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REsSumMO

Resumo

No presente trabalho foi desenvolvido um sistema de imunodetecdo, baseado num biossensor
capacitivo que integra um par de microelétrodos interdigitais (transdutor). A superficie dos
microeléctrodos testaram-se dois tipos de matrizes de suporte diferentes para imobilizacdo de
anticorpos — membrana comercial de Fluoreto de Polivinilideno (PVDF) e camada de nanoparticulas
de Oxido de Zinco (nanobastonetes de ZnO). O objetivo da utilizacdo destas matrizes especificas foi
maximizar a distribuicdo dos anticorpos detetores ao longo da regido de interacdo do campo elétrico
criado pelo transdutor. A abordagem inovadora deste trabalho (maximizar a distribuicdo dos
anticorpos através da utilizacdo de matrizes de suporte sobre o transdutor) pretende ser uma alternativa

simples e econémica a utilizacdo de nanoelétrodos, mais dispendiosos e de fabrico complexo.

As membranas de PVDF foram alvo de estudo sobre a influéncia de um pré-tratamento com alcool na
capacidade de difusdo dos antigénios na membrana, bem como do processo de bloqueamento da
membrana com Albumina do soro bovino e leite magro em p6é — habitualmente usados em
imunoensaios para aumentar a especificidade de ligacdo do antigénio ao anticorpo. A deposicdo da
camada de nanobastonetes de ZnO foi realizada durante quatro intervalos de tempo diferentes (1,5, 3,
5 e 7 horas), de forma a selecionar as condi¢cBes para maior revestimento da area superficial do

transdutor.

Como modelos representativos das interacdes anticorpo/antigénio foram utilizados dois sistemas
distintos: anticorpo anti-PfHsp70 e respetivo antigénio PfHsp70 (Plasmodium falciparum Heat Shock
Protein 70); anticorpo anti-HRP e respetivo antigénio HRP (Peroxidase de Rabano).

Cada sensor foi analisado por Espectroscopia de Impedancia (de 40 Hz a 110 MHz), de forma a
detetar alteracGes de capacidade e impedancia resultantes da interacdo anticorpo/antigénio. Os
sensores com membrana de PVDF registaram variacdes de capacidade baixas (inferiores a 1 pF), mas
foram capazes na sua maioria de distinguir entre solugdes sem e com antigénio. Nos sensores com
nanobastonetes de ZnO, a presenca do antigénio HRP produziu um sinal distinto em relagdo aos
controlos negativos (solugdo tampéo e antigénio ndo-especifico). Em todos os sensores (com PVDF e
Zn0), a maior variacdo da capacidade na presenca do antigénio foi observada entre 1 e 10 kHz,
sugerindo que este intervalo de frequéncias é ideal para imunodetecdo por Espectroscopia de

Impedéncia.

Palavras-chave: biossensores capacitivos, microelétrodos interdigitais, Espectroscopia de Impedancia,

membranas de PVVDF, nanobastonetes de ZnO, imunodetecdo.
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ABSTRACT

Abstract

The aim of the present work consisted in developing a system for immunodetection based on a
capacitive biosensor with interdigitated microelectrodes (transducer). Two different types of 3-
dimensional matrixes for the immobilization of antibodies were tested on the microelectrodes’ surface
— Polyvinylidene Fluoride (PVDF) commercial membrane and a layer of Zinc Oxide nanoparticles
(Zn0O nanorods). The objective of these matrixes was to maximize the distribution of probes across the
measuring zone probed by the electric field created with the transducer. This new approach of
combining matrixes with microelectrodes in order to maximize the probes distribution aims to be a
simple and economic alternative to the use of more expensive nanoelectrodes with complex

manufacture.

Three technical aspects regarding the PVDF membranes were studied: the influence of the membrane
pretreatment with alcohol on the penetration capability of the antigen solution across the matrix; the
antibody and antigen diffusion across the matrix; the membrane blocking process with bovine serum
Albumin (BSA) and non-fat milk — usually used in immunoassays for a more specific binding of
antigen to antibody. The ZnO nanorods layer coating was performed during four different time
windows (1.5, 3, 5 and 7 hours) in order to choose the condition that allowed the best coating area.

Two distinct systems were applied as representative models for the antibody/antigen binding event:
antibody anti-PfHsp70 and its antigen PfHsp70 (Plasmodium falciparum Heat Shock Protein 70);
antibody anti-HRP and its antigen HRP (Horse Radish Peroxidase).

Each sensor was analyzed by Impedance Spectroscopy (from 40 Hz to 110 MHz), in order to detect
changes in capacity or impedance as a direct result of antibody/antigen binding event. The sensors
with PVDF membranes registered small capacity changes (lower than 1 pF), but most of them were
able to distinguish between solutions with and without the antigen. The sensors with ZnO nanorods the
presence of the HRP antigen produced a distinct signal from the negative controls (buffer solution and
non-specific analite). In all the sensors — both PVDF and ZnO — the major capacity change caused by
the antigen’s presence was observed between 1 and 10 kHZ, suggesting that this frequency range is

suitable for imunodetection by Impedance Spectroscopy.

Keywords: capacitive biosensors, interdigitated microelectrodes, impedance spectroscopy, PVDF

membranes, ZnO nanorods, immunodetection.
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1  Introducéo
1.1  Objetivos do trabalho

O objetivo principal deste trabalho consistiu no desenvolvimento de um sistema de imunodetecéo,
baseado num biossensor capacitivo que integra um transdutor com um par de microelétrodos
interdigitais. Como modelos representativos das interacdes anticorpo/antigénio foram utilizados: a)
anticorpo monoclonal anti-PfHsp70 e o respetivo antigénio PfHsp70 (marcador molecular de
Plasmodium falciparum (Pf), agente etiol6gico da malaria); b) anticorpo policlonal anti-Peroxidase de
Rabano (HRP) e o respetivo antigénio HRP. De forma a maximizar a distribuicdo das biomoléculas ao
longo da zona de interacdo do campo elétrico criado pelo transdutor, foram analisadas duas
alternativas de matriz de suporte a imobilizacdo (camada sensivel): a) membrana comercial
Immobilon-P de Fluoreto de Polivinilideno (PVDF) colada sobre o transdutor; b) camada de
nanoparticulas de Oxido de Zinco sintetizada & superficie do transdutor.

A membrana de PVDF foi alvo de estudo sobre o efeito do pré-tratamento com alcool na penetracdo
das solugdes através da matriz, sobre a capacidade de difusdo das biomoléculas, bem como do
processo de bloqueio. Para a camada de nanoparticulas de Oxido de Zinco estudou-se o tempo de
sintese (1,5, 3, 5 e 7 horas), de forma a selecionar a condi¢do que produzisse a melhor camada a
superficie do transdutor.

Cada sensor foi caraterizado por Espectroscopia de Impedancia num intervalo de frequéncia de 40 Hz
a 110 MHz, de forma a detetar alteracGes na capacidade e impedancia do sistema resultantes das

interacOes anticorpo/antigénio.

1.2  Biossensores — Conceitos gerais

A criacdo do conceito de um biossensor data de 1962 e foi atribuida a Leland C. Clark Jr. O
dispositivo proposto por Clark consistia num elétrodo de Oxigénio com uma membrana interior
semipermeéavel a Oxigénio e uma membrana de didlise acoplada, contendo a enzima Oxidase da
Glucose. O aparelho era capaz de determinar a concentracdo de Glucose presente numa amostra,
através da diminuicdo proporcional da concentracdo de Oxigénio medida durante a oxidacdo da B-D-

Glucose?.

O sensor de glucose construido por Clark foi a base de inimeras variac@es de sensores posteriores. Em
1975 foi lancado comercialmente o primeiro sensor de Glucose amperométrico, baseado no modelo de

Clark, cujo alvo de detecéo era o Peroxido de Hidrogénio formado ap6s oxidagéo da B-D-Glucose?.
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Um biossensor é descrito como um aparelho analitico que integra um elemento biolégico e um
elemento transdutor fisico-quimico e que produz um sinal elétrico proporcional a presenca e/ou
concentragdo de um ou mdltiplos analitos existentes numa amostra™*®. E portanto um dispositivo
capaz de detetar analitos recorrendo a interagdes mediadas pelo elemento bioldgico, convertendo a sua
presenca num sinal elétrico mensuravel e quantificavel. Em termos de vantagens que o caracterizem,
um biossensor deve ser um dispositivo de fécil utilizagdo, autdnomo, pouco dispendioso (geralmente
biossensores comerciais), rapido a fornecer informacao, robusto, sensivel e preciso, que necessita de
um pequeno volume de amostra e que, na maioria das vezes, pode ser reutilizavel*®. Desde a sua
génese, 0s biossensores tém tido grande aplicacdo nos campos da medicina, controlo de processos

farmacol6gicos, seguranca alimentar e monitorizacio ambiental*®.

Um sistema completo de medida com um biossensor integra normalmente trés componentes
principais: um elemento biol6gico (biorrecetor), um elemento transdutor e um sistema de aquisi¢do de
dados'*. O biossensor pode ainda ter associado um componente de preparagio da amostra, tal como
um sistema de filtragdo composto por membranas (ex.: sensor de Glucose moderno)?®. O biorrecetor
responsavel pela detecdo do analito, pode ser constituido por uma variedade de agentes bioldgicos, tais
como, microrganismos, proteinas, acidos nucleicos, ou por agentes que mimetizam propriedades
bioldgicas de catalise ou afinidade (ex.: moléculas sintéticas)™*. Da interagio entre o biorrecetor e o
analito resulta uma modificagdo fisico-quimica do meio (ex.: aumento de massa, alteracdo de cor,
alteracdo de potencial, variacdo de temperatura) que é medida e transformada pelo transdutor num
sinal elétrico*®. Por Gltimo, o sinal elétrico produzido é convertido e apresentado pelo sistema de
aquisicéo de dados num formato capaz de ser analisado e interpretado®®. Na Figura 1.1 encontra-se um

esquema geral de um biossensor.

Biorrecetor Transdutor

Sistema digital de

G aquisi¢do de dados
° 4
© Sinal "
9 \_> Elétrico \ L
o
\O
o

Figura 1.1 — Esquema geral de um biossensor. O analito (losango vermelho) € reconhecido pelo biorrecetor (Y
verde). Interacdo resultante é transformada num sinal elétrico pelo transdutor e registado pelo sistema digital de
aquisicdo de dados.
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1.2.1 Reconhecimento

O elemento bioldgico é responsavel pela especificidade e sensibilidade do biossensor®. A escolha do
biorrecetor deve ter em conta o analito a detetar, bem como a sua concentracdo, a natureza da amostra
(ex.: gota de sangue, gas, tecido) e o tipo de medicdo a efetuar'. Consoante a natureza do elemento
biolégico incorporado, o0s biossensores podem ser classificados em dois grupos -
cataliticos/metabolicos ou de afinidade®,

Os biossensores cataliticos tém como elementos bioldgicos enzimas, organelos, tecidos e
microrganismos e servem-se dos produtos gerados durante a atividade metabdlica (metabolitos ou
calor), quando na presenca da molécula-alvo, como intermediarios no processo de deteccdo®. O sinal
produzido é proporcional a concentracdo dos produtos formados ou ao calor libertado, durante a
atividade metabdlica.

No caso dos biossensores de afinidade a detegdo é feita atraves da ligagdo especifica do analito ao
elemento bioldgico, sem producdo de metabolitos. Estes sensores baseiam-se na afinidade entre
anticorpo-antigenio, hibridacdo entre cadeias de DNA complementares e recetores celulares (ex.:
afinidade entre neurorrecetores e neurotransmissores)®. Neste tipo de biossensor, as interacdes ndo-
especificas devem ser minimizadas tanto quanto possivel de forma a garantir que o sinal produzido

seja exclusivamente proporcional & ligagdo dos analitos as biomoléculas imobilizadas no sensor®.

1.2.2 Transdugéo

O transdutor € o elemento do biossensor responsavel pela transformacéo do sinal biolégico num sinal
elétrico, que por sua vez pode ser amplificado, medido, registado e analisado. A escolha do tipo de
elemento transdutor integrado no dispositivo deve ter em conta a natureza do sinal biol6gico e o tipo
de medicdo que se pretende efetuar (por exemplo, utilizagdo de um sistema de elétrodos para medir a
alteracéo de potencial resultante da oxidac&o ou reducéo de um substrato enzimatico)'. O biossensor

também pode ser classificado de acordo com o tipo de transdutor aplicado:

e Calorimétrico — mede variacdes de calor provocadas por reacdes exotérmicas desencadeadas
pela interacdo entre o elemento bioldgico e o analito. A variagdo da entalpia do sistema é

proporcional & concentragdo do analito presente®.

e Otico — mede a alteracdo de propriedades (ex.: amplitude, energia, polarizagdo, fase) da luz
emitida pelo dispositivo, resultante da interacdo entre o biorrecetor e o analito. O principio de
detecdo pode basear-se em colorimetria (alteragdo de cor da amostra), interferometria

(diferenga de fase entre ondas que atravessam a amostra), luminescéncia e fluorescéncia. Os
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transdutores 6ticos oferecem inimeras possibilidades de biossensores, uma vez que podem ser

usados virtualmente em todos os tipos de espectroscopia Gtica>>’.

e Baseado em massa — mede pequenas alteracbes de massa utilizando transdutores
piezoelétricos de onda acustica. O elemento transdutor ressoa a uma determinada frequéncia
por aplicagdo de um sinal elétrico. Quando o elemento bioldgico localizado a superficie do
transdutor se liga ao analito, ocorre um aumento da massa do sistema, resultando numa

diminuicao proporcional da frequéncia de ressonancia®’.

e Eletroquimico — mede o sinal eletroquimico produzido pela interacdo bioquimica do elemento
bioldgico e analito. A reacdo bioquimica resultante produz ou consome espécies eletroativas
(iGes ou eletrdes), alterando as propriedades eletroquimicas da amostra que sdo detetadas pelo
biossensor. Consoante a propriedade analisada, o sensor pode ser classificado como
potenciométrico (deteta alteragdo do potencial da amostra), amperométrico (mede a corrente
gerada entre dois elétrodos por determinado potencial), condutimétrico ou impedimétrico

(mede alteragdes de condutividade ou de impedancia elétrica da amostra, respetivamente)®®.

1.2.3 Imobilizacéo

Para que o biossensor se mantenha funcional durante o seu tempo de vida € necessario que o elemento
bioldgico esteja protegido e ligado de forma eficaz ao dispositivo. Devido a sua natureza, o biorrecetor
é um elemento fragil, suscetivel de degradacdo ou inativacdo causadas por alteracbes de pH,
temperatura ou pela presenca de outras espécies reativas®. A imobilizagdo do elemento biolégico numa
matriz estavel pode prolongar o tempo de vida operacional e aumentar a termoestabilidade do

biorrecetor®.

A escolha do suporte de imobilizagdo deve ser feita tendo em conta a natureza do elemento biologico,
0 tipo de medicgdo a realizar, as condi¢cdes do meio em que o dispositivo serd utilizado e ainda a

natureza da amostra.

Os processos de imobilizacdo de biomoléculas em suportes sdo variados, mas podem dividir-se
geralmente em métodos fisicos e quimicos. Os métodos fisicos (ex.: adsor¢do, encapsulacéo,
imobilizacdo em matrizes) sdo simples, mas a interacdo entre o suporte e a biomolécula é fraca,
podendo resultar na perda do elemento bioldgico. Os métodos quimicos sdo mais complexos,
requerendo muitas vezes o uso de solventes adicionais. No entanto, em comparagdo com 0s métodos
fisicos, a forca da interacdo entre o biorrecetor e o suporte é superior, tratando-se muitas vezes de
ligacBes covalentes (ex.: reticulagdo ou cross-linking)®. Os processos de imobilizacdo mais utilizados

na construcdo de biossensores sdo®:
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e Adsorcdo fisica — a ligacdo das biomoléculas a superficie do sensor resulta da combinacéo de
forcas Van der Waals, hidrofébicas, ionicas e pontes de hidrogénio. O método € bastante
simples, no entanto, as biomoléculas ndo estdo ligadas fortemente ao sensor, podendo libertar-
se com alguma facilidade.

o Imobilizacdo covalente sobre a superficie — a superficie do sensor é modificada de forma a
apresentar grupos funcionais onde as biomoléculas se podem ligar. O método produz uma
distribuicdlo e densidade homogénea das biomoléculas, bem como uma maior
reprodutibilidade e homogeneidade da superficie do sensor. Pode também reduzir ou até
mesmo eliminar situacGes de instabilidade, difusdo ou agregacgdo das biomoléculas.

e Imobilizacdo dentro de matrizes — as biomoléculas sdo imobilizadas no interior de matrizes
porosas poliméricas, geralmente de poliacrilamida, amido, alginato, silica gel, cloreto polivinil,
acetato de celulose. Este método apresenta a desvantagem de as biomoléculas poderem
escapar da membrana durante a utilizagdo do sensor, diminuindo a sensibilidade.

e Reticulagdo entre moléculas — consiste na ligacdo intermolecular por reticulagdo de
biomoléculas com reagentes bi ou multifuncionais. Este método cria vérias camadas de
material que podem diminuir a atividade dos elementos biolégicos, bem como dificultar os
processos de difusdo, podendo representar um entrave ao bom funcionamento do sensor.

e Encapsulagdo — as biomoléculas s&o revestidas por uma membrana, formando uma matriz de
encapsulacéo porosa, que facilita o processo de ligagdo ao sensor. A matriz protege o material
bioldgico das condigdes fisioldgicas externas. No entanto, o método apresenta limitagcdes em
termos difusionais para o interior da matriz e na reprodutibilidade em termos da dimenséo da

capsula.

Como suportes de imobilizagdo tém sido utilizados suportes solidos, membranas de diélise, lipossomas,
fibras ocas, microcapsulas, géis, superficies automontaveis, matrizes de Silica-gel, materiais

poliméricos (ex.: Quitosano) e nanomateriais® ™.

