na superficie sensora. Na Figura 3.33, Figura 3.34 e Figura 3.35 pode-se observar

0s comportamentos de cada um dos 3 MIPs preparados.

T ER8 swv
0. WP1 ~ MIP 1 MIP 1
/N

S N

Figura 3.33 Leituras do CV, SWYV e EIS da solucdo padréo redox no C-SPE, comparac¢édo de cada uma
das fases de preparacdo MIP, no ensaio do MIP 1
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Figura 3.34 Leituras do CV, SWYV e EIS da solucdo padréo redox no C-SPE, comparacédo de cada uma
das fases de preparacédo MIP, no ensaio do MIP 2.
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Figura 3.35 Leituras do CV, SWYV e EIS da solucdo padréo redox no C-SPE, comparacdo de cada uma
das fases de preparacédo MIP, no ensaio do MIP 3.
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Na Figura 3.34,analisando os graficos verifica-se que a remogédo da proteina promove
um aumento da corrente ou uma diminui¢do, consoante o dispositivo em estudo. Em termos
praticos, este resultado ndo € expectavel, uma vez que para elétrodos iguais o resultado
esperado seria 0 mesmo. A Unica justificacdo que eventualmente se pode encontrar para este
registo reside o facto do ponto isoelétrico da proteina (pl 6,17, [87]) poder estar muito proximo
do valor de pH da solucao tampéao de PBS (pH 6,0). Efetivamente, as biomoléculas de proteina
a um valor de pH inferior ao seu ponto isoelétrico encontram-se protonadas
predominantemente com carga positiva e a pH superior com carga negativa. Ora, quando a
proteina detém uma carga global negativa, ela contribui para repelir a solu¢cdo padrao redox
de ferro, que detém também carga negativa, originando com isso um aumento da resisténcia
a transferéncia de carga. O contrario € também aplicavel, com a proteina a atrair para si 0
padréo redox quando detém carga positiva e a diminuir, com isso, a resisténcia a transferéncia
de carga. Uma vez que o valor de pH da solucao tampéao é préximo ao valor de pH, pequenas
flutuagbes da protonacéo do meio onde se encontra a solu¢do padréo de IL-6 podem causar

respostas opostas do ponto de vista de resisténcia.

Comparativamente aos ensaios em superficie, os registos em bulk sdo inequivocos
relativamente & remocao da proteina da matriz polimérica aquando do seu tratamento com
acido oxdlico. Neste sentido, e nesta fase do trabalho, considerou-se mais adequado

prosseguir os estudos com a polimerizagdo em bulk.

3.3.3 Estudo da reprodutibilidade

Na Figura 3.36 e Figura 3.37 estdo representadas as mesmas leituras efetuadas
anteriormente, neste caso analisando o efeito da aplicacdo das mesmas condigcbes em C-
SPE’s diferentes. De referir que os C-SPE’s das leituras M1 e M3 pertencem ao mesmo lote

e 0 M2 pertence a um lote diferente.

Assim, apés a eletropolimerizacédo, verifica-se que a reacdo € idéntica nos trés
elétrodos, no entanto verifica-se uma maior discrepancia quando se analisa a remoc¢éo da
proteina num dos elétrodos, isto aconteceu porque a estabilizacao apds a remogao com acido
oxalico, ndo foi idéntica nos trés ensaios, para o MIP 3 foi necessario efetuar mais uma leitura
para se obter a estabilizacdo. Durante este trabalho o que se verificou foi que quanto menos
leituras fossem necessdarias a estabilizacdo do MIP em cada uma das fases, melhores

resultados na performance foram obtidos, talvez devido a um menor desgaste do C-SPE.
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Figura 3.36 Leituras do CV, SWV e EIS da solucdo padrdo redox no C-SPE, estudo da
reprodutibilidade de C-SPE’s diferentes apds a eletropolimerizagao.
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Figura 3.37 Leituras do CV, SWV e EIS da solugdo padrdo redox no C-SPE, estudo da
reprodutibilidade de C-SPE'’s diferentes ap6s a remocgao da proteina com acido oxalico.