1.3  Biossensor capacitivo interdigital
1.3.1 Conceitos gerais

O biossensor capacitivo interdigital consiste num dispositivo que integra um elemento biol6gico
imobilizado sobre um sistema de dois elétrodos planares. O dispositivo mede alteragdes nas
propriedades dielétricas do meio (junto & superficie dos elétrodos) como resultado da interacao entre o

biorrecetor e o analito® ™,
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Um biossensor capacitivo interdigital comum é composto por um substrato (suporte) inerte (nédo
condutor), uma camada sensivel (finita), resultante da imobilizacdo de um elemento de
reconhecimento bioldgico & superficie do transdutor, e uma camada de ar (infinita)*®. A superficie do
substrato (geralmente um suporte de vidro) sdo depositados os elétrodos (realizados com metais
condutores, constituidos geralmente por Paladio, Titanio, Platina ou Ouro) numa configura¢éo planar
gue se assemelha a dedos entremeados, da qual resulta a designacdo interdigital. Esta configuracdo
permite um espagamento muito proximo entre dois “dedos” adjacentes, sendo 0 espago vazio entre
eles preenchido por um material dielétrico (ndo condutor)***2. Na Figura 1.2 esta representado um

esquema geral de um biossensor capacitivo interdigital.

(@) (b) Elétrodos

Linhas do
campo elétrico

e

/ Biorrecetor

Elétrodo
Interdigital

Isolante
(chelétrico)

Substrato — T —

Substrato

Figura 1.2 — (a) Esquema geral de um biossensor capacitivo interdigital e (b) representacdo da configuragdo
interdigital dos elétrodos.

O elemento de reconhecimento bioldgico é imobilizado sobre o material dielétrico ou diretamente
neste. Quando ocorre uma alteragdo no material dielétrico, resultante de uma reacdo bioquimica ou de
um fendmeno de ligagdo entre biorrecetor e analito (ex.: complementaridade entre cadeias de acidos
nucleicos, interacBes anticorpo/antigénio, neurorrecetor/neurotransmissor), as propriedades dielétricas
do meio entre os elétrodos variam, provocando uma alteracdo da capacidade do sistema'’. A
capacidade é definida como a aptiddo do sistema para armazenar carga elétrica. Na sua forma mais
simples a capacidade é descrita como 0 quociente entre a carga (Q) armazenada sobre a tensdo (V)
aplicada (ver Equacdo 1). O dispositivo que possui capacidade € um condensador e consiste em duas
placas de metais condutores separadas por um meio isolante (dielétrico). Desta forma, os biossensores
capacitivos interdigitais comportam-se como um condensador de placas paralelas (ver Figura 1.3)™*.

A capacidade de um condensador de placas paralelas é dada pela Equacéo 2.

C = (1)

<1
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Terminal de conexio

Placa cartegada
positivamente
Isolante (dielétrico)

Flaca carregada

negativamente . o
Linha do campo elétrico

Figura 1.3 — Condensador de placas paralelas constituido por duas placas de um metal condutor separadas por
um meio dielétrico (ndo condutor).
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onde ¢ ¢ a constante dielétrica do meio entre as placas, & € a permitividade do vécuo (8,85419 pF/m),

A e d sdo a area das placas e distancia entre elas, respetivamente.

Em meados da década de 80 foi publicado o primeiro artigo referente a um sensor de afinidade com
um transdutor capacitivo. A medic&o era feita em meio liquido e o principio de detecdo consistia em
observar alteracfes nas propriedades dielétricas, distribuicdo de carga e conformacionais resultantes da
formagédo do complexo anticorpo/antigénio a superficie de um microelétrodo interdigital***°. Apesar
da inovacdo, 0s primeiros sensores capacitivos interdigitais apresentavam uma grande lacuna, pois as
variacBes das propriedades dielétricas registadas eram pequenas®. O problema residia no facto de a
regido de distribuicdo do campo elétrico (ordem dos um) ser muito superior a camada sensitiva criada
pela imobilizacdo do biorrecetor & superficie do elétrodo (1 a 100 nm no caso de proteinas
imobilizadas; até 200 nm no caso de cadeias de acidos nucleicos). A camada sensivel representava
uma pequena fragdo do sinal captado pelo campo elétrico, sendo que a maioria do sinal era composto
por ruido provocado pela movimentacdo de cargas provenientes da solugdo, mascarando assim as
interacdes que ocorriam diretamente & superficie do microelétrodo™. Uma forma de resolver este
problema consiste no desenvolvimento de elétrodos interdigitais a nanoescala. Neste tipo de elétrodos,
a regido de distribuicdo do campo elétrico (ordem dos nm) é reduzida para cobrir quase
exclusivamente a camada sensivel a superficie do elétrodo, minimizando a influéncia do ruido de
fundo provocado pela solucdo. Como consequéncia, 0s biossensores capacitivos interdigitais

constituidos por nanoelétrodos apresentam maior sensibilidade face aos sensores com microelétrodos™.
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Os biossensores capacitivos interdigitais tém atraido atengdo na &rea da quimica eletroanalitica nos

altimos

a)

b)

d)

1.3.2

anos devido as suas caracteristicas e vantagens em termos de aplicagdes praticas™*>*:

O método de detecdo ndo requer a utilizacdo de sondas marcadas, como por exemplo, cadeias
de oligonucledtidos marcadas com fluoréforo, sendo suficientemente sensivel para detetar
alteragdes conformacionais resultantes da interacdo entre o elemento de reconhecimento e o
analito. Os sensores apresentam-se como um sistema de facil utilizacdo capaz de efetuar
medicdes diretas.

A configuracéo interdigital planar aplicada resulta numa maior area superficial dos elétrodos,
bem como numa camada sensorial maior. Esta geometria permite, portanto, uma maior
sensibilidade para alteracfes que ocorram a superficie dos elétrodos quando comparado com o
modelo convencional de detecdo de variacdes a superficie de um Unico elétrodo de trabalho.

A escala reduzida dos elétrodos interdigitais (200 nm a 50 um) permite maior portabilidade
em comparagdo com os elétrodos convencionais e a utilizagdo de pequenos volumes de
reagentes e amostra.

A configuracgdo interdigital dos elétrodos apresenta uma vantagem adicional face ao modelo
da célula eletroquimica convencional (trés elétrodos: referéncia, trabalho e secundario), uma

vez que ndo necessita de um terceiro elétrodo.

Espectroscopia de Impedancia

A Espectroscopia de Impedancia (EI) é um método de analise que caracteriza a impedancia de um

sistema,

sendo sensivel a fendmenos de superficie e de alteracdes das propriedades dielétricas do meio.

Por estas razoes, a El é uma técnica muito interessante na area dos bhiossensores como método de

detecdo

da ligacdo entre o elemento de reconhecimento bioldgico do sensor e o analito™*’,

A impedancia de um sistema é determinada através do registo da corrente em resposta a aplicacdo de

uma ten

séo sinusoidal de baixa amplitude (geralmente 5-250 mV). Com esta relagéo, a impedancia (2)

pode ser definida como o quociente entre a tensdo aplicada (V) e a corrente gerada (1) em funcéo do

tempo (t)11,12,17:
Yo

Z = B 3)

V(t) = Vysin (2rft) (@)

10
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I(t) = Iysin (2nft + @) (5)

A impedancia € um valor complexo, uma vez que a tensdo e a corrente podem variar tanto em
amplitude como em fase. A impedancia pode ser expressa pelo seu médulo (|Z]) e angulo do desvio de

fase () ou pela sua parte imaginaria (Z,) e parte real (Zg.) (ver Figura 1.4)**%

|Z] = 1/ZRe2 + ZIm2 (6)

180arctan?Tm
— e
@ = 2 ke ™
ctané
Zpe = 2nfC2+Ctans? (8)
C
Zim = 2nfC2+Ctand? (9)

onde f é a frequéncia (Hz); @ é o angulo do desvio de fase (°) entre a tensdo V(t) (V) e a corrente I(t)
(A); |Z|, Zre © Zin sd@0 respetivamente o mddulo, componente real e componente imaginaria da

impedancia (Q2); C ¢ a capacidade (F); tand € a tangente de perdas.

z A (b)

ZR

Figura 1.4 — (a) Onda sinusoidal da tenséo (V) e corrente (1) em funcdo do tempo (t), com desvio de fase ®@. (b)
Grafico Nyquist onde esta expresso 0 modulo da impedancia |Z|, o angulo desvio de fase ® e a componente real
(eixo das abcissas) e imaginaria (eixo das ordenadas) da impedancia. Figura adaptada®’.
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Uma caracteristica importante da El e da qual resulta a sua classificacdo de método de espectroscopia
é que permite obter informacdo sobre a impedancia do sistema num largo espectro de frequéncias
(desde uHz até MHz), uma vez que a tensdo e a corrente sdo dependentes da frequéncia, como se pode
verificar nas EquacBes 4 e 5. Esta caracteristica € uma vantagem quando o sistema em estudo nédo é
conhecido e permite a caracterizacdo de superficies, camadas, membranas e de sistemas de troca e

difusdo de analitos**'.

Para se obter uma correta caraterizacdo da impedancia do sistema em estudo é necessario observar as

seguintes condicdes':

e A resposta do sistema deve estar relacionada exclusivamente com o sinal de perturbacéo
aplicado, sendo para isso necessario assegurar que os estimulos externos (ex.: flutuacGes de
temperatura e humidade) se mantém constantes, ndo influenciando a medida.

e O sistema deve reagir linearmente com o sinal de perturbacéo, pelo que a impedéncia deve ser
independente da amplitude da tenséo aplicada.

e O sistema deve permanecer estdvel durante a realizagdo da medi¢do e ndo deve sofrer
alteracdes provocadas pela aplicacdo da perturbacéo.

e A impedancia deve ser uma fungdo continua e finita no intervalo de frequéncia aplicado na

medicao.

Para além da caraterizacdo do sistema, a EI permite recolher informacao com fins analiticos. Quando
ocorre uma alteracdo no sistema provocada pela presenca do analito, os elementos constituintes da
impedéncia (capacidade ou resisténcia) variam. A variacdo total da impedancia pode entdo ser
correlacionada com uma alteragdo de concentracdo no meio ou com um evento de ligagdo entre um
biorrecetor e o respetivo analito. Pode ainda efetuar-se uma medida mais simples, por determinacdo da
impedancia num pequeno intervalo de frequéncias ou apenas numa frequéncia especifica onde as

alteracdes forem mais acentuadas'®*.

1.4  Anticorpos — Elemento de biorreconhecimento

Os anticorpos sdo glicoproteinas produzidas por células B do sistema imunitério, caracteristico dos
animais vertebrados. Os anticorpos sdo responsaveis pela detecdo e inativacdo de agentes invasores
externos (patogénicos) ao organismo, desencadeando uma resposta imunitaria. Coletivamente
designam-se por imunoglobulinas (lg) e representam cerca de 20% das proteinas totais presente no
plasma. Os agentes patogénicos (ex.: macromoléculas, virus, bactérias, eucariontes unicelulares) que
desencadeiam uma resposta imunitaria, tendo por isso um anticorpo associado, designam-se por

antigénios. A regido de um antigénio que € reconhecida pelo anticorpo denomina-se determinante

12
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antigénico ou epitopo. Os anticorpos sdo capazes de distinguir antigénios bastante semelhantes, como

por exemplo, duas proteinas que diferem entre si num Gnico aminoacido ou mesmo dois isémeros'®,

Estruturalmente os anticorpos sdo macromoléculas em forma de Y com dois locais de ligacdo de
antigénio nas regides N-terminais (ver Figura 1.5). A estrutura basica de um anticorpo é composta por
quatro cadeias polipeptidicas: duas cadeias idénticas leves (cadeias L) e duas cadeias idénticas pesadas
(cadeias H). As cadeias L s&o constituidas por cerca de 220 aminoacidos, enquanto as cadeias H sdo
constituidas por 440 aminoacidos. As quatro cadeias estdo ligadas entre si por uma combinacdo de
ligacbes ndo-covalentes e pontes dissulfureto. Cada local de ligacdo de antigénio é constituido por
uma cadeia L e H (ver Figura 1.5). A regido flexivel permite que a distancia entre os dois locais de

ligag4o varie, aumentando a eficiéncia da ligacdo de antigénios ao anticorpo™.

Regido
flexivel

Local de
ligagéo do

2 e CadeiaL
antigenio

Figura 1.5 — Estrutura geral de um anticorpo. Figura adaptada®.

Nos mamiferos existem cinco classes de imunoglobulinas (IgA, 1gD, IgE, IgG e IgM), que diferem no
tipo de cadeia H (o, 6, €, y € u, respetivamente). Cada cadeia H confere uma conformacao distinta a
regido central e C-terminal da propria cadeia, pelo que cada classe de imunoglobulinas tem
propriedades caracteristicas. As cadeias leves também diferem quanto ao tipo, podendo ser do tipo k
ou A. Das cinco classes, a imunoglobulina G (IgG) é a que estd presente em maior quantidade no

sangue™.

A diversidade dos locais de ligacdo de antigénio resulta da variabilidade da sequéncia de aminoacidos
das regifes N-terminais das cadeias L e H (ver Figura 1.6). A diversidade ocorre em trés pequenas
regides hipervariaveis da regido variavel de ambas as cadeias, sendo que apenas 5 a 10 aminoacidos
em cada regido hipervariavel formam o local de ligacdo de antigénio, pelo que o tamanho do epitopo

reconhecido pelo anticorpo é relativamente pequeno. O evento de ligacdo entre anticorpo e antigénio é
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reversivel, sendo a forga da interagdo determinada pela soma da contribuicdo de varias interagdes ndo-

covalentes (pontes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas, forcas Van der Waals) e interacdes i6nicas™.

Regifio variavel Regides lnpervaniaveis
(CadeiaH) (Cadera H)
/ R

Regifio variavel
(CaderaL)
Regibes hipervariaveis

(CadetaL)

s =]

Figura 1.6 — Regifes variaveis e hipervariaveis do anticorpo. Figura adaptada®.

Os imunobiossensores incorporam a especificidade da interagdo entre anticorpo e antigénio com o

I*°, Como elemento de biorreconhecimento os

mecanismo de transducdo na geracdo de um sina
anticorpos apresentam a especificidade e sensibilidade necessérias para baixos niveis de detecdo

molecular, donde resulta a sua grande aplicacio na area dos biossensores”.

Os anticorpos incorporados num sensor podem ser de trés tipos: policlonal, monoclonal ou fragmentos

de anticorpos*®:

e Policlonais — resultam da resposta imunitéria inata de um organismo vertebrado a um agente
patogénico. S8o produzidos por diferentes células B contra varios epitopos diferentes. Os
anticorpos policlonais sdo produzidos normalmente através da imunizacdo de um animal
vertebrado (por exemplo, coelho ou rato) com determinado antigénio, sendo que ap6s o
periodo de incubacdo € extraido soro do animal. O soro policlonal apresenta entdo uma
populacdo grande e diversificada de anticorpos especificos para epitopos diferentes do mesmo
antigénio. Um método alternativo de producdo de anticorpos policlonais consiste na
inoculacéo por via oral de galinhas, recolhendo posteriormente a gema dos ovos, que contém
anticorpos transferidos pela progenitora®>*°.

e Monoclonais — sdo produzidos pela mesma linhagem de células B, pelo que todos reconhecem
0 mesmo epitopo do antigénio. O método de producdo de anticorpos monoclonais consiste na
imunizacdo de um animal vertebrado, posteriormente células B do baco, fundindo-as com
células de mieloma, formando um hibridoma (célula imortal secretora de anticorpos). Os
hibridomas s@o selecionados para o anticorpo desejado e sdo cultivados, geralmente, em

bioreactores de onde s&o extraidos finalmente os anticorpos®?'.
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e Fragmentos — os anticorpos séo lisados em fragmentos das regifes que 0s constituem, atraves
do recurso a proteases (pepsina ou papaina). Apenas o fragmento da regido de ligacdo do
antigénio (Fab — antigen-biding fragment) é que tem interesse pratico para a aplicacdo em
imunossensores. Os fragmentos de anticorpo podem ainda ser digeridos em fragmentos de
cadeia simples varidvel (scFv — single chain variable fragment), sem que haja perda de

especificidade®.

Os anticorpos monoclonais integrados em sensores permitem a obtencdo de testes mais especificos.
Porém o processo de fabrico dos anticorpos monoclonais é mais dispendioso e a sua manutencédo é
mais dificil, quando comparados com os anticorpos policlonais®. Por sua vez os fragmentos de
anticorpos apresentam uma vantagem na sua aplicagdo em imunossensores face as macromoléculas
inteiras. Os anticorpos tém propensdo para se ligar de forma assimétrica a superficie de imobilizacéo
do sensor, 0 que leva a que muitos apresentem uma orientagcdo que néo favorece a ligagdo ao antigénio,
diminuindo a especificidade e reprodutibilidade do sistema. Os fragmentos sdo simétricos e permitem
uma imobilizagdo mais homogénea, com maior propensdo ao reconhecimento do antigénio, pois o

impedimento estereoquimico é menor®.

1.5 Maléria
1.5.1 Doenga, transmissdo e diagnostico

A maléria é uma doenca provocada por um parasita intracelular do género Plasmodium. O parasita é
um protozoario (eucarionte unicelular) transmitido pela picada de 60 mosquitos fémea do género
Anopheles (vetor de transmissdo) e que infecta as hemacias do Homem. A maldria é provocada por
cinco espécies diferentes: P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae, P. knowlesi. A forma de
malaria mais mortal é atribuida a espécie P. falciparum e é predominante do continente africano. A
espécie P. vivax é menos perigosa, mas mais disseminada, enquanto as restantes espécies sdo mais

raras?>?,

O processo de infecdo tem inicio quando o mosquito se alimenta, injetando esporozoitos de
Plasmodium na corrente sanguinea do hospedeiro humano (ver Figura 1.7). Uma vez chegados ao
figado, os esporozoitos invadem os hepatdcitos, multiplicam-se e diferenciam-se em merozoitos. O
ciclo de reprodugdo assexuada tem inicio quando os merozoitos sdo libertados para a corrente
sanguinea e infetam as hemadcias, multiplicando-se no seu interior. Uma fracdo de merozoitos é
libertada das hemacias para a corrente sanguinea e diferencia-se em gametdcitos (forma transmissivel
do parasita). Quando um novo mosquito se alimenta, 0s gametdcitos sdao ingeridos e diferenciam-se
em gametas, iniciando o ciclo de reproducdo sexuada. Cada gametécito pode dar origem a um

macrogameta feminino ou até oito microgadmetas masculinos. A fecundacdo ocorre no intestino do
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mosquito, pelo que o zigoto diferencia-se numa forma movel capaz de penetrar a parede do intestino,
formando o6citos. Com o passar do tempo, 0s o6citos aumentam em tamanho e rebentam, libertando
esporozoitos que migram para as glandulas salivares do mosquito, podendo entdo iniciar um novo
ciclo de infecdo??*. Os sintomas da malaria surgem ao fim de 10 a 15 dias ap6s a picada do mosquito
e incluem febre, dor de cabeca e vomitos, sendo semelhantes aos sintomas de uma gripe. Quando ndo
tratada, a infecdo pode conduzir & morte do hospedeiro®.

Libertagio de Mosquito alimenta-se de

e.sporozmtos sangue e injeta esporozoitos
e migracéio para as
glandulas salivares

Crescimento de
00citog no
mtestino
’ Mosquito
(vetor de transmissio)
Zigoto

T

Fecundagio

\ e

Diferenciagéio dos
gametocitos em
gametas

Mogquito alimenta-se
de sangue e recolhe
gametocitos

Figura 1.7 — Ciclo de vida do protozodrio Plasmodium sp.

Os dados da Organizacdo Mundial de Salde relativos a malaria para 0 ano de 2010 estimam que terdo
ocorrido 219 milhGes de casos (intervalo de 154 a 289 milhdes) de pessoas infetadas e 660 mil mortes
(intervalo de 610 a 971 mil) confirmadas. No ano de 2011, a estimativa global do nimero de pessoas
em risco de contrair a doenca rondou os 3,3 mil milhdes, sendo que 80% dos casos verificados e 90%
das mortes ocorreram no continente africano, afetando principalmente criangcas com menos de 5 anos e

mulheres gravidas®.

Na atualidade a detecdo da malaria é feita com recurso a microscopia (6tica ou de fluorescéncia),
testes com recurso a PCR (Polymerase Chain Reaction, técnica de detecdo ao nivel molecular) e testes
répidos de diagnéstico (RDTs — Rapid Diagnostic Tests)?®?’. Das trés alternativas possiveis, apenas 0s

16



INTRODUCAO

RDTs permitem o diagnostico de malaria em areas remotas onde ndo existem condi¢des de suporte,
como eletricidade, nem supervisao por técnicos especializados. Os RDTs séo dispositivos que detetam
antigénios peptidicos produzidos pelo Plasmodium sp. presentes no sangue dos pacientes crénicos ou
recentemente infetados, num curto intervalo de tempo. A maioria destes dispositivos presentemente
disponiveis comercialmente sdo especificos para a detecdo da espécie P. falciparum, através do
reconhecimento da proteina HRP2 (Histidine-rich Protein 2) ou pLDH (parasite-specific Lactate
Dehydrogenase) presente numa amostra de sangue®*?’. Os RDTs podem ainda detetar a presenca das
restantes espécies através da detecdo da presenca do antigénio Aldolase de Plasmodium, comum ao
ciclo glicolitico das cinco espécies”. Na sua forma mais simples, os RDTs consistem em tiras de
nitrocelulose contendo os anticorpos especificos conjugados com um marcador (ex.: hanoparticulas de
Ouro)®"%, O teste baseia-se num principio imunocromatografico (ver Figura 1.8). Uma extremidade da
tira de nitrocelulose é imersa na amostra bioldgica liquida (ex.: sangue) que contém o antigénio
especifico. O liquido percorre a superficie da tira de nitrocelulose por capilaridade, arrastando o
antigénio nela contido. Na tira de nitrocelulose existem dois anticorpos que reconhecem dois epitopos
distintos do antigénio, sendo que um esta conjugado com o marcador e o outro esta imobilizado numa
superficie solida. Ao percorrer a tira de nitrocelulose, o antigénio liga-se ao anticorpo conjugado com
marcador e o complexo recém-formado é deslocado no sentido do fluxo da amostra, ao longo da tira.
O anticorpo imobilizado reconhece o antigénio ligado ao complexo, sendo que ha uma acumulacéo do
complexo na regido da tira de nitrocelulose onde estd imobilizado o anticorpo. A acumulacéo de
marcadores nesta regido gera um sinal colorido (formagdo de uma tira vermelha no caso das
nanoparticulas de Ouro enquanto marcador). O anticorpo conjugado com o marcador que ndo ligou
antigénio continua a difundir ao longo da tira de nitrocelulose e € capturado por um anticorpo
secundario imobilizado mais adiante. A semelhanca do sinal gerado para o complexo com antigénio, a
acumulacdo de anticorpo conjugado que nao ligou antigénio também gera um sinal colorido, que serve

de controlo positivo para a difusdo da amostra ao longo da tira de nitrocelulose®”%,
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Figura 1.8 — Esquema geral de um RDT. | — a amostra biol6gica que contém o antigénio (A) é colocada em
contato com a tira de nitrocelulose (D). Il — ligagdo do antigénio ao anticorpo conjugado com nanoparticulas de
Ouro, formando um complexo. Il — os complexos difundem pela tira de nitrocelulose e séo capturados pelos
anticorpos imobilizados na linha de teste (B); os anticorpos conjugados que nao ligaram antigénio difundem pela
tira de nitrocelulose e sdo capturados na linha de controlo (C). Esquema ndo esta a escala.

Quando as condigdes de utilizacdo s&o ideais, os RDTs podem apresentar uma sensibilidade de >100
parasitas/uL de sangue e fornecer resultados rapidos em apenas 15-20 minutos®’. Comparativamente, a
detecdo por microscopia 6tica efetuada por um técnico experiente pode apresentar uma sensibilidade
entre 50 a 500 parasitas/uL. A detecdo por microscopia de fluorescéncia apresenta uma sensibilidade
inferior a 100 parasitas/uL. As técnicas de biologia molecular para a dete¢do de sequéncias de acidos
nucleicos especificas do parasita sdo capazes de detetar 5 ou menos parasitas por uL de sangue, sendo
entdo o mais sensivel de todos os métodos disponiveis de diagndstico de malaria. No entanto, 0s
métodos atuais continuam a apresentar dificuldades na sua aplicagdo préatica enquanto ferramentas de
diagndstico. Na Tabela 1.1 estdo sumarizados as desvantagens apresentadas por cada método de

diagndstico.
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Tabela 1.1 — Resumo das dificuldades apresentadas pelos métodos atuais convencionais para diagndstico de

malaria®>?:%".

Microscopia

PCR

RDTs

Gera muitos falsos-negativos.

Requer mao-de-obra

qualificada.

Necessita de suportes que ndo
sao facilmente encontrados em

zonas remotas (eletricidade).

Resultados tém de ser
avaliados por operadores

diferentes de forma a resolver

Sujeitos a limitagdes por parte

técnica do operador.

Custo elevado associado.

Requerem material e m&o-de-

obra qualificada.

Detecdo é realizada num
laboratério, demorando 5 a 8

dias para produzir um

Propensos a deterioracdo
por exposicdo a

temperatura e humidade.

Propensos a deterioracdo

devido a falha no fabrico.

Sensibilidade do teste
depende da técnica do
operador.

Falta de confianga na
exatiddo e fiabilidade do
teste.

situacOes discordantes. resultado.

Para além dos antigénios HRP2, pLDH e Aldolase de Plasmodium utilizados nos RDTSs, outros
antigénios podem ser usados como marcadores etimolégicos de P. falciparum, como é o caso da

proteina PfHsp70 (Heat Shock Protein 70 de P. falciparum).

1.5.2 Heat Shock Protein 70 como antigénio de P. falciparum

As Heat Shock Proteins (HSP) sdo proteinas altamente conservadas e que existem em quase todas as
formas de vida. A sua fungdo consiste em atuar como chaperonas moleculares, ligando-se a proteinas
desnaturadas, ajudando no seu processo de enrolamento para a conformagdo nativa A Heat Shock
Protein 70 (Hsp70) é uma das maiores familias de HSP. A expressdo de Hsp70 é induzida em resposta
a condicBes de stress, geralmente térmico; no entanto, algumas proteinas sdo expressas de forma

constitutiva®®.

Estruturalmente a Hsp70 é uma proteina de aproximadamente 70 kDa constituida por trés dominios: a)
dominio ATPase N-terminal com 45 kDa; b) dominio de ligacdo do substrato (proteinas) com 15 kDa;
¢) dominio C-terminal com 10 kDa”**. A Hsp70 induzivel do protozoario P. falciparum (PfHsp70)
contém os trés dominios tipicos da familia e é expressa em todos os estagios do ciclo de vida do

parasita. Apesar das suas caracteristicas estruturais, a PfHsp70 ainda ndo foi caracterizada em termos

19



INTRODUCAO

das suas propriedades bioquimicas e fungdes enquanto chaperona®. Uma hipGtese da sua funcéo
enguanto chaperona reside no facto de o ciclo de vida do parasita alternar entre dois habitats distintos
— 0 vetor de transmissdo mosquito fémea (animal de sangue frio) e o hospedeiro humano (animal de
sangue quente) —, sendo a expressao de PfHsp70 em resposta as alteracoes fisioldgicas uma estratégia
de sobrevivéncia empregue pelo protozoario. Outra hip6tese da sua funcdo enquanto chaperona
relaciona-se com o aumento da temperatura no interior do hospedeiro humano até 41 °C, como

resultado da resposta do sistema imunitario.

Em termos da sua utilizacdo como marcador molecular, niveis elevados de PfHsp70 j& foram
encontrados no figado do hospedeiro humano durante a fase de reproducéo assexuada do parasita®.
Desta forma, a PfHsp70 apresenta-se como uma forte candidata a marcador molecular de P.

falciparum.

1.6 O Sensor proposto — imunobiossensor capacitivo com microelétrodos interdigitais

O sensor proposto neste trabalho consiste num biossensor capacitivo interdigital (IDC) para
imunodetecgdo, constituido por microelétrodos de ouro com configuragdo interdigital, depositados
sobre um substrato de vidro. A superficie dos microelétrodos foi adicionada uma matriz de suporte &
imobilizac&o de biomoléculas, constituindo a camada sensivel do dispositivo. Quanto & composigdo da
matriz de suporte foram analisadas duas configuracdes: a) membrana comercial Immobilon-P de
Fluoreto de Polivinilideno (PVDF) colada sobre os microelétrodos (IDCpypg); b) nanobastonetes de
Oxido de Zinco (ZnO) sintetizados diretamente sobre os microelétrodos (ver Figura 1.9) (IDCz0). Os
microelétrodos do sensor IDCpypr apresentam uma largura e espacamento de 50 um, enquanto 0s
microelétrodos do sensor IDC;,o apresentam uma largura e espagamento de 10 um. A zona de detegdo
(sobre os microeléctrodos) é dada pela formula Apc=2(G+W), onde G e W representam,
respetivamente, o espagamento e largura™*!. Para o sensor IDCpypr, €Ssa zona (medida na vertical) é
de 200 um, enquanto no sensor IDCz.,o € de 40 um. Cada sistema foi analisado por El de forma a
detetar variagdes na capacidade e impedancia, tanto durante a fase de construcdo do sensor, como no

teste da detecéo.
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(@)
Membrana de Contatos dos microelétrodos
PVDF interdigitais
(b) Contatos dos microelétrodos interdigitais

Ampliagéo dos nanorods de ZnO

Figura 1.9 — Biossensores capacitivos interdigitais (IDC): a) IDC com membrana de PVDF comercial colada
sobre os microelétrodos interdigitais (50 um) de Ouro; b) IDC com nanobastonetes de ZnO sintetizados a
superficie dos microelétrodos interdigitais (10 um) de Ouro (ampliagdo dos nanobastonetes obtida por SEM).

As camadas constituidas pelas matrizes adicionadas sobre o transdutor, aléem de fornecerem um
suporte & imobilizacdo do biorrecetor, permitem a sua distribuicdo ao longo da zona de detecéo. Desta
forma, as alteracGes registadas pelo sensor serdo devidas principalmente a ligagdo entre o anticorpo e
antigénio e ndo o resultado de alteracdes na camada localizada sobre a regido de imobilizacdo, como
acontece com os sensores IDC convencionais, onde a maior parte da regido de detecdo é ocupada por

ar ou meio liquido.

As membranas comerciais de PVDF permitem um processo de imobilizacdo das biomoléculas simples
e barato, sobre microelétrodos com dimensdes superiores a 50 um, 0 que representa uma vantagem
sobre 0s sensores com nanoelétrodos, que requerem processos de fabrico mais dispendiosos e
complexos. O PVDF é um polimero hidrofébico composto por fltor e carbono (ver Figura 1.10) que
pode ser utilizado para formar filmes finos com espessura entre 9 a 110 um, nomeadamente por spin-

coating. Comercialmente sdo produzidos filmes com maiores espessuras (0,5 e 1 mm). Os filmes de
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PVDF sdo utilizados frequentemente como filtros e membranas de Western blott*>*. As membranas
de PVDF apresentam elevada afinidade para proteinas, resisténcia quimica e elevada forca mecanica,
podendo ser reutilizadas em immunodetecdo®>*. A ligacdo de proteinas as membranas de PVDF é
feita por um processo de adsorcao fisica ou fisissorcéo, resultante de interagdes hidrofobicas entre os
aminoécidos hidrofdbicos da proteina e os dominios hidrofbicos do polimero. A imobilizagdo das
proteinas é feita ao longo da profundidade da membrana®. O polimero de PVDF apresenta ainda um

peso reduzido, podendo ser ligado a superficies sem as alterar ou danificar®.

i
H—(li—Cli—H
F

Figura 1.10 — Estrutura quimica do Fluoreto de Polivinilideno (PVDF).

Os nanobastonetes de ZnO sdo estruturas semicondutoras com uma das dimensdes a nanoescala (1 a
100 nm)**, Enquanto nanomaterial, 0 ZnO apresenta uma cinética de transferéncia eletrénica rapida,
um ponto isoelétrico elevado (9,5), uma razédo area superficial/volume elevada, estabilidade quimica,

3% A soma destas

atividade eletroquimica, propriedades piezoelétricas e biocompatibilidade
propriedades torna as estruturas de ZnO bastante atrativas para a area dos biossensores, nomeadamente
como matrizes de suporte & imobilizacdo de proteinas. A imobilizagdo pode ser feita por adsorgdo
fisica ou por reticulacdo, usando um ou dois agentes de reticulagdo (cross-linkers) para fazer a ponte
entre a proteina e a estrutura metalica® . Na Figura 1.11 est4 exemplificada a ligagdo do anticorpo
anti-HRP a superficie da nanoparticula de ZnO por reticulacdo (procedimento aplicado neste trabalho).
O agente de reticulacdo Sulfo-SMB liga-se ao anticorpo através dos grupos aminas livres (-NH,) e ao
agente de reticulagdo MPTMS através do seu grupo tiol (-SH), ligando covalentemente o anticorpo ao
ZnO. Este tipo de imobilizacdo ndo promove qualquer orientacéo especifica do anticorpo, uma vez que
os residuos que contém aminas (ex.: lisinas) podem estar localizados em grande parte da
macromolécula. No entanto, os anticorpos imobilizados segundo este procedimento ainda mantém
uma capacidade de ligacdo significativa®. A facilidade e simplicidade do processo de imobilizacéo
referido representa uma vantagem face aos métodos que permitem uma orientacdo especifica dos
anticorpos — procedimentos mais complexos, com condigdes agrestes e elevada perda de anticorpo
durante o procedimento. O processo de imobilizacdo de proteinas nos nanobastonetes de ZnO por

reticulacdo é mais complexo face a imobilizacdo nas membranas de PVDF. No entanto, devido a
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ligacdo covalente entre as nanoestruturas e as proteinas, o risco de perda de material bioldgico é menor
durante as lavagens dos sensores nas fases de fabrico e teste.
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Figura 1.11 — Imobiliza¢do do anticorpo anti-HRP sobre nanobastonetes (nanorods) de ZnO por reticulagdo: a)
silanizacdo dos nanobastonetes com MPTMS; b) ligacdo do anticorpo ao Sulfo-SMB; c) imobilizacdo do
anticorpo sobre 0 nanorod através da ligacdo entre o MPTS e o Sulfo-SMB. Esquema néo esta a escala.
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Como modelos de estudo da interacdo anticorpo/antigénio, foram utilizados dois conjuntos: a)
anticorpo monoclonal anti-PfHsp70 e PfHsp70 (marcador molecular de P. falciparum) como
antigénio; b) anticorpo policlonal anti-HRP e Peroxidase de Rabano (HRP) como antigénio. A HRP
representa uma familia de enzimas produzidas na raiz do Rabano (Armoracia rusticana) que catalisam
a reducdo de muitos substratos (ex.: fendis arométicos, &cidos fendlicos, aminas), acoplada a
conversdo de Perdxido de Hidrogénio em agua, com formacao de radicais livres. A enzima tem grande
utilidade comercial, bem como aplicagcdo na investigacdo biomédica, sendo vulgarmente utilizada
como marcador de sondas em imunoensaios e sensores>"*“*. No presente trabalho, a utilizacdo de
HRP em conjunto com o substrato reativo cromogéneo ABTS (ver Figura 1.12) permitiu verificar a

sua presenca nas matrizes de suporte, razdo pela qual a enzima foi escolhida como antigénio modelo.
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Figura 1.12 — Esquema da reacdo de oxidacdo do substrato cromogéneo ABTS, catalisada pela enzima HRP. A
oxidagdo do substrato € concomitante com um aumento da tonalidade verde da solugéo.
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2  Parte Experimental
2.1 Materiais e reagentes
Todos os reagentes utilizados eram do maior grau de pureza disponivel.

2,2'-Azino-Bis(3-Etilbenzotiazolina-6-Acido  Sulfénico) (ABTS) (A1888), Ampicilina (A9393),
Anticorpo policlonal anti-lgG de ratinho (F9137), Acido Bicinconinico (BCA) (B9643), Albumina do
Soro Bovino (BSA) (A7030), Cloranfenicol (C0378), Glicerol (G789-3), Imidazole (1-0125), Isopropil
B-D-1-Tiogalactopiranosida  (IPTG)  (15502), Hidréxido de  Sodio  (S5881), (3-
Mercaptopropil)trimetoxisilano (MPTMS) (175617), Peroxidase de R&bano tipo Il (HRP) (P8250),
Sulfato de Cobre(ll) (4% p/v) (C2284), 2,2,4-Trimetilpentano (32291), Tween® 20 (P1379) e Nitrato
de Zinco (96482) foram adquiridos na Sigma-Aldrich.

Acetato de Zinco (131775), Acido Sulfirico (131058.1212), Burato de Sddio (131644.1211), Estrato
de Levedura (403687.1210), Peréxido de Hidrogénio (30% p/v) (121076.124), Cloreto de Sddio
(131659.1211), Triptona (403682.1210) e Ureia (131754.1211) foram adquiridos na Panreach.