3.3.4 Curva de calibragao da IL-6

Para avaliar a performance do biossensor determinou-se os parametros da curva de
calibracdo da proteina, o declive e limite inferior de dete¢do. Fez-se ainda o estudo da
seletividade através da curva de calibracdo em soro. Este processo baseia-se na adi¢éo de
diferentes quantidades de 10uL de proteina na superficie do sensor, deixando-se a incubar
por 15min. Entre adi¢cdes é efetuada uma leitura com a solugéo padréo redox. O objetivo é a
observacao da ligacdo da proteina ao polimero nas cavidades produzidas pelo processo
anterior.

As concentracdes das solucbes preparadas em PBS de IL-6 utilizadas estédo

representadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Concentracdo das solugdes preparadas de IL-6

Solugdio Padrdo | IL-6 [ng/mL]
0
0,000020
0,00020
0,0020
0,0200
0,2000
2,0000
20,0000
200,0000
2000,0000

O |NO LN WIN|FL|O
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Foram efetuadas leituras em paralelo com as diferentes solugbes de IL-6 num NIP.

Calculou-se a média e desvio padrdo das trés calibracdes para o MIP e para o NIP e
determinou-se o limite inferior de resposta e o declive das leituras. Os resultados obtidos estdo

representados na Figura 3.38 e na Figura 3.39.
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Figura 3.38 Leituras do, EIS e SWV da solucdo padrédo redox no C-SPE,

concentracdes de IL-6 preparada em PBS em 3MIP’s.

Desenvolvimento de um biossensor para rapido diagnéstico da doenga de Alzheimer

-A7-



Resultados e Discussao

a) b)
@ MIP ® MIP
" 0070 = 0.0013x+0.06
NIP R?=0.6922 NIP
0.065
1.30 . y =-0.0601x+ 1.0601
RZ = 0.9854
1.20 ¢ ‘&" 0.060
.. H
- 3 0.055
E 1.10 ) § i
Q G
= ® S
1.00 ° 0.050 g e
® .
090 0.045 >’
. y = 0.0026x + 0.0463
e R2=0.9723
0.80 y=0.0059x + 0.8575 0:040 e
R =0.2446
0.70 0.035
600 400 200 000 200 400 6000 40002200 000200 400
log[IL&], ng/mL log[IL6], ng/mL

Figura 3.39 Retas de calibracdo obtidas com concentra¢Bes de IL-6 preparadas em PBS para MIP e
NIP, pelas técnicas EIS (a) e SWV (b).

3.3.5 Testes em soro

As concentracdes das solugdes preparadas em soro de IL-6 utilizadas foram as mesmas
gue as preparadas para a calibragdo em PBS (ver Tabela 3.1.).

Foram ainda efetuadas leituras em paralelo com as diferentes solugfes de IL-6 num
NIP. Os resultados obtidos para a calibracdo do NIP e MIP com concentracdes de IL-6
preparadas em soro estdo representados na Figura 3.40 e Figura 3.41.
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Figura 3.40 Leituras do, EIS e SWV da solucdo padrdo redox no C-SPE, adicdo de diferentes
concentracdes de IL-6 preparada em soro no MIP’s.
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Figura 3.41 Retas de calibracdo obtidas com concentraces de IL-6 preparadas em soro para MIP e
NIP, pelas técnicas EIS (a) e SWV (b).

3.4 Caraterizacédo dos Materiais
3.4.1 Espetroscopia de Raman

A espectroscopia Raman € uma técnica de alta resolu¢éo que permite obter informagéo
gquimica e estrutural de um material, composto organico ou inorganico permitindo assim sua

identificacao.

O espectro obtido por Raman apresenta 3 picos distintos, o primeiro corresponde a
banda D, que representa a desordem estrutural dos materiais, 0 segundo corresponde a
banda G, que representa as ligagdes de Carbono (C=C) e finalmente o terceiro corresponde

a banda 2D que constitui um prolongamento da banda G a frequéncias mais altas.

A Figura 3.42 mostra os espectros obtidos por espetroscopia Raman realizada na

superficie dos elétrodos e os valores obtidos encontram-se na Tabela 3.2.
C-SPE - Elétrodo inicial sem tratamento
MIP — MIP (Bulk) apés a remocao da proteina IL-6 com o solvente acido oxalico
MIP —P — MIP apés calibracdo (adi¢cdes de proteina IL-6)

NIP — Elétrodo obtido apds a limpeza com &cido oxalico (neste ndo houve a introdugéo

da Proteina IL-6 em nenhuma das fases)
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Tabela 3.2: Valores obtidos por espetroscopia Raman na superficie de diferentes C-SPE em

Raman Intensity (cps)

diferentes fases de estudo.