Fosfato de Potassio monobasico (30407), Fosfato de Potassio dibasico (04248) e Cloreto de Potéassio
(31248) foram adquiridos na Riedel-de Haén. Etanol absoluto (4127022) e Trizma™ (Tris) (489983)
foram adquiridos na Carlo Erba Reagents. Sulfo-MBS (22312) proveio da Thermo Scientific. Agar LB
(1.10283.0500) proveio da Merck. Agarose Ni-NTA proveio da Qiagen. Isopropanol foi adquirido na
Scharlau. Acetona proveio de Valente & Ribeiro, LDA. Anticorpo policlonal para Peroxidase de
Réabano (anti-HRP) (ABIN398438) foi adquirido em antibodies-online.

Membranas de PVDF Immobilon-P (IPVH10100) foram adquiridas na Merck Millipore.

Todas as solucdes foram preparadas em agua desionizada (Mili-Q), salvo indicagéo contréria.

2.2  Procedimentos gerais
2.2.1 Sobrexpressdo da PfHsp70 em E. coli Rosetta Blue

Placas de isolamento constituidas por meio Agar LB (3,7% p/v) com Ampicilina (100 pg/mL),
Cloranfenicol (34 ug/mL) e Tetraciclina (12,5 pg/mL) foram inoculadas com cultura stock E. coli
Rosetta Blue, contendo o vetor de expressdo pQE30/PfHsp70*. As placas de isolamento foram
incubadas durante 16 horas a 37 °C. Selecionaram-se duas coldnias isoladas e inocularam-se 40 mL de
meio LB (Triptona 10 g/L, Estrato de Levedura 5 g/L, Cloreto de Sodio 10 g/L) com Ampicilina (100
png/mL), Cloranfenicol (34 ng/mL) e Tetraciclina (12,5 ug/mL), posteriormente incubados a 210 rpm,

durante 16 horas a 37 °C. O indculo foi diluido em 2 L de meio LB (com antibiéticos referidos
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anteriormente nas mesmas concentragdes) e incubado a 210 rpm e 37 °C, até obter densidade 6tica a
600 nm (DOggo nm) entre 0,5 e 0,6. Neste ponto induziu-se a cultura com IPTG (concentragéo final 1
mM) e incubou-se a 210 rpm durante 16 horas a 37 °C.

2.2.2 Purificagdo, concentracéo e quantificacdo da PfHsp70

A cultura previamente crescida foi centrifugada a 11305 x g durante 30 minutos a 4 °C. O pellet foi
ressuspenso em tampao de lise (Ureia 8 M; Cloreto de S6dio 300 mM; Imidazole 10 mM; Tris 10 mM
pH 8; lizosima 1 mM; 800 uL de inibidor de protease) com uma pequena quantidade de Dnase. O
pellet ressuspenso foi levado a French Press (French pressure cell, Thermo Electron Corporation),
com 3 passagens a 2000 psi. O lisado resultante foi centrifugado a 8228 x g durante 1 hora a 4 °C.
Recolheu-se o sobrenadante ao qual adicionaram-se 800 uL de inibidor de protease e Glicerol (10%

v/v em relagéo ao volume final).

Misturou-se o sobrenadante com 10 mL de resina Agarose Ni-NTA, previamente equilibrada com
tampéo de lavagem (Imidazole 10 mM; Cloreto de Sodio 300 mM; Tris 10 mM pH 8), sob agitacéo
suave durante 2 horas a 4 °C. A resina foi transposta para uma coluna cromatogréfica e fez-se passar o
tampéo de lavagem até obter uma DOy oy inferior a 0,1. A partir deste ponto adicionou-se o tampao
de eluigdo (Imidazole 100 mM; Cloreto de Sodio 300 mM; Tris 10 mM pH 8) a coluna até obter uma
DOyg0 nm inferior a 0,1.

Procedeu-se a concentracdo do eluido, recorrendo a centricons com um limite de exclusdo de 3 kDa
(Amicon® Ultra-4, Millipore), centrifugando 2 vezes a 4800 x g durante 15 minutos a 4 °C. A troca do
tampéo de eluicdo para tamp&o Burato de Sodio (Burato de Sodio 150 mM, Cloreto de Sodio 100 mM,

pH 8) foi feita nas mesmas condi¢des do passo de concentracao.

2.2.3 Producéo, purificacdo e concentracéo do anticorpo anti-PfHsp70

A produgdo e purificacdo do anticorpo monoclonal anti-PfHsp70 foram realizadas no Instituto de
Medicina Molecular da Faculdade de Medicina da Universidade de Lisboa (Portugal) pela Doutora
Claudia Cunha.

A concentragdo do anticorpo e troca de tampdo Tris-HCI 1M pH 9 para tampao Fosfato de Sddio 20
mM pH 7 foram efetuadas utilizando centricons com limite de excluséo de 3 kDa, centrifugando a

7500 x g em ciclos de 5 minutos a 4 °C.
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2.2.4 Biossensor capacitivo interdigital com membrana comercial de PVDF
2.24.1 Elétrodos interdigitais de 50 pm com matriz de imobilizacdo em PVDF (IDCpypF)

Os microeletrddos interdigitais foram produzidos no Centro de Investigacdo de Materiais da Faculdade
de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa (Portugal). Sao constituidos por uma dupla
camada de Cromio e Ouro (com espessuras de 10 e 40 nm) sobre um substrato de vidro e apresentam

uma largura e espacamento de 50 pum entre pistas, cobrindo uma area de 0,7 cm?.

De forma a remover quaisquer impurezas presentes a superficie, os microelétrodos foram lavados com
solucdo Piranha (Acido Sulfurico e Perdxido de Hidrogénio numa razdo volumétrica 1:1) durante 15
minutos, seguidos de 3 lavagens de 5 minutos com agua Mili-Q. Seguidamente foram secados com

Argon.

Colou-se manualmente uma membrana de PVDF (0,7 cm?; 120 um de espessura; poros com 0,45 pum
de didmetro;) sobre a superficie dos microelétrodos, com uma gota de cola Cianoacrilato (Ceys) e

deixou-se secar durante 16 horas a 25 °C.

2.2.4.2 1DCpypr | — anti-PfHsp70 imobilizado
Imobilizagéo de anti-PfHsp70 nas membranas de PVDF em concentragdes diferentes

Os procedimentos de transferéncia do anticorpo e antigénio foram adaptados do manual da Merck
Millipore®. As membranas de PVDF coladas sobre os elétrodos interdigitais foram submetidas a um
pré-tratamento de forma a ficarem hidratadas, que consistiu na lavagem com Isopropanol (50% v/v)
durante 15 segundos, seguida de lavagem com &gua Mili-Q durante 2 minutos e um passo de
equilibrio em tampdo PBS (Fosfato de Potassio monobasico 1,5 mM, Fosfato de Potassio dibasico 7,2
mM, Cloreto de Potassio 2,7 mM, Cloreto de Sodio 137 mM) durante 5 minutos. Seguidamente
procedeu-se & imobilizacdo de anticorpo nas membranas humedecidas, depositando-se 50 uL de
solucdo de anti-PfHsp70 em tampédo PBS (33, 66 e 100 pg/mL), durante 1 hora a 25 °C. Apds a
incubacéo, os biossensores foram lavados com tampédo PBS durante 5 minutos (3 vezes), sob agitagéo

manual e secados a 2x10 mbar durante 30 minutos.

Teste da resposta dos biossensores com PfHsp70 na membrana de PVDF seca

As membranas de PVDF ndo foram reidratadas, eliminando a necessidade do passo de bloqueamento
com BSA®. Depositaram-se 50 pL de PfHsp70 em tampao PBST (PBS com Tween®-20 0,05% v/v) —
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concentragdo de antigénio correspondente ao dobro das moles de anticorpo imobilizado,
respetivamente — sobre as membranas durante 1 hora a 25 °C. Apds a incubacdo, 0s biossensores
foram lavados com tampéo PBS durante 5 minutos (3 vezes), sob agitacdo manual e secados a 2x107

mbar durante 30 minutos.

2.2.4.3 IDCpypr Il — PfHsp70 imobilizado
Imobilizacéo de PfHsp70 nas membranas de PVDF em concentracgdes diferentes

As membranas de PVDF coladas sobre os elétrodos foram hidratadas (ver seccdo 2.2.4.2),
procedendo-se a imobiliza¢do de 50 uL de PfHsp70 em tampdo PBS (33, 66 e 100 ug/mL) durante 1
hora a 25 °C. Apos a incubacéo, os biossensores foram lavados com tampao PBS durante 5 minutos (3

vezes), sob agitacdo manual e secados a 2x102 mbar durante 30 minutos.

Teste da resposta dos biossensores com anti-PfHsp70 na membrana de PVDF seca

Depositaram-se 50 uL de anti-PfHsp70 em tampéo PBST — concentracdo de anticorpo correspondente
ao dobro das moles de antigénio imobilizado, respetivamente — sobre as membranas secas, durante 1
hora a 25 °C. Ap0s a incubacdo, os biossensores foram lavados com tampao PBS durante 5 minutos (3

vezes), sob agitacdo manual e secados a 2x10 mbar durante 30 minutos.

2.2.4.4 IDCpypr Il —teste com HRP em membrana humedecida
Imobilizagéo de anti-HRP nas membranas de PVDF e bloqueio com BSA

As membranas de PVDF coladas sobre os elétrodos foram hidratadas (ver secgdo 2.2.4.2) e procedeu-
se a imobilizagdo de 100 pL de anti-HRP em tampéo PBS (100 ug/mL) durante 1 hora a 25 °C. Ap0s a
incubacdo, os biossensores foram lavados com tampédo PBS durante 5 minutos (3 vezes), sob agitacéo
manual. Seguidamente depositaram-se sobre as membranas 100 uL de BSA em tampédo PBST (0,2%
p/v), durante 1 hora a 25 °C. Para remover BSA que ndo tenha ligado & membrana, 0s biossensores
foram lavados com tamp&o PBS durante 5 minutos (3 vezes), sob agitacdo manual e secados a 2x107

mbar durante 30 minutos.
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Teste da resposta dos biossensores com HRP na membrana de PVDF humedecida (hidrofilica)

A deposicdo de antigénio em condicBes hidrofilicas requereu um pré-tratamento da membrana com
Isopropanol (ver seccdo 2.2.4.2), seguido da deposi¢do de 100 uL de HRP em tampdo PBST (59
ug/mL) sobre um dos sensores, a temperatura ambiente durante 1 hora. O controlo foi feito
depositando 100 pL de tampédo PBST sobre o outro sensor, a temperatura ambiente durante 1 hora. Os
biossensores foram lavados com tampdo PBS durante 5 minutos (3 vezes), sob agitacdo manual e

secados a 2x1072 mbar durante 30 minutos.

2.2.45 IDCpypr IV — teste com HRP (antigénio especifico) e PfHsp70 (antigénio ndo especifico)
Imobilizacéo de anti-HRP nas membranas de PVDF e bloqueio com leite em po

As membranas de PVDF coladas sobre os elétrodos foram hidratadas (ver secgdo 2.2.4.2) e procedeu-
se a imobilizagdo de 100 pL de anti-HRP em tampdo PBS (200 ug/mL) durante 1 hora a 25 °C. Ap6s a
incubacéo, os biossensores foram lavados com tampédo PBS durante 10 minutos (3 vezes), sob agitacao.
As membranas foram blogueadas com solugéo de leite em pé em tampdo PBST (5% p/v), durante 1
hora a 25 °C, com agitagdo. Os biossensores foram lavados com tampdo PBS durante 10 minutos (3

vezes), sob agitacdo e secados a 2x10 mbar durante 30 minutos.

Teste da resposta dos biossensores com HRP (antigénio especifico) e PfHsp70 (antigénio nao

especifico)

Antes da deposicdo dos analitos, as membranas de PVDF sofreram um passo de reidratagdo (ver
sec¢do 2.2.4.2). Procedeu-se & deposi¢do de 100 pL de solucdo de HRP em tampdo PBST (117
ug/mL) e de 100 uL de solucéo de PfHsp70 em tampdo PBST (187 ug/mL), respetivamente, sobre as
membranas de dois biossensores, durante 1 hora a 25 °C. Os biossensores foram lavados com tampéo

PBS durante 10 minutos (3 vezes), sob agitacio e secados a 2x10 mbar durante 30 minutos.

2.2.4.6 IDCpypr V - fixacdo da membrana de PVDF com cola epdxi
Colagem das membranas de PVDF e imobilizagdo de anti-HRP

Depositou-se uma camada de cola epdxi sobre os elétrodos por spin-coating (500 rpm durante 10

segundos e 2300 rpm durante 1 minuto). As membranas de PVDF foram pressionadas sobre a camada
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de cola, seguindo-se um passo de cura de 72 horas, de forma a garantir que a camada de cola secasse

completamente.

As membranas de PVDF foram hidratadas (ver seccdo 2.2.4.2) e procedeu-se a imobilizacdo de 100
uL de anti-HRP em tampdo PBS (200 pg/mL), durante 1 hora a 25 °C. Ap6s a incubacdo, 0s
biossensores foram lavados com tampdo PBS durante 10 minutos (3 vezes), sob agitagdo. As
membranas foram bloqueadas com solucéao de leite em pd em tampéo PBST (5% p/v), durante 1 hora a
25 °C, com agitacdo. Os biossensores foram lavados com tampédo PBS durante 10 minutos (3 vezes),
sob agitagéo e secados a 2x10 mbar durante 30 minutos.

Teste da resposta dos biossensores com HRP (antigénio especifico) e PfHsp70 (antigénio néo

especifico)

As membranas de PVDF foram reidratadas (ver sec¢do 2.2.4.2) e procedeu-se a deposicao de 100 uL
de solucdo de HRP em tampdo PBST (117 ug/mL) e de 100 uL de solugdo de PfHsp70 em tampéo
PBST (187 pg/mL), respetivamente, durante 1 hora a 25 °C. Os biossensores foram lavados com

tampéo PBS durante 10 minutos (3 vezes), sob agitacdo e secados a 2x10 mbar durante 30 minutos.

2.2.4.7 Espectroscopia de Impedancia

A Capacidade (C) e Tangente de Perdas (tgd) foram medidas com um Analisador de Impedéancia
4294A (Agilent), num intervalo de frequéncia entre 40 Hz e 110 MHz. Efetuaram-se medicGes apos a

colagem da membrana, imobilizacao do anticorpo e adi¢do do antigénio.

Os biossensores foram colocados dentro da camara de vacuo, representada na Figura 2.1, até a pressao
atingir o nivel basal de 2x10 mbar. A partir deste ponto registaram-se a C e tgd para cada biossensor.

Este foi 0 procedimento geral de medicéo, salvo indicagéo contraria.

No caso do sensor IDCpypr V, 0 registo da C e tgd consistiu em 3 medicdes a pressdo de 2x10% mbar,
alterando a posicdo de contacto entre as agulhas da ponte e os contactos dos elétrodos interdigitais (ver

Figura 2.2) a cada medicao.
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Camara de vacuo

Analisador Preciso de Impedancia Boiiba devacis

Figura 2.1 — (a) Analisador de Impedancia 4294A e (b) cdmara de vacuo.

Contacto dos

elétrodos Agulha

da ponte

Biossensor
interdigital
capacitivo

Figura 2.2 — Contacto entre pontas de medigdo e elétrodos do biossensor capacitivo interdigital no interior da
camara de vécuo.

2.2.5 Estudo do suporte de imobilizacdo em PVDF

2.2.5.1 Efeito do pré-tratamento da membrana de PVDF com alcool na penetracéo da solucéo

com antigénio

Uma membrana PVDF com 1 cm? foi hidratada (ver seccéo 2.2.4.2) enquanto uma segunda membrana,
também com 1 cm?, permaneceu seca. As duas membranas foram incubadas com 100 uL de HRP em
tampédo PBS (100 pg/mL) durante 1 hora a 25 °C. Apds a incubacéo, as membranas foram lavadas

com tampdo PBS durante 5 minutos (3 vezes), sob agitacdo manual.
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A atividade enziméatica da HRP imobilizada nas membranas foi medida de acordo com o protocolo
estabelecido pela Sigma-Aldrich®®, utilizando ABTS como substrato cromogéneo da peroxidase. As
membranas foram colocadas no fundo de uma célula de quartzo onde se adicionaram 2,9 mL de ABTS
(9,1 mM) em tampédo Fosfato de Potassio monobésico pH 5 (100 mM) e 100 uL de Peroxido de
Hidrogénio (0,3% v/v). Acompanhou-se a reacdo oxidacdo do ABTS (ABTS,,) através da medicdo do
aumento de absorvancia a 405 nm, com recurso a um espectrofotometro UV/Vis UV2 (UNICAM) ao

longo de 3 minutos, com homogeneizacao manual da solucdo de 10 em 10 segundos.

2.2.5.2 Otimizacgado do processo de blogueio das membranas de PVDF

Um bloqueio eficiente das membranas de PVDF é essencial para minimizar as interagdes nédo
especificas entre o analito e os locais disponiveis para ligacdo no interior da membrana. O bloqueio da
membrana assegura que a maioria do sinal produzido pelo sensor resulta da ligacdo especifica do
antigénio ao anticorpo. Para determinar as melhores condicdes de bloqueio efetuaram-se cinco ensaios.
Nos ensaios A, B e C analisou-se a utilizacdo de BSA enquanto agente de bloqueio, em duas
concentragdes — 0,2 e 5% (p/v). Nos ensaios D e E analisou-se a utilizacdo de leite magro em p6 como
agente de blogqueio a concentracao de 5% (p/v).

Um conjunto de 4 membranas de PVDF com 1 cm? passou por um pré-tratamento com Isopropanol,
tal como descrito na seccdo 2.2.4.2. O procedimento geral para todos 0s ensaios consistiu na
imobilizacdo do anticorpo anti-HRP na membrana, seguido de um passo de bloqueio e deposicdo do
antigénio HRP em tampdo PBST (59 ug/mL nos ensaios A a D; 117 ug/mL no ensaio E) a
temperatura ambiente. Entre cada passo efetuaram-se lavagens com tampdo PBS. Apds deposicdo do
antigénio determinou-se a sua presenca nas membranas, segundo o protocolo da Sigma-Aldrich,
conforme descrito na sec¢do 2.2.5.1, mas a comprimento de onda 424 nm — correspondente a um dos
picos de absorcdo do ABTS oxidado. As especificagdes dos passos de imobilizacdo do anticorpo,

bloqueio e lavagens para cada ensaio encontram-se descritas na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1 — Condig¢Bes de imobilizacio do anticorpo, bloqueio e lavagens das membranas de PVDF nos ensaios

de otimizacdo do processo de blogueio.

Imobilizacéo do anticorpo Bloqueio Lavagens

100 pL de anti-HRP em 100 pL de BSA em 5 minutos em
Ensaio A tampdo PBS (100 pg/mL), tampéo PBST (0,2 % p/v) tampdo PBS sob

durante 1 hora. durante 1 hora. agitacéo (3x).

100 pL de anti-HRP em 100 pL de BSA em 5 minutos em
Ensaio B tampdo PBS (100 pg/mL)  tampdo PBST (0,2 % p/v)  tampdo PBS sob

durante 4 horas. durante 16 horas. agitacdo (3x).

100 pL de anti-HRP em Solugédo BSA em tampéo 10 minutos em
Ensaio C tampdo PBS (100 pg/mL) PBST (5 % p/v), sob tampdo PBS sob

durante 1 hora. agitacdo durante 1 hora. agitacao (3x).

100 uL de anti-HRP em Solucéo leite em p6 em 10 minutos em
Ensaio D tampdo PBS (100 pg/mL) tampdo PBST (5 % p/v), tampdo PBS sob
nsaio

durante 1 hora. sob agitacdo durante 1 agitacdo (3x).

hora.

100 upuL de anti-HRP em Solucdo leite em pd em 10 minutos em
N tampdo PBS (200 ug/mL) tampdo PBST (5 % p/v), tampdo PBS sob
nsaio

durante 1 hora. sob agitacdo durante 1 agitacdo (3x).

hora.
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2.2.6  Difuséo do antigénio e anticorpo atraveés da membrana de PVDF

A penetracdo do antigénio e anticorpo na membrana de PVDF é essencial para o sucesso do sensor. Se
as biomoléculas ndo forem capazes de difundir através da membrana, a regido de medicdo do campo
elétrico ndo serd capaz de detetar a sua presenca e interacdo. Neste estudo analisou-se a capacidade de
difusdo do antigénio e anticorpo através da membrana de PVDF.

2.2.6.1 Difusdo de antigénio através da membrana de PVDF

Depositaram-se 100 pL de anti-HRP em tamp&o PBS (200 pg/mL) sobre uma membrana de PVDF (1
cm?), hidratada (ver sec¢do 2.2.4.2), durante 1 hora. A membrana foi lavada com tamp&o PBS durante
10 minutos (3 vezes), sob agitacdo, e bloqueada com leite em p6 em tampédo PBST (5% p/v), durante 1
hora sob agitacdo. A membrana foi lavada novamente com tampédo PBS durante 10 minutos (3 vezes),
sob agitagdo, para remover o leite em excesso. Uma segunda membrana de PVDF hidratada foi
colocada por debaixo da membrana com anticorpo, de forma a ndo haver bolhas de ar entre as
superficies de contacto. As duas membranas sobrepostas foram colocadas sobre uma folha de
parafilme e depositaram-se 50 uL de HRP em tampéo PBS (234 pg/mL), assegurando que a gota ndo
ultrapassasse o limite da area da membrana superior. As membranas foram incubadas & RT durante 1
hora e lavadas em seguida com tampdo PBS fresco, durante 10 minutos (3 vezes) sob agitacéo.
Registou-se a formacéo de ABTS,, para cada membrana, segundo o procedimento descrito na sec¢do

2.2.5.2, mas a comprimento de onda 424 nm.

2.2.6.2 Difusdo de anticorpo através da membrana de PVDF

Duas membranas de PVDF (1 cm?) foram hidratadas (ver secgdo 2.2.4.2) e colocadas sobre uma folha
de parafilme. Depositaram-se 60 uL de anti-lgG marcado com fluoréforo FITC em tampdo PBS (200
nug/mL) sobre uma membrana, assegurando que a gota ndo ultrapassasse o limite da area superficial. O
controlo foi feito depositando 60 uL de tampdo PBS sem anticorpo na outra membrana hidratada. As
membranas foram incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente e lavadas de seguida com tampao
PBS fresco, durante 10 minutos (3 vezes) sob agitacdo. Cada uma das membranas foi cortada ao meio
e registou-se a intensidade da fluorescéncia da sec¢do por microscopia de fluorescéncia. As imagens

obtidas foram analisadas com o software ImageJ 1.47V (National Institutes of Health, EUA).
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2.2.7 Biossensor capacitivo interdigital com nanobastonetes de ZnO
2.2.7.1 Deposicao de seeds de ZnO sobre os elétrodos interdigitais de 10 um

Os microeletrddos interdigitais foram produzidos no Centro de Investigacdo de Materiais da Faculdade
de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa (Portugal). Sdo constituidos por uma dupla
camada de Crémio e Ouro sobre um substrato de vidro e apresentam uma largura e espagcamento de 10

pum entre as pistas.

A deposicdo prévia de seeds de Oxido de Zinco (ZnO) fornece centros de nucleacdo para o
crescimento vertical das nanoestruturas diretamente & superficie do transdutor®’. O processo de
deposicdo de seeds de ZnO consistiu na deposi¢do de uma gota de Acetato de Zinco em Etanol (1,1
mg/mL) sobre os elétrodos, por spin-coating (2300 rpm durante 30 segundos). A deposicao foi
efetuada 4 vezes, deixando o solvente evaporar entre deposi¢des. De forma a decompor o Acetato de
Zinco em ZnO, os elétrodos foram submetidos a 250 °C durante 30 minutos. Os processos de
deposicédo por spin-coating e decomposi¢do térmica foram repetidos uma vez adicional.

2.2.7.2 Crescimento de nanobastonetes de ZnO sobre os microelétrodos interdigitais

Misturaram-se duas solucdes de Hidrdxido de Sddio (14 mg/mL) e de Nitrato de Zinco (2,97 mg/mL)
numa razdo volumétrica 1:1, a 700 rpm durante 2 horas a 25 °C, dentro de um reator de vidro (ver
Figura 2.3). Os elétrodos foram suspensos dentro do reator, de forma que toda a area superficial das
pistas de Ouro estivesse em contacto com a solugéo agitada. A agitacdo foi reduzida para 300 rpm e a
temperatura dentro do reator foi mantida a 80 °C durante 6 horas. Por fim, os elétrodos foram retirados

do interior do reator e deixados a secar durante 30 minutos a 90 °C.

37



PARTE EXPERIMENTAL

Reator de sintese

Termopar
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com controlo de agitagéio

Figura 2.3 — Reator de sintese de nanobastonetes de ZnO com controlo de temperatura e agitagéo.

2.2.7.3 Silanizacéo dos nanobastonetes de ZnO e reticulagdo do anticorpo anti-HRP

Os elétrodos foram incubados em aliquotas de 600 uL do agente de reticulacdo primario MPTMS (2%
v/v) em 2,2,4-Trimetilpentano durante 1 hora, de forma a promover a silanizagdo dos nanobastonetes
de ZnO. Para remover o MPTMS nédo ligado os microelétrodos foram lavados com 2,24-

Trimetilpentano e deixados a secar a temperatura ambiente.

O anticorpo anti-HRP é fornecido em tampéo PBS com Azida de Sédio que pode dificultar o processo
de reticulac@o. Para remover a Azida de Sodio procedeu-se a lavagem do anticorpo com tampéo PBS

em centricons de 30 kDa (7500 x g durante 15 minutos a 4 °C).

O anticorpo em tampdo PBS (3,33 uM) foi incubado com o agente de reticulacdo secundario Sulfo-
MBS (33,3 uM) durante 30 minutos. De forma a remover o Sulfo-MBS ndo ligado efetuou-se um
passo adicional de centrifugacdo da solucdo em centricons de 30 kDa (7500 x g durante 15 minutos a
4°C).

Depositaram-se 50 pL de solucéo Sulfo-MBS@anti-HRP em tamp&o PBS sobre os elétrodos durante 3
horas para promover a ligacdo do anticorpo aos nanobastonetes de ZnO. Seguidamente, lavaram-se 0s
elétrodos com tampédo PBS e procedeu-se ao blogueio com 50 uL de solugdo BSA em tampédo PBS

(5% p/v) durante 2 horas. O excesso de BSA foi lavado com tampéo PBS.
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2.2.7.4 Teste dos biossensores com HRP (antigénio especifico) e PfHsp70 (antigénio nédo

especifico)

Para testar a resposta dos sensores depositaram-se 50 uL de tampdo PBS, HRP em tampé&o PBS (6,66
uM) e PfHsp70 em tampdo PBS (6,66 uM) em trés sensores separados durante 1 hora a 25 °C.
Seguidamente os sensores foram lavados com tampéo PBS.

2.2.7.5 [Espectroscopia de Impedancia

A C e tgd foram medidas com um Analisador de Impedancia 4294A, num intervalo de frequéncia
entre 40 Hz e 110 MHz. Os biossensores foram colocados dentro da cAmara de vacuo e registaram-se a
C e tgd a pressdo 2x107 mbar 3 vezes, alterando a posicéo de contacto entre as pontes de medicao e os
contactos dos elétrodos interdigitais a cada medicdo. Efetuaram-se medi¢des entre cada passo de
construgdo do sensor, bem como antes e depois da aplicacdo das solugdes sem e com antigénio durante
a fase de teste.
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RESULTADOS: APRESENTACAO E DISCUSSAO

3 Resultados: Apresentacao e Discussao
3.1 Sensor com membrana comercial de PVDF

A membrana comercial de PVDF, enquanto matriz microporosa de imobilizacdo (ver Figura 3.1),
permite uma distribuicdo das moléculas de anticorpo e antigénio através da regido de medigdo
abrangida pelo campo elétrico do transdutor (microelétrodos interdigitais de Ouro). A utilizagdo da
membrana na construgdo do sensor apresenta as seguintes vantagens: a) boa capacidade de retengdo e
ligacdo de proteinas; b) ndo necessitam de agentes de reticulacdo, pelo que tornam o processo de
imobilizacdo mais econémico; c¢) encontram-se amplamente disponiveis no mercado; d) sdo quimica e
mecanicamente resistentes e termoestaveis®**. As membranas de PVDF usadas neste trabalho
apresentam uma espessura de cerca de 120 um. A altura da regido de medida para microelétrodos com
50 pwm de espacamento (G) e largura (W) é dada pela formula A,pc=2(G+W), 0 que resulta numa altura
de 200 pm, sendo que 95% das variacBes medidas ocorre nos primeiros 100 pm*®, Desta forma, a

membrana de PVDF encontra-se perfeitamente enquadrada na regido de medicéo.

EHT = 15.00 kv Mag= 500X  Signal A=SE2  Date 5Jun 2013 B&g
Aperture Size =60.00um WD = 56 mm Zeiss Auriga Time :15:48:37  cemmaTN

Figura 3.1 — Corte transversal da membrana comercial de PVDF. Imagem SEM realizada no Centro de
Investigacdo de Materiais da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa (CENIMAT,
FCT-UNL).
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3.1.1 Teste do sensor na detecéo de PfHsp70 e anti-PfHsp70, enquanto analitos, por El

A primeira abordagem no desenvolvimento do sensor com membrana comercial de PVDF consistiu na
imobilizacdo de 50 uL de anticorpo anti-PfHsp70 em tampdo PBS, a concentragdo de 33 pg/mL, na
membrana de humedecida (IDCpypr | — ver seccdo 2.2.4.2) A resposta do sensor foi testada na
auséncia e presenca do antigénio com a membrana seca. O teste sem antigénio consistiu na aplicacdo
de 50 ul de tampdo PBST seguido do teste com 50 uL de antigénio PfHsp70 em tampdo PBST (31
ug/mL, correspondente ao dobro das moles de anticorpo usado), no mesmo sensor. O principio de
detecdo neste sensor esta relacionado com a interacdo especifica anticorpo/antigénio. A imunodetecdo
¢ feita através da ligacdo do antigénio PfHsp70 livre em solucdo ao anticorpo imobilizado na
membrana. Em teoria, a ligacdo entre as duas moléculas é capaz de provocar uma alteragdo nas
propriedades dielétricas da camada sensivel a superficie dos elétrodos. As varia¢es da capacidade e

impedancia do sistema encontram-se representadas na Figura 3.2.
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10° 10' 10° 10° 10 10° 10' 10° 10° 10
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Figura 3.2 — Variacdo da capacidade (a) e impedéancia (b) em funcéo da frequéncia no sensor com anticorpo anti-
PfHsp70 (33 pug/mL) imobilizado na membrana de PVDF, em duas condices: teste sem antigénio — aplicacdo de
tampédo PBST; teste com antigénio — aplicagdo de PfHsp70 em tampédo PBST (31 pg/mL).

O caélculo da variacdo da capacidade no teste sem antigénio foi efetuado subtraindo a capacidade
inicial ao valor da capacidade apos a aplicagdo do tampédo PBST. O calculo da variagdo da capacidade
no teste com antigénio foi efetuado subtraindo a capacidade apds a aplicacdo do tampdo PBST ao
valor da capacidade apdés a aplicacdo do antigénio. Para cada teste, o calculo da variacdo da

impedancia foi efetuado da mesma forma descrita para a capacidade.
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A aplicacdo de tampédo PBST produz uma variacdo decrescente da capacidade com o aumento da
frequéncia, sendo positiva para frequéncias inferiores 10 kHz. A aplicacdo do antigénio, por sua vez,
produz uma variagcdo contraria da capacidade, completamente negativa e tendendo para 0 para
frequéncias inferiores a 10 MHz. Relativamente a impedancia, no teste sem antigénio a variagdo é
negativa para frequéncias inferiores a 10 kHz, enquanto no teste com antigénio, a impedancia varia de
forma positiva para as mesmas frequéncias. O comportamento inverso da impedancia relativamente a
capacidade é demonstrado pela Equacdo 10, que define a impedancia de um condensador perfeito,
onde a impedancia (Z) é inversamente proporcional a frequéncia (f) e a capacidade (C)"". Desta forma,
para o intervalo de frequéncias entre 1 e 10 kHz, a aplicacdo do tampdo PBST produz uma variacdo
positiva da capacidade e uma variagdo negativa correspondente da impedancia do sistema,
verificando-se 0 comportamento oposto no caso da aplicagdo do antigénio. No entanto é de notar que

as variagOes de capacidade obtidas neste sensor sdo baixas, situando-se entre + 0,1 pF.

Z= j2rfcC (10)

A segunda abordagem no desenvolvimento do IDCpype cONsistiu no aumento da concentragdo de
anticorpo imobilizado para 66 € 100 pug/mL, mantendo a propor¢cdo de moles de antigénio para as
respetivas concentragdes. O objetivo consistiu em provocar um aumento da sensibilidade do sistema,
disponibilizando um nimero maior de moléculas de anticorpo e antigénio para produzir um aumento
na intensidade da variagdo da capacidade e impedancia, resultante da interagdo das biomoléculas. Na
Figura 3.3 e Figura 3.4 estdo representadas as variagdes da capacidade e impedancia para 0s sensores

com 66 e 100 ug/mL de anticorpo usado, respetivamente.
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Figura 3.3 — Variacao da capacidade (a) e impedéancia (b) em funcéo da frequéncia no sensor com anticorpo anti-
PfHsp70 (66 png/mL) imobilizado na membrana de PVDF, em duas condiges: teste sem antigénio — aplicacéo de

tampdo PBST; teste com antigénio — aplicagdo de PfHsp70 em tampé&o PBST (62 pg/mL).
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Figura 3.4 — Variacdo da capacidade (a) e impedéancia (b) em funcéo da frequéncia no sensor com anticorpo anti-
PfHsp70 (100 pg/mL) imobilizado na membrana de PVDF, em duas condiges: teste sem antigénio — aplica¢do
de tampdo PBST; teste com antigénio — aplicag¢do de PfHsp70 em tampdo PBST (93 pg/mL).

Em ambos os sensores (66 e 100 ug/mL de anticorpo imobilizado) observa-se um comportamento

semelhante da variagdo de capacidade e impedancia. A aplicagdo de tampdo PBST produz uma

variagdo decrescente da capacidade ao longo da frequéncia, sendo positiva a frequéncias inferiores a
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10 kHz. A aplicacéo do antigénio produz uma variacéo negativa crescente da capacidade até 3 MHz,
tornando-se seguidamente decrescente. Nos dois sensores, a separagdo entre as variacfes de
capacidade no teste sem e com antigénio é mais acentuada, uma vez que as duas curvas ndo chegam a
cruzar-se no intervalo de frequéncias de 1 kHz a 10 MHz, ao contrério do que acontece com a variagdo
da capacidade do sensor de 33 pg/mL a frequéncia de aproximadamente 20 kHz. No que diz respeito a
variacdo da impedéancia, o comportamento dos dois sensores (66 e 100 pug/mL) é bastante semelhante
entre si e concordante com o comportamento do sensor de 33 pg/mL — no teste sem antigénio a
variacdo é negativa a frequéncias inferiores a 10 kHz, enquanto no teste com antigénio a variagédo é

positiva para 0 mesmo intervalo de frequéncia.

Para uma melhor comparagdo da resposta dos trés sensores apoOs a ligacdo do antigénio, estd
representada na Figura 3.5 a variagdo da capacidade a 1, 10, 100 e 1000 kHz, para as trés

concentragdes de anticorpo utilizadas.
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B2 66 1,g/mI anticorpo imobilizado
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Figura 3.5 — Comparagdo da variacao de capacidade do IDCpypr I, N0 teste com antigénio, para as concentragdes
de 33, 66 e 100 pug/mL de anticorpo anti-PfHsp70 imobilizado na membrana de PVVDF.

Como se pode observar pela Figura 3.5, 0 aumento da concentracdo de anticorpo de 33 para 66 e 100
pg/mL produz uma diminuicdo gradual da capacidade. As maiores variacbes foram obtidas a
frequéncia de 1 kHz, sendo -0,08 + 88% pF, -0,16 + 43% pF e -0,21 + 34% pF para as concentracGes

de 33, 66 e 100 ug/mL, respetivamente. A frequéncia onde se observa maior variacdo esta dentro da
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gama oOtima de frequéncias (20 Hz a 6 kHz) para detecdo de alteracbes de capacidade como
consequéncia da ligagdo entre anticorpo e antigénio®™. No entanto, é de salientar que as variagdes
obtidas sdo baixas e com um elevado erro de medigdo associado, pelo que ndo se podem tirar
quaisquer conclusdes quanto as diferengas observadas.