G D IG/ID
Posicdo do Pico| 1590,4 | 1351,3

C-SPE _ 1,04
Altura do Pico | 24,73 |239,556
Posicdo do Pico| 1588,6 | 1355,1

MIP _ 1,11
Altura do Pico | 375,37 | 337,38
Posicdo do Pico | 1588,66 | 1355,15

MIP-P . 1,14
Altura do Pico | 397,77 | 349,59
Posicdo do Pico| 1588,6 | 1351,3

NIP _ 1,09
Altura do Pico |366,038| 335,27

3000 2800

2600 2400 2200 2000 1800
Raman shift (cm-1)

Figura 3.42 Espetro de Raman da superficie dos C-SPE’s em diferentes fases de estudo.

1600 1400

Comparando as razdes dos picos IG/ID pode-se concluir que esta aumenta com o

namero de alterac¢des introduzidas. O MIP tem um IG/ID superior ao da grafite (C-SPE) devido

as ligagbes saturadas (C=C), uma vez que a estrutura € um polimero, tendo formando uma

superficie mais cristalina e menos amorfa. O MIP e o NIP apresentam valores proximaos, o que

€ espectavel pois a matriz polimérica € a mesma. No entanto, no MIP s&o introduzidos defeitos

estruturais na superficie devido a presenca de cavidades promovidas pela remocdo da

proteina o que leva a um ligeiro aumento da razdo IG/ID. J& o MIP-P tem um valor maior (1,14)

gue o MIP, devido a presenca da proteina na matriz polimérica.
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4 Conclusao

O presente trabalho descreve o desenvolvimento de um dispositivo analitico com
integracdo de técnicas eletroquimicas e impressdo molecular de proteinas. O analito em
estudo foi um biomarcador associado a neuro-inflamacéo, a proteina IL-6, que podera ser um
indicio da presenca da doenca de Alzheimer, quando associado a outros sintomas. O material
sensor foi sintetizado por eletropolimerizacdo com o mondémero Py e com a proteina, IL-6 no
seio da mistura reacional (polimerizag@o em bulk). A remocéao da proteina deu-se por clivagem

acida dando origem aos locais impressos.

No estudo da polimerizacdo verificou-se que as melhores condicbes para a
eletropolimerizacdo do Py foi usando uma gama de potencial de [-0,8V a +0,8V], 20 ciclos e
uma velocidade de varrimento de 0,050V/s. A concentracdo do monomero também é

importante e foi otimizado o seu valor para 1,0x102M.

Para o desenvolvimento do MIP, foi estudado um solvente que nao alterasse a superficie
do polimero e o escolhido foi o Acido Oxalico. Na sintese do MIP o método adotado foi por
impressdo em bulk uma vez que sdo mais visiveis os efeitos do solvente na remocao da

proteina.

De uma forma geral, o sensor demonstrou boas caracteristicas operacionais em termos
de limite de detecado (na ordem dos pg por mL em IL-6), reprodutibilidade, tempo de resposta
(com maximo tempo de incubagéo de 15 minutos) e seletividade. A adsorcédo da proteina IL-
6 sobre uma superficie condutora foi observada com sucesso, com limites de resposta entre
0,02 pg/mL e 2,0 pug/mL, uma gama que inclui os valores fisioldgicos (num individuo saudavel

o valor ronda os 1,6 pg/mL e num individuo com neuro-inflamagéo os 2,3 pg/mL).

Estes materiais biomiméticos sdo muito mais estaveis e robustos quando comparados
com os tradicionais imunosensores e métodos ELISA. Em geral, o biossensor apresentado
aqui mostrou simplicidade na concecéo, tempo de medigéo curto, reutilizacéo, alta preciséo,
baixo limite de detecéo e boa seletividade. Esta nova promissora abordagem abre horizontes
para o rapido diagnostico de biomarcadores associados a DA ou a outro tipo de doengas nos

locais de cuidado.

Assim, tendo em conta uma perspetiva futura, seria importante realizar testes em
amostras reais. Tal como, efetuar a comparacéo deste método com outro método validado,

como por exemplo o ELISA.
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Para este trabalho seria importante reavaliar a impressao do MIP em superficie e avaliar

também o efeito do acompanhamento por CV e SWV ao longo da construcdo do biossensor.
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