O sensor para imunodetecdo foi repetido nas mesmas condi¢fes, mas invertendo a ordem das
biomoléculas imobilizadas na membrana (IDCpypr Il — ver secgdo 2.2.4.3). A detecdo do anticorpo
anti-PfHsp70 neste segundo sensor é feita através da ligagdo do anticorpo livre em solucdo ao
antigénio imobilizado na membrana. O antigénio PfHsp70 foi imobilizado as concentracGes de 33, 66
e 100 pg/mL, sendo que o anticorpo anti-PfHsp70 foi adicionado posteriormente & membrana seca. Na
Figura 3.6 esta representada a variacdo da capacidade a 1, 10, 100 e 1000 kHz, para as trés
concentragdes de antigénio utilizadas. A variacdo da capacidade e impedancia em resposta ao teste

com e sem anticorpo para as trés concentragfes de antigénio encontram-se no Anexo |.

0,5 5
133 pg/ml antigénio imobilizado
B2 66 g/ml antigénio imobilizado
0,4 - I 100 pig/ml antigénio imobilizado
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Figura 3.6 — Comparagdo da variacdo de capacidade do IDCpype I, no teste com anticorpo, para as
concentragdes de 33, 66 e 100 ug/mL de antigénio PfHsp70 imobilizado na membrana de PVDF.

Na Figura 3.6 observa-se que a variacdo da capacidade para as trés concentracGes de antigénio
imobilizado é maior a frequéncia de 1 kHz (0,11 + 64% pF, 0,14 £ 49% pF, 0,24 + 29% pF para as
concentracdes 33, 66 e 100 ug/mL, respetivamente), tal como no sensor IDCpype | (Figura 3.5). No

entanto, neste novo sensor, a variacdo de capacidade ap6s a adicdo do anticorpo é positiva, podendo
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ser indicativo de que a ligacéo entre o anticorpo e antigénio tem um efeito simétrico na variacdo da
capacidade do sistema, dependendo de qual dos membros do par se encontra imobilizado na matriz de
suporte. Novamente, a frequéncia onde h& maior variagdo da capacidade esta contida na gama 6tima
de frequéncias (20 Hz a 6 kHz) para imunodetecdo®™. A semelhanca do sensor IDCpypr |, a variagio de
capacidade para as trés concentracGes continua a ser baixa e com elevado erro associado, sendo que
para as frequéncias de 10, 100 e 1000 kHz, as variacGes obtidas sdo menores ou iguais ao erro da

medicdo.

A aplicacdo do antigénio ou anticorpo no teste da resposta do sensor (IDCpypr | € 11, respetivamente) é
feita com a membrana de PVDF seca. Segundo o fabricante, a membrana seca permite ao utilizador
desenvolver um método de imunodetecdo mais rapido, pois ndo é necessario um passo prévio de
blogueio das membranas, de forma a minimizar interac6es inespecificas das biomoléculas (ex.: ligacdo
do antigénio diretamente & membrana e ndo ao anticorpo)®. No entanto, a membrana de PVDF seca
apresenta um comportamento hidrofébico que pode impedir a difusdo das biomoléculas em solugdo

para o seu interior, impedindo que ocorra a ligagéo entre o anticorpo e antigénio no seio da matriz.

Na seccdo seguinte é analisado o processo de deposi¢do de antigénio na membrana de PVDF em
condi¢es hidrofébicas e hidrofilicas.

3.1.2 Influéncia do pré-tratamento da membrana de PVDF com alcool na penetragdo da

solugdo de antigénio através da matriz

Como foi referido na seccdo anterior, a membrana de PVDF tem um caréter hidrofobico que pode
condicionar a penetragdo do antigénio em solucéo para o interior da membrana. De forma a conferir
um carater hidrofilico, a membrana pode ser tratada previamente com um alcool antes da deposi¢do da

solucéo com antigénio.

Para testar o efeito do tratamento da membrana de PVDF com alcool, imobilizou-se enzima HRP
como simulagdo do antigénio, em duas condi¢Oes diferentes. Na primeira imobilizagdo, a membrana
de PVDF estava completamente seca antes da adicdo de HRP em tampéo PBS, enquanto na segunda
imobilizacdo, a membrana de PVDF foi hidratada pela adi¢éo de Isopropanol, previamente a adi¢do da
solucdo de antigénio. De forma a detetar a diferenca da quantidade de enzima imobilizada nas duas
condicbes, as membranas foram colocadas no fundo de cuvettes de quartzo cheias de ABTS (substrato
cromogéneo) e Peroxido de Hidrogénio (ver seccdo 2.2.5.1). A enzima HRP catalisa a reducdo do
Perdxido de Hidrogénio a agua, com a oxidagdo acoplada do substrato cromogéneo ABTS, resultando
num aumento da tonalidade verde da solugdo®. Na Equacio 11 esta expressa a reagdo de oxidacdo do
ABTS.
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HRP
H,0, + ABTS,,q —> 2H,0 + ABTS,, (11)

A cinética de oxidacdo do substrato vai portanto depender da quantidade de enzima imobilizada na

membrana. Na Figura 3.7 estdo representadas as cinéticas de oxida¢ao do substrato para cada uma das
membranas.
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Figura 3.7 — Influéncia do tratamento prévio da membrana de PVDF na capacidade de penetracdo da solugdo de
antigénio: PVDF seco — membrana seca (carater hidrofobico); PVDF hidratado — membrana tratada previamente
com Isopropanol 50% (v/v) e hidratada (carater hidrofilico).

Como se pode observar pela Figura 3.7, a membrana de PVDF hidratada apresenta uma cinética de
oxidacdo do substrato cerca de 4 vezes superior a cinética da membrana seca, indicando que na
membrana hidratada existe uma quantidade de enzima imobilizada que é cerca de 4 vezes superior a
enzima presente na membrana seca. Uma explicacdo para a diferenca entre as cinéticas de oxidagdo
apresentadas pelas duas membranas consiste em que na membrana seca, a enzima tera ficado
imobilizada apenas na camada superficial da matriz. No caso da membrana hidratada, a solucdo de

HRP tera penetrado no interior da matriz, onde estdo disponiveis mais lugares de imobilizagdo.
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O resultado da Figura 3.7 indica que o tratamento prévio da membrana com alcool resulta numa maior
penetracdo do antigénio na matriz, arrastado pela respetiva solucdo que o contém. Com base nesta
informacdo, prepararam-se dois sensores idénticos (IDCpypr 111) com anticorpo anti-HRP imobilizado
(100 pL de solugdo 100 pg/mL) numa membrana que foi posteriormente bloqueada com BSA 0,2%
(p/v). O teste das solucBes foi feito apds um passo de reidratacdo da membrana para promover a
penetracdo das solucBes para o interior da matriz. O teste sem antigénio foi efetuado depositando
tampdo PBST sobre a membrana de um dos sensores, enquanto o teste com antigénio foi feito
depositando HRP em tampédo PBST sobre o outro sensor. As variagGes da capacidade e impedancia

dos dois sensores encontram-se representadas na Figura 3.8.
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Figura 3.8 — Variacao da capacidade (a) e impedancia (b) em funcdo da frequéncia no sensor com anticorpo anti-
HRP (100 ug/mL) imobilizado na membrana de PVDF, em duas condicdes: teste sem antigénio — aplicacdo de
tampédo PBST; teste com antigénio — aplica¢do de HRP em tampdo PBST (59 ug/mL).

O célculo da variagdo da capacidade em cada situagéo consistiu na subtracdo da capacidade inicial ao
valor da capacidade ap6s a aplicacdo da solugdo teste no respetivo sensor. O célculo da variacdo da

impedéncia, para o cada um dos testes, foi efetuado da mesma forma descrita para a capacidade.

Como se pode observar pela Figura 3.8, a aplicacdo de tampdo PBST sem antigénio produz um
decréscimo significativo em relagdo & capacidade inicial do sensor, enquanto a aplicacdo da solugdo
com antigénio produz um ligeiro aumento da capacidade no intervalo de frequéncia entre 1 kHz e 1
MHz. Em relacdo & impedancia do sistema, para frequéncias inferiores a 100 kHz, a aplicacdo de

tampdo PBST produz um aumento da impedancia, enquanto a aplicacdo do antigénio em solucéo
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produz um efeito contrario. O comportamento oposto da resposta do sensor nas duas situacdes, tanto
em termos de capacidade, como de impedancia, é indicativo de que o sistema é capaz de descriminar

entre as duas solugdes.

A semelhanca dos sensores IDCpypr | € 11, @ maior variacio da capacidade em resposta a presenca do
antigénio foi obtida a frequéncia de 1 kHz (0,15 + 47% pF). No entanto, o valor da varia¢éo continua a
ser baixo e com erro elevado. Uma vez que a deposicdo do antigénio foi feita na membrana
humedecida, seria espectavel um aumento na intensidade da variagdo da capacidade como resultado da
ligacdo entre o anticorpo imobilizado na matriz e o antigénio, o que néo se verificou. Tendo em conta
a variacdo da capacidade produzida pela aplicacdo do tampdo PBST sem antigénio, por exemplo, a
frequéncia de 1 kHz (-0,61 = 11% pF), observa-se que a solucdo tampdo produz uma variagao
contraria € mais acentuada em compara¢do com a variacdo produzida pelo antigénio. O efeito do
tampéo na capacidade do sistema foi analisado (ver Figura 3.9) através da construcdo de dois sensores
IDCpypr em bruto (membranas sem proteinas), testando 6 vezes a resposta do sistema & adicdo de
tampéo PBST.
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Figura 3.9 — Capacidade nominal de dois sensores IDCpypr (A € B) para as frequéncias 1 kHz (m), 10 kHz (o),
100 kHz (A) e 1000 kHz (), ao longo de 6 adi¢des de tampao PBST (100 pL) sobre a membrana de PVDF sem
anticorpo. Entre cada adicdo de solucdo as membranas dos sensores foram reidratadas. A adicdo O representa a
capacidade inicial do sensor.

Através da Figura 3.9 observa-se que a capacidade dos sensores A e B varia de forma
maioritariamente decrescente com as adi¢des sucessivas do tampdo PBST. Uma explicacdo possivel

para o decréscimo sucessivo da capacidade com a adi¢do de tampdo podera estar relacionada com o

52



RESULTADOS: APRESENTAGAO E DISCUSSAO

aumento de i0es presentes na membrana de PVDF com cada adigdo de tampdo. No Anexo Il encontra-
se a composi¢do elementar de uma membrana de PVDF tratada com tampdo PBST, onde se pode
observar a presenca vestigial de elementos constituintes do tampéo (ex.: P, Cl e Na). Relacionando a
informacdo obtida na Figura 3.8 e Figura 3.9 pode-se inferir que o efeito do tampdao na capacidade do
sistema podera estar a mascarar o fenémeno de ligagdo entre o anticorpo e antigénio, resultando numa

baixa variacdo da capacidade aquando do teste com HRP.

Outra explicacdo para a baixa variagdo produzida pelo teste do antigénio esta relacionada com o
bloqueio da membrana. A utilizacdo da membrana humedecida necessita de um passo de
bloqueamento com um agente inerte (neste caso BSA), que ndo interfira na interacdo entre o anticorpo
e antigénio e ao mesmo tempo ocupe 0s espacos de ligacdo vazios dentro da matriz de suporte,
minimizando as interacdes inespecificas entre o antigénio e a membrana. Na construgdo do sensor 111
adicionou-se a membrana de PVDF 0,2% (p/v) de agente de blogueio, que representa a concentragdo
minima recomendada pelo fabricante®. A concentragéo usada pode ndo ser suficiente para bloquear de
forma efetiva a membrana, podendo o antigénio estar a ligar-se maioritariamente & membrana e ndo ao

anticorpo.

Na sec¢do seguinte é analisado o processo de bloqueio da membrana de PVDF com vista a sua

otimizagao.

3.1.3 Otimizacéo do processo de bloqueio da membrana de PVDF

O bloqueio da membrana de PVDF, como referido anteriormente, é essencial para a minimizacéo das
interacOes inespecificas entre o antigénio e a matriz, no passo da detecdo. A utilizacdo de agentes
blogueantes que ocupam os lugares vazios na matriz, disponiveis para ligagdo ap6s a imobilizagdo do
anticorpo, permite que o antigénio permaneca livre para difundir ao longo da membrana e ligar-se ao
respetivo anticorpo. Desta forma, o bloqueio assegura que a variacdo das propriedades dielétricas
sentidas pelo sensor ndo sejam o resultado de um falso-positivo provocado pela ligacdo do antigénio a

membrana, mas antes o produto da interacdo entre o antigénio e o anticorpo imobilizado.

Para obter o melhor compromisso entre a natureza e concentracdo de agente bloqueante, tempo e
método do processo, efetuou-se um estudo sobre o processo de bloqueio da membrana de PVDF (ver
seccdo 2.2.5.2). O estudo do blogueio foi feito com um conjunto de 4 membranas de PVDF hidratadas,
com detecdo final do antigénio HRP através do registo 6tico da oxidagdo do substrato cromogéneo
ABTS. No estudo, o controlo negativo consistiu numa membrana blogueada, sem anticorpo
imobilizado e sem adicdo de antigénio HRP. Este controlo teve como objetivo demonstrar que na
auséncia do antigénio a cinética de oxidagdo do substrato é praticamente nula. O controlo positivo

consistiu huma membrana ndo bloqueada, sem anticorpo imobilizado, a qual foi adicionado o
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antigénio HRP. O proposito deste controlo consistiu em fornecer uma referéncia para a totalidade de
enzima que fica imobilizada na membrana. A membrana blogueada sem anticorpo imobilizado e a
qual foi adicionado antigénio teve como objetivo fornecer uma nogéo do papel do agente de blogueio
no impedimento da ligacdo do antigénio a membrana. A membrana bloqueada e com anticorpo
imobilizado teve como objetivo mimetizar as condi¢es das membranas coladas sobre os sensores. Na
Figura 3.10 estdo representados os resultados do bloqueio com BSA 2% (p/v), durante 1 e 16 horas,

bem como o bloqueio com BSA 5% (p/v) durante 1 hora.
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Figura 3.10 — Otimizacdo do processo de bloqueio das membranas de PVDF com BSA. Ensaio A — blogueio
com 100 uL de BSA 0,2% (p/v) durante 1 hora (a). Ensaio B — bloqueio com 100 uL de BSA 0,2% (p/v) durante
16 horas (b). Ensaio C — bloqueio com solugdo de BSA 5% (p/v) durante 1 hora (c). A membrana de PVDF sem
antigénio e a membrana de PVDF apenas com antigénio constituem o0 controlo negativo e positivo,
respetivamente. Cada membrana de PVDF foi produzida em duplicado.
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O primeiro ensaio (Figura 3.10.a) consistiu na avaliacdo do bloqueio aplicado no sensor IDCpypf I
(ver seccdo 2.2.4.4), onde a membrana foi bloqueada com 100 uL de solucdo BSA 0,2% (p/v) durante
1 hora. Comparando a membrana de PVDF apenas bloqueada com BSA com a membrana do controlo
positivo observa-se que a cinética de oxidacdo do substrato é menor para a membrana bloqueada,
correspondendo a uma diferenca de cerca de 20%. A diferenca entre as duas membranas pode ser
explicada pela acdo da BSA presente na membrana bloqueada, que impediu a ligacdo de algum
antigénio a matriz. Com uma menor quantidade de enzima presente na membrana, a cinética de
oxidacdo do substrato é mais lenta, resultando na diferenca observada. A membrana bloqueada com
BSA contendo o anticorpo anti-HRP imobilizado apresenta uma cinética de oxidacdo 15% superior ao
controlo positivo. Comparando as duas membranas blogueadas, com e sem anticorpo, para este ensaio,
obtém-se que a presenca do anticorpo na membrana é capaz de aumentar a quantidade de antigénio
retido no interior da matriz, resultando num aumento da cinética de oxidag&o em cerca de 35%. Este
aumento é provocado pela presenca de HRP na membrana que esta ligado ao anticorpo. No entanto, é
de notar que tanto a cinética da membrana bloqueada sem anticorpo, como a cinética da membrana
bloqueada com anticorpo, tém um erro associado de 30% e 20%, pelo que o bloqueio ndo pode ser

considerado eficaz.

O segundo ensaio (Figura 3.10.b) teve como objetivo averiguar o efeito do tempo de incubacéo do
blogueio da membrana. O bloqueio foi feito com uma gota de 100 uL de solugdo BSA 0,2% (p/v)
sobre as membranas, durante 16 horas. A incubacdo do anticorpo sobre a membrana teve a duracdo de
4 horas, para averiguar se 0 aumento do tempo de contacto entre a solu¢cdo com anticorpo e a
membrana teria efeito na cinética de oxidacdo medida posteriormente. Comparando a membrana
apenas bloqueada com BSA, durante 16 horas, com o controlo positivo observa-se que a cinética de
oxidacdo do substrato é menor para a membrana bloqueada, correspondendo a uma diminuigdo de
21%. A diferenca obtida entre a membrana bloqueada e o controlo positivo no ensaio B ndo sofreu
melhoria quando comparada com a mesma diferenca para o ensaio A, demonstrando que para BSA
0,2% (p/v) um bloqueio de 1 hora € suficiente. A membrana blogueada com BSA (16 horas) contendo
0 anticorpo anti-HRP imobilizado (4 horas) apresenta uma cinética de oxidagdo 25% superior ao
controlo positivo. Comparando as duas membranas blogueadas, com e sem anticorpo, para este ensaio,
obtém-se que a presenca do anticorpo na membrana resulta num aumento da cinética de oxidagdo em
cerca de 46%, como consequéncia do antigénio ligado ao anticorpo. Comparando a variacdo das
mesmas membranas para 0 ensaio A, observa-se que o aumento do tempo de imobilizagdo do
anticorpo produziu um aumento de 10% da cinética de oxidagdo. Por questdo prética do fabrico do

sensor, decidiu-se manter o tempo de imobilizagdo do anticorpo em 1 hora.

No terceiro ensaio (Figura 3.10.c) com BSA optou-se por aumentar a concentracdo do agente
blogueante para 0 méaximo recomendado pelo fabricante. As membranas foram colocadas numa

solugdo de BSA 5% (p/v), com agitacdo, de forma a garantir que toda a superficie das membranas
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estaria em contato com o agente bloqueante. O tempo de lavagem das membranas apds cada
tratamento foi duplicado, de forma a garantir que a BSA em excesso néo estivesse a bloguear a entrada
dos poros, impedindo a difusdo do antigénio para o interior da membrana. Analisando a diferenca
entre a membrana bloqueada sem anticorpo e o controlo positivo, observa-se que a primeira apresenta
uma cinética superior face ao controlo positivo. Este resultado pode ser indicativo de que o blogueio
ndo tenha sido bem-sucedido para a primeira membrana. Por outro lado, o facto de o controlo positivo
apresentar uma cinética inferior pode estar relacionado com o carater hidrofébico da membrana de
PVDF. Durante a preparacdo das membranas, o pré-tratamento com Isopropanol pode ter sido
insuficiente no caso das membranas controlo. Uma parte da matriz pode ter mantido o seu carater
hidrofébico, dificultando a difusdo da solucdo de antigénio para o interior da membrana, resultando

numa menor quantidade de HRP presente.

Nos trés ensaios com BSA enquanto agente de bloqueio, ndo foi possivel obter um blogueio
completamente eficaz da membrana. Um blogueio ideal teria sido indicado por uma cinética da
membrana blogueada sem antigénio o mais préximo de 0 possivel, indicando que o maior nimero
possivel de lugares disponiveis para ligagdo da matriz estaria ocupado pela BSA. Como alternativa a
BSA, aplicou-se leite em p6 magro como agente blogueante nas membranas. O leite enquanto agente
de bloqueio representa uma solugdo coloidal rica em proteinas de diversos tamanhos, que poderdo
ocupar mais facilmente diversos locais de ligagdo no interior da matriz?>***’. Na Figura 3.11 estdo
representados os resultados do bloqueio com leite em pé 5% (p/v), durante 1 hora, para duas

concentragdes de anticorpo imobilizado — 100 e 200 pg/mL.
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Figura 3.11 — Otimizacdo do processo de blogueio das membranas de PVDF com leite em pd. Ensaio D —
blogueio com solucéo de leite em p6 5% (p/v) durante 1 hora (a). Ensaio E — bloqueio com solugéo de leite em
poé 5% (p/v) durante 1 hora e aumento da concentracdo de anticorpo imobilizado para 200 pg/mL (b). A
membrana de PVDF sem antigénio e a membrana de PVDF apenas com antigénio constituem o controlo
negativo e positivo, respetivamente. Cada membrana de PVVDF foi produzida em duplicado.

Em ambos os ensaios, as membranas foram colocadas numa solucdo de leite em p6 5% (p/v), com
agitacdo, de forma a garantir que toda a superficie das membranas estaria em contato com o agente
blogueante. Como se pode observar pela Figura 3.11.a, a cinética de oxidacdo da membrana bloqueada
sem anticorpo corresponde a cerca de metade da cinética do controlo positivo. A cinética da
membrana com anticorpo difere em 17% do controlo positivo. Quando comparados com 0s resultados
dos ensaios com BSA, os resultados do ensaio D sdo indicativos de que o leite em pd permite um
bloqueio das membranas mais eficaz. A cinética da membrana com anticorpo é inferior ao controlo
positivo, o que ndo sucede nos ensaios com BSA. Num bloqueio ideal, o controlo positivo devera ter o
maior sinal das trés membranas, pois tem o maior ndmero de locais disponiveis para ligacdo
desocupados no interior da matriz. A membrana com anticorpo e bloqueada devera ter um sinal
inferior ao controlo positivo, indicando que o sinal produzido pelo antigénio (enzima HRP) é referente

apenas a porcao que conseguiu ligar ao anticorpo.

O ensaio D demonstrou que o leite em p6 foi mais eficaz a bloquear a membrana. De forma a
aumentar a contribuicdo do anticorpo no sinal produzido, mas mantendo o efeito do bloqueio, no
ensaio E optou-se por duplicar a concentracdo do anticorpo e antigénio, mantendo a condi¢do do
bloqueio aplicada no ensaio D. Pela Figura 3.11.b observa-se que duplicando a concentracdo do
antigénio HRP aplicado na membrana anula o efeito do bloqueio com leite, uma vez que as cinéticas

do controlo positivo e da membrana blogueada sem anticorpo diferem em apenas 1%. Os resultados do
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ensaio D para as mesmas membranas indicam que o bloqueio com leite é eficiente, pelo que a pequena
diferenca demonstrada no ensaio E pode ser explicada pela retencdo de antigénio nos poros da
membrana. No entanto, o sinal produzido pela membrana com anticorpo é cerca de 3 vezes maior do
que o controlo positivo, representando a maior contribuicdo do anticorpo na ligagdo do antigénio

obtida nos cinco ensaios realizados.

Das cinco condices testadas nesta seccdo, selecionaram-se as condi¢fes do ensaio E para os restantes
sensores. As condicdes do ensaio E representam um compromisso entre o bloqueio da membrana e a

quantidade de biomoléculas disponiveis para interagir no interior da matriz.

Apos a selecdo das condigdes para o blogueio dos proximos sensores, avaliou-se a questdo da difuséo
do anticorpo e antigénio ao longo das membranas, de forma a assegurar que as biomoléculas

atravessam a matriz em toda a sua extensao.

3.1.4 Difusdo do anticorpo e antigénio através da membrana de PVDF

Para avaliar a distribuicdo do anticorpo ao longo da membrana apds o processo de imobilizacao,
aplicaram-se 60 pL de solucéo de anticorpo conjugado com fluoréforo FITC sobre uma membrana de
PVDF, durante 1 hora. A membrana foi analisada de seguida no microscépio confocal. Como
referéncia foi utilizada uma membrana de PVDF sem anticorpo. Na Figura 3.12 esta representada a

intensidade de fluorescéncia ao longo do corte transversal das duas membranas.
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Figura 3.12 — Determinagdo da distribuicdo do anticorpo através da membrana de PVDF apds o processo de
imobilizacdo. Membrana de referéncia (o) — fluorescéncia de fundo da membrana de PVDF. Membrana tratada
com anticorpo (e) — fluorescéncia emitida pelo fluoréforo FITC conjugado com o anticorpo anti-lgG de rato.

Comparando a intensidade da fluorescéncia das duas membranas, observa-se que a membrana
incubada com anticorpo apresenta uma intensidade de fluorescéncia muito superior a membrana de
referéncia. A intensidade da fluorescéncia em ambas as extremidades da membrana com anticorpo é
cerca de 6 vezes superior a intensidade da membrana de referéncia. Este valor indica que a solugédo de
anticorpo aplicada no topo da membrana difundiu com sucesso até a extremidade oposta. O maximo
da intensidade presente a cerca de metade da espessura da membrana (60 um) pode ser um artefacto
produzido pela rugosidade da superficie do corte transversal, como pode ser observado na imagem da
membrana com anticorpo da Figura 3.12. Por esta razdo, a regido central do corte transversal ndo deve
ser interpretada como sendo o local de maior concentracdo de anticorpo. O presente ensaio demonstra
que o anticorpo esta presente ao longo de toda a espessura da membrana de PVDF, sendo portanto

abrangido pelo campo elétrico produzido pelos microelétrodos do sensor IDCpypk.

A difusdo do antigénio através da membrana foi determinada através da deposicdo de 50 uL de
solugdo de HRP sobre uma membrana com anticorpo anti-HRP imobilizado e bloqueada com leite em
p6 5% (p/v) — ver seccdo 2.2.6.1. A detecdo do antigénio foi feita seguindo o pico de oxidacdo do
ABTS a 424 nm. Na Figura 3.13 estdo representados os resultados da penetracdo do antigénio ao

longo da membrana de PVDF.
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Figura 3.13 — Difusdo do antigénio HRP através da membrana de PVDF com anticorpo anti-HRP imobilizado e
blogueada com leite em p6 5% (p/v). Uma segunda membrana de PVDF, ndo tratada, foi colocada sob a
membrana com anticorpo, de forma a captar o antigénio que atravessasse completamente a membrana superior.

Uma boa penetracdo do antigénio na membrana é essencial para o sucesso do sensor, pois caso
contrario ndo haverd interacdo entre o par anticorpo/antigénio capaz de ser detetada na regido de
medicdo do campo elétrico. Os resultados da Figura 3.13 demonstram que a solugdo de HRP
atravessou com sucesso a membrana de PVDF (com anticorpo e bloqueada), chegando até a
membrana inferior. Pela diferenca das cinéticas apresentadas pelas duas membranas, observa-se que a
maioria do antigénio ficou retida na membrana inferior. Esta diferenca podera ser explicada pela acdo
do leite enquanto agente bloqueante, que compete com o antigénio pelos lugares de ligacdo
disponiveis na matriz, permitindo que este apenas se ligue ao anticorpo ou continue o seu trajeto de
difusdo ao longo da membrana. Os resultados tanto da Figura 3.12, como da Figura 3.13, demonstram
que o anticorpo e antigénio sdo capazes de difundir ao longo de toda a espessura da membrana, pelo
que estardo perfeitamente localizados dentro da regido de medicdo do campo elétrico gerado pelos
microelétrodos do sensor. Com base nesta informacdo construiram-se mais trés sensores IDCpypr Nas
condi¢des do ensaio E (ver seccdo anterior), com vista a detecdo do analito/antigénio especifico, HRP.

Os resultados obtidos sdo apresentados e analisados na sec¢do seguinte.
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3.1.5 Detecdo do analito especifico HRP

Apdbs os ensaios de otimizagdo do bloqueio e avaliacdo da penetragdo do par anticorpo/antigénio na
membrana de PVDF, fabricaram-se trés sensores (IDCpypr V) contendo anticorpo anti-HRP para
testar a resposta da variacdo de capacidade nas condi¢Bes do ensaio E da seccdo 3.1.3 (ver Figura
3.14.): i) auséncia de antigénio, aplicando somente tamp&o PBST sobre a membrana; ii) presenca do
antigénio HRP; iii) presenca de um antigénio que ndo tem epitopos reconhecidos pelo anticorpo, tendo
sido utilizada a proteina PfHsp70 para o efeito.
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Figura 3.14 — Comparacdo da variacdo de capacidade do IDCpypr IV, para membranas com o anticorpo anti-
HRP testadas na auséncia de antigenio (tampdo PBST), na presenca de antigénio HRP (antigénio especifico) e
teste com PfHsp70 (antigénio ndo especifico). O anticorpo anti-HRP (200 ug/mL, 100 uL) foi imobilizado nas
membranas, com bloqueio posterior com leite em p6 5% (p/v). Sobre os respetivos sensores foram aplicados 100
uL de solugdo de HRP (117 pg/mL) ou de PfHsp70 (187 ug/mL).

As variacBes de capacidade apresentadas na Figura 3.14 indicam que o sensor ndo foi capaz de
distinguir com sucesso as trés solucBes aplicadas. Para as quatro frequéncias analisadas, as variagdes
obtidas para o teste sem antigénio (tampédo PBST) e PfHsp70 (antigénio ndo especifico) sao inferiores
ao erro da medicdo. O mesmo verifica-se para o teste com antigénio HRP (antigénio especifico) onde,
com excec¢do da frequéncia 1 kHz, todas as variagdes obtidas sdo inferiores ao erro associado. A
presenca do antigénio na membrana do sensor foi confirmada através da deposicdo de solugdo do
substrato ABTS sobre o sensor (ver Anexo Il1). Ao fim de 3 minutos, a membrana adquiriu um tom

verde, indicando a oxidacdo do substrato pela enzima presente na membrana. O controlo foi feito
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depositando a mesma solugdo sobre a membrana do sensor com PfHsp70. Nesta membrana ndo se

observou qualquer alteracéo de cor, pelo que o substrato nédo foi oxidado.

Com base nos resultados da Figura 3.14, as condic@es aplicadas no sensor IDCpype IV ndo foram bem-
sucedidas na producdo de um aumento do sinal correspondente a intera¢do do par anticorpo/antigénio,
apesar do aumento da concentracéo de anticorpo imobilizado e antigénio aplicado. Na seccéo 3.1.2 foi
demonstrado que a aplicacdo de tampdo PBST produz uma diminuicdo acentuada da capacidade do
sistema. No entanto, a diminui¢do ndo se verificou no caso do sensor IDCpypr 1V, uma vez que as
variagdes obtidas sdo inferiores ao erro associado, ndo podendo ser consideradas significativas. Uma
possivel explicagdo para a os resultados obtidos pode estar relacionada com o processo de fabrico do
préprio sensor. A fixacdo da membrana sobre o transdutor é feita de forma manual, sem um controlo
preciso da espessura de cola utilizada. Sendo o sistema de medicao utilizado sensivel a variagdes que
ocorrem a superficie do transdutor, o controlo da espessura da interface entre os microelétrodos e a

membrana é essencial para um adequado funcionamento do sensor com boa reprodutibilidade.

3.1.6 Fixacao da membrana de PVDF sobre o transdutor, mediada por um filme de cola epoxi

A deposicdo de um filme de cola com espessura controlada pode ser facilmente conseguida através de
spin-coating. No entanto, a cola utilizada até este momento (Cianoacrilato) ndo é indicada para uma
deposicdo por spin-coating, pois seca rapidamente durante o processo de fabrico do filme,

impossibilitando a fixa¢&o posterior da membrana.

Como alternativa a cola de Cianoacrilato optou-se por produzir um filme de cola epdxi por spin-
coating, com o proposito de uniformizar e diminuir a espessura da camada de cola para 0s sensores
fabricados. Os trés sensores foram reproduzidos nas mesmas condigdes, utilizando a camada de cola
epoxi para fixar a membrana a superficie dos microelétrodos (IDCpypr V — ver seccdo 2.2.4.6). Na
Figura 3.15 estdo representadas as variagdes de capacidade para a auséncia e presenca do antigéenio

HRP e presenca do analito ndo especifico PfHsp70.
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Figura 3.15 — Comparacdo da variagéo de capacidade do IDCpypr V, para o teste sem antigénio (tampéo PBST),
teste com antigénio HRP (analito especifico) e teste com PfHsp70 (analito ndo especifico). No fabrico do sensor
foi utilizada cola epdxi para fixar a membrana sobre os microelétrodos. Anticorpo anti-HRP (200 pg/mL, 100
uL) foi imobilizado nas membranas, com bloqueio posterior com leite em p6 5% (p/v). Sobre os respetivos
sensores foram aplicados 100 pL de solugdo de HRP (117 pug/mL) e PfHsp70 (187 pg/mL).

A variacdo da capacidade provocada pelo tampdo PBST foi negativa e superior ao erro associado,
estando de acordo com os resultados observados na secgdo 3.1.2 relativamente ao efeito do tampé&o na
capacidade do sistema. A variacdo da capacidade para o teste com o analito ndo especifico PfHsp70
pode ser considerada nula, pois para as quatro frequéncias analisadas, a variacdo obtida foi inferior ao
erro. A adicdo deste analito na membrana ndo provocou, portanto, qualquer alteracdo significativa no
sistema, pelo que podera nem estar presente no interior da matriz. A variacdo produzida no teste com
antigénio HRP foi superior ao erro associado, para todas as frequéncias, mas negativa e semelhante a
variacdo da capacidade no teste sem antigénio, para as frequéncias superiores a 1 kHz. Com base
nestes resultados, ndo se pode considerar que o sensor com cola epdxi tenha produzido uma resposta
distinta do teste com tamp&o PBST em relacdo ao teste com HRP. A espessura da camada de cola foi
determinada como tendo cerca de 50 um de espessura (ver Anexo V), um valor ndo desejavel pois

compreende apenas um quarto da zona de detecé&o.

Os sensores com membrana de PVDF aqui apresentados necessitam ainda de investigacdo sobre o
processo de fixacdo da membrana ao transdutor, o tipo de medicdo elétrica e o aumento da
sensibilidade da camada sensivel produzida pelos anticorpos imobilizados. O processo de fixa¢do da
membrana tem de garantir que a extremidade inferior da matriz esteja 0 mais proximo possivel do

transdutor, tendo também de assegurar que a espessura da interface entre a membrana e o transdutor
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seja igual e constante durante as repeticdes do sensor. As baixas variacfes de capacidade na presenca
do antigénio podem também ser resultado de uma fraca sensibilidade do método de medicéo elétrica,
sendo necessaria uma analise futura sobre métodos de medicdo alternativa, como por exemplo, a
utilizacdo de medidas diferenciais com um amplificador Lock-In. Por fim, a quantidade de anticorpo
aplicada nas membranas pode ser insuficiente para promover uma alteracdo significativa da
capacidade do sensor. Uma solucdo seria saturar a membrana com anticorpo. No entanto, esta
abordagem apresenta uma desvantagem imediata, pois iria encarecer o processo de fabrico do sensor.
E entfo necesséario um estudo sobre a quantidade de anticorpo minima na membrana para gerar um

sinal passivel de medicdo e consequente viabilidade econémica do sensor.

3.2 Sensor com nanobastonetes de ZnO
3.2.1 Deposicgéo e caraterizagdo dos nanobastonetes de ZnO a superficie do transdutor

Como foi referido anteriormente, 0s nanobastonetes de ZnO apresentam propriedades interessantes —
cinética de transferéncia eletronica rapida; ponto isoelétrico elevado; razdo area superficial/volume
elevada; estabilidade quimica; atividade eletroquimica; biocompatibilidade — que os tornam bastante
atrativos como suporte & imobilizagdo de biomoléculas para fins sensoriais® . O processo de
imobilizacdo de proteinas sobre os nanobastonetes de ZnO é mais complexo do que no caso das
membranas de PVDF, requerendo a utilizacdo de agentes de reticulacdo (cross-linkers). No entanto,
devido a ligacdo estabelecida entre as nanoestruturas e as proteinas ser mais robusta do que a mera
fisissorcdo, € menos provavel que ocorra perda de material bioldgico nas lavagens dos sensores,

durante as fases de fabrico e teste.

Os nanobastonetes foram sintetizados diretamente sobre os microelétrodos de ouro com 10 pum de
espacamento (G) e largura (W). Aplicando a formula Apc=2(G+W)™ obtém-se que a regido de medida
é de 40 um, cobrindo perfeitamente a camada sensivel (espessura de um) resultante da imobilizagdo
de anticorpos sobre os nanobastonetes. O método de sintese das nanoestruturas aplicado neste trabalho
consistiu na sintese quimica hidrotérmica. O processo consiste na deposi¢do de pequenos centros de
nucleacdo (seeds) sobre a superficie do substrato onde ira ocorrer o crescimento das estruturas,
seguido da colocacgéo do substrato em contato com uma solugdo aquosa aquecida, voltado para baixo,
desencadeando o crescimento das estruturas a partir das seeds. O método é relativamente simples e
com baixo custo associado. Ndo necessita de temperaturas elevadas e produz um grande volume de

estruturas de ZnO*’.

O primeiro passo no desenvolvimento do sensor com nanobastonetes de ZnO (IDCzy0) consistiu na

selecdo da melhor condicdo de sintese das nanoestruturas a superficie dos microelétrodos. Foram
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analisados quatro tempos de sintese — 1,5, 3, 5 e 7 horas — num reator com agitacdo e temperatura
controlados (ver secgdo 2.2.7.2). Os resultados dos quatro tempos de sintese encontram-se no Anexo V.
As sinteses de 5 e 7 horas produziram uma camada de nanobastonetes que cobria perfeitamente a area
abrangida pelos microelétrodos. Por uma questdo pratica do fabrico do sensor, estabeleceu-se o tempo
de sintese em 6 horas.

Os nanobastonetes sintetizados sobre a superficie do transdutor foram caraterizados por microscopia
eletronica no Centro de Investigagcdo de Materiais da FCT-UNL (ver Figura 3.16). As nanoestruturas
compdem uma matriz heterogénea tridimensional a superficie do transdutor e apresentam uma
configuracdo em estrela, sendo que as pontas possuem uma altura média de 500 nm e uma largura de

cerca de 100 nm.

A estabilidade dos nanobastonetes em contato com a solucdo de tampéo PBS foi testada, lavando o
transdutor durante 30 minutos com tampéo PBS, duas vezes com um passo intermédio de secagem. Na
Figura 3.17 esta representada uma sec¢do do transdutor apds a sintese dos nanobastonetes e a mesma
seccdo apds as duas lavagens com tampdo PBS. As nanoestruturas de ZnO permaneceram intactas
apos as lavagens. A estabilidade dos nanobastonetes é importante para o bom funcionamento do
Sensor, uma vez que as estruturas representam o suporte de imobilizagdo dos anticorpos, pelo que €
importante que permanegam inalteradas durante o processo de fabrico do sensor, bem como durante o

teste das solugdes sem e com analitos.
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Figura 3.16 — Caraterizacdo dos nanobastonetes de ZnO sintetizados a superficie do transdutor. Imagem SEM
realizada no Centro de Investigacdo de Materiais da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova
de Lisboa (CENIMAT, FCT-UNL).

Apos sintese Apds duas lavagens

Figura 3.17 — Avaliacdo da estabilidade dos nanobastonetes de ZnO apds contato com a solugdo de tampédo PBS.
O transdutor com nanobastonetes foi lavado duas vezes com tampdo PBS. As nanoestruturas permaneceram
intactas apds o contato com o tampéo, como se pode observar nas regides circuladas a vermelho.

3.2.2 Detecédo do antigénio HRP

Uma vez confirmada a estabilidade dos nanobastonetes de ZnO, prosseguiu-se & construcao de trés

sensores idénticos, sintetizando simultaneamente as nanoestruturas sobre trés transdutores, no interior
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de um reator (ver secgdo 2.2.7.2). Seguidamente os trés sensores foram sujeitos a um passo de
reticulacdo do anticorpo aos nanobastonetes, seguido de um passo de bloqueio. Cada um dos sensores
preparados foi entdo testado com uma solucdo diferente. Na Figura 3.18 estéo

componente real (Zr,) € imaginaria (Z,,) da impedancia ao longo da constru¢do e teste dos trés
sensores.

representadas a
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Figura 3.18 — Comparagdo da componente real (Zge) € imaginaria (Z,,) da impedancia para cada passo da
construgdo e teste dos trés sensores: a) sensor testado com tampdo PBS; b) sensor testado com solucdo de
PfHsp70 (analito ndo especifico); c) sensor testado com antigénio HRP (analito especifico).
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Pela analise das duas componentes da impedancia observa-se que cada passo da construgdo do IDCz,0
produziu uma alteracdo da impedancia comum aos trés sensores. O revestimento dos nanobastonetes
com MPTMS (Figura 3.18, curva vermelha) e reticulagdo (cross-linking) do anticorpo (Figura 3.18,
curva verde) provocaram uma descida sucessiva e acentuada tanto Zg,, como da Z;,, Nos trés sensores.
A adigdo destas moléculas a superficie dos transdutores pode estar a facilitar a conducao de corrente
através das pistas dos microelétrodos, resultando numa diminui¢cdo da impedancia do sistema. O
bloqueio com BSA teve um efeito contrario, provocando um aumento da componente imaginaria
(entre 150 e 250 Q) e real (entre 600 e 950 Q) da impedancia. Comparando variagao da Zge € Z;, apos
0 blogueio, observa-se que para 0s trés sensores a componente real — relacionada com a resisténcia do
sistema — é a que apresenta maior variagdo. O agente de blogueio foi aplicado em excesso (5% p/v), de
forma a garantir que todos os locais livres a superficie do transdutor fossem ocupados. O excesso de
BSA aplicado pode ter formado zonas de grande acumulagdo da proteina, criando uma barreira
resistiva sobre o transdutor. A semelhanca no comportamento da variagdo da impedéncia (real e
imaginéria) para os trés sensores, em cada passo do processo de fabrico é um fator indicativo da sua

reprodutibilidade.

Na fase de teste do sensor, observa-se que a aplica¢do da solucdo de tampédo PBS e da solucdo de
PfHsp70 (analito ndo especifico) provocou uma variagdo da impedéncia idéntica. Para as duas
solugdes, a Z, variou -100 Q e a Zg, variou -400 Q. A aplicacdo da solu¢do de antigénio HRP (analito
especifico) provocou uma variacdo de 375 Q para a Zj, e de 1400 @ para a Zg.. A ligagdo do
antigénio ao anticorpo aumentou a impedancia do sistema, com uma maior contribuicdo da

componente resistiva.

Na Figura 3.19.a estd expressa a varia¢do da capacidade do sensor IDCz,0 no intervalo de frequéncia

entre 100 Hz e 10 MHz para cada um dos testes efetuados.
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Figura 3.19 — (a) Comparacdo da variacdo da capacidade do sensor IDCz,o para as solugdes de tampdo PBS,

PfHsp70 (analito ndo especifico) e antigénio HRP (analito especifico). (b) Confirmacéao da presenga do antigénio

HRP no sensor através da oxidacdo do substrato ABTS. Apenas a solugdo em contato com o sensor com HRP
sofreu alteragéo de cor, confirmando a presenca do antigénio.

A aplicacdo de solucdo com antigénio HRP sobre o sensor produziu uma variacdo negativa da
capacidade, mais acentuada no intervalo de frequéncias entre 1 e 10 kHz (-6,75 + 3% nF e -7,65 + 4%
nF, respetivamente). Para as mesmas frequéncias, a aplicacdo da solucdo de tampdo PBS (0,76 £ 62%
nF e 1,67 £ 25% nF) e de PfHsp70 (2,77 £ 9% nF e 4,29 + 6% nF) produziu uma variagdo positiva da
capacidade. Estes sensores geraram, portanto, um sinal capaz de descriminar entre a presenga e
auséncia do antigénio especificamente detetado pelo anticorpo imobilizado. O intervalo de frequéncias
onde houve maior variacdo da capacidade (1-10 kHz) encontra-se na gama 6tima de frequéncias (20
Hz a 6 kHz) para detetar alteracbes de capacidade como consequéncia do evento de ligacédo entre

anticorpo e antigénio™®.

A confirmacdo da presenca do antigénio HRP no sensor foi feita através da incubacdo do sensor
durante 3 minutos com solugdo de ABTS. Os restantes sensores, que ndo contém a enzima, foram
incubados nas mesmas condic@es, servindo de controlo negativo. Na Figura 3.19.b observa-se que
apenas a solugdo em contato com o sensor de HRP sofreu uma mudanca de cor, resultado da oxidacéo
do ABTS catalisada pela enzima, provando que o antigénio encontra-se presente no sensor. Nos
restantes dois sensores, a cor da solugdo de ABTS permaneceu inalterada, pois ndo ha enzima
disponivel para promover a oxidagao do substrato ABTS.

O sensor IDCz,o analisado conseguiu gerar um sinal distinto indicativo da presenca do antigénio,

constituindo um ponto de partida promissor no desenvolvimento de um dispositivo capaz de
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imunodetecdo. Serdo necessarias repeticBes adicionais do sensor, de forma a avaliar a sua
reprodutibilidade, bem como um estudo de estabilidade, sensibilidade e intervalo de concentragGes de
forma a determinar uma gama de trabalho onde a resposta do sensor seja proporcional a presenga do
antigénio. Por Gltimo, a resposta do sensor terd de ser avaliada na presenga de amostras bioldgicas

complexas e comparada com outros métodos de imunodetecao.
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CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

4 Conclusdes e Perspetivas Futuras

No trabalho foi estudado o desenvolvimento de biossensores capacitivos compostos por
microelétrodos interdigitais e anticorpos imobilizados, enquanto um sistema capaz de imunodetecao.
A aplicagdo de matrizes de suporte a imobilizacdo de anticorpos sobre o transdutor foi analisada para
dois tipos de materiais — membranas comerciais de Fluoreto de Polivinilideno (PVDF) e
nanobastonetes de Oxido de Zinco (ZnO). A conjugacdo das matrizes com um transdutor composto
por microelétrodos é uma abordagem inovadora que podera permitir a sua utilizacdo em sistemas de
imunodetecdo em vez de nanoelétrodos, que representam uma alternativa de fabricagdo mais

dispendiosa.

As membranas comerciais de PVDF permitiram que o processo de imobilizacdo das biomoléculas
fosse efetuado de uma forma simples e econdmica, sem necessidade de recorrer a agentes de
reticulacdo (cross-linkers), bastando apenas depositar uma solugédo de anticorpo sobre a membrana,

ocorrendo um processo de fisossor¢ao do anticorpo a membrana.

O ensaio com o substrato cromogéneo ABTS referente ao efeito do tratamento prévio da membrana
comercial de PVDF com alcool demonstrou que a hidratagdo da membrana resulta numa retengdo de
antigénio cerca de 4 vezes maior do que quando a membrana se encontra desidratada. O tratamento
prévio da membrana com alcool resulta entdo numa maior penetracdo do antigénio na matriz,
arrastado pela respetiva solugdo que o contém. Os ensaios da difusdo do anticorpo e antigénio através
da membrana demonstraram que as biomoléculas sdo capazes de atravessar a matriz microporosa da
membrana de PVVDF em toda a sua extensdo, pelo que o evento de biorreconhecimento podera ocorrer

assim ao longo da regido de medicdo do campo elétrico.

As variacOes de capacidade registadas pelos sensores testados com membranas de PVDF com
solucbes sem e com antigénio foram baixas (inferiores a 1 pF) e préximas ou inferiores ao erro de
medicdo associado ao aparelho. As baixas variacdes de capacidade obtidas podem também ser
resultado de uma fraca sensibilidade do método de medigdo elétrica, sendo necessaria uma analise
futura sobre métodos de medicdo alternativa, como por exemplo, a utilizacdo de medidas diferenciais
com um amplificador Lock-In. No entanto, é de notar que nos sensores com anticorpo anti-PfHsp70
(IDCpypk 1) € antigénio Hsp70 (IDCrypr I1) imobilizados nas membranas, as variacdes de capacidade
para as solucBes sem e com analito foram distintas, no intervalo de frequéncias entre 1 e 10 kHz. O
sensor com anticorpo anti-HRP imobilizado, onde foi depositado o antigénio HRP enquanto a
membrana estava humedecida (IDCpypr I11), também registou uma variagdo oposta da capacidade para
as duas solucgdes, no intervalo de frequéncias entre 1 kHz e 1 MHz, sendo que a maior variagdo
ocorreu a 1 kHz. Estes resultados indicam que a detecdo de interagBes entre anticorpos e antigénios

por El poderé ser feita a frequéncias inferiores a 10 kHz.
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O efeito do tampdo PBST na variacdo da capacidade foi analisado e verificou-se que este provoca uma
descida sistematica e gradual da capacidade em cada medigdo. A variagdo negativa provocada pelo
tampdo poderd mascarar o sinal produzido pelo evento de biorreconhecimento. Seré necessario efetuar
estudos adicionais que esclarecam este efeito observado para o tampdo. Em alternativa, o sistema de
medicao podera ser alterado para um modelo diferencial, onde num sensor é apenas medida a variacao
da capacidade com aplicagdo de tampéo, enquanto num sensor teste é medida a variacdo da capacidade
com aplicacdo da amostra. O sinal do sensor com tampao serd subtraido ao sinal do sensor com a

amostra, sendo o sinal final equivalente apenas a presenga/auséncia do antigénio na amostra.

Relativamente ao processo de fixacdo da membrana sobre o transdutor, é necessario um estudo
aprofundado. O processo de fixacdo da membrana tem de garantir que a extremidade inferior da matriz
esteja 0 mais proximo possivel do transdutor e que a espessura da interface entre a membrana e o
transdutor seja igual e constante durante as repeticbes do sensor. A producdo de um filme fino
homogéneo de cola por deposicdo de filme fino (spin-coating) antes da fixagdo da membrana foi
testada no sensor IDCrypr V. A cola de Cianoacrilato usada na fixacdo das membranas dos sensores |
a IV ndo é compativel com spin-coating, pelo que se utilizou uma cola epoxi. A resina foi bem-
sucedida na criacdo de um filme fino homogéneo capaz de fixar a membrana sobre o transdutor.
Porém, a variacdo de capacidade no teste do sensor ndo apresentou melhorias em relagdo aos sensores
anteriores, porque a espessura do filme produzido foi elevada — aproximadamente 50 um. Assim, teréo
de ser avaliados métodos alternativos reprodutiveis para a fixacdo da membrana, que assegurem o
contato mais préximo e constante entre a membrana e o transdutor. Uma solucdo possivel passa pela
utilizacdo de uma cola menos viscosa ou em aumentar o nimero de rotacdes durante o processo do

filme fino.

No sensor cuja matriz de suporte a imobilizagdo de anticorpos era composta por nanobastonetes de
Oxido de Zinco (IDCzy0) observou-se uma diferenca distinta entre o sinal produzido no teste com
antigénio HRP (variagdo negativa da capacidade) e os sinais produzidos na auséncia do antigénio e
resposta na presenca de um analito ndo especifico (variagdo positiva da capacidade para ambos os
casos). A confirmacédo da presenca do antigénio HRP com o substrato cromogéneo ABTS reforcou a
ideia de que o antigénio se encontrava ligado ao anticorpo imobilizado sobre as nanoestruturas do
sensor, confirmando a variacdo negativa da capacidade como resultado da ligacdo do analito ao

biorrecetor.

A variacdo da capacidade no teste com antigénio foi maior nas frequéncias 1 e 10 kHz. Tal como nos
sensores IDCpypr, a detecdo de interagdes entre anticorpos e antigénios por El podera ser feita a

frequéncias inferiores a 10 kHz.

O sensor IDCz,o desenvolvido neste trabalho terd de ser avaliado do ponto de vista de

reprodutibilidade, mas os resultados preliminares obtidos foram bastante promissores. Uma vez
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confirmada esta reprodutibilidade, serdo necessarios estudos adicionais a diferentes concentracdes de
antigénio, para determinar a sensibilidade e intervalo de funcionamento do sensor, onde a resposta
gerada é proporcional & presenca do antigénio na amostra. A resposta do sensor tera de ser testada com
amostras biologicas complexas, onde o antigénio estard misturado com outros analitos (néo
especificos) em solugdo. Finalmente, poderdo ser testados diferentes pares de anticorpo/antigénio na
construgdo do sensor, de forma a comparar a uniformidade do sinal produzido. Se sensor for capaz de
produzir um sinal constante, independentemente do par anticorpo/antigénio utilizado, entdo ter-se-a
estabelecido um novo sistema para imunodetecdo baseado em microtransdutores capacitivos

interdigitais.

Em suma, neste trabalho foi demonstrado com sucesso a aplicagdo de matrizes de suporte a
imobilizacdo de anticorpos detetores sobre microelétrodos, com vista a maximizar a sua distribui¢éo
ao longo da regido de interacdo do campo elétrico. Foi demonstrado que 0s anticorpos encontram-se
presentes nas membranas de PVDF aplicadas e que tanto os anticorpos, como 0s respetivos antigénios
sdo capazes de penetrar na membrana, encontrando-se perfeitamente distribuidos ao longo da regido
de interagdo. Os sensores com nanobastonetes de ZnO produziram resultados bastante promissores,
constituindo um bom ponto de partida para a construcdo de um novo sistema para imunodetecéo,
capaz de competir com a configuracdo tradicional dos transdutores capacitivos com nanoelétrodos

interdigitais.
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Figura 6.1 — Variacdo da capacidade (a) e impedancia (b) em funcdo da frequéncia no sensor com antigenio
PfHsp70 (33 pg/mL) imobilizado na membrana de PVDF, em duas condicOes: teste sem anticorpo — aplicagdo
de tampdo PBST; teste com anticorpo — aplicagéo de anti-PfHsp70 em tampé&o PBST (141 pg/mL).
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Figura 6.2— Variagcdo da capacidade (a) e impedancia (b) em funcdo da frequéncia no sensor com antigénio
PfHsp70 (66 pg/mL) imobilizado na membrana de PVDF, em duas condicfes: teste sem anticorpo — aplicagdo
de tampdo PBST; teste com anticorpo — aplicagéo de anti-PfHsp70 em tampé&o PBST (283 ug/mL).
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Figura 6.3 — Variacdo da capacidade (a) e impedéancia (b) em funcdo da frequéncia no sensor com antigénio
PfHsp70 (100 pg/mL) imobilizado na membrana de PVDF, em duas condigdes: teste sem anticorpo — aplica¢do
de tamp&o PBST; teste com anticorpo — aplicacdo de anti-PfHsp70 em tampé&o PBST (429 pg/mL).

6.2  Anexo Il - Composicio elementar da membrana de PVDF tratada com tampé&o PBST

Tabela 2 — Composicdo elementar de uma secdo de membrana de PVDF tratada com tampdo PBST. A
percentagem de cada elemento foi determinada por Espectroscopia de Energia Dispersiva.

Elemento Percentagem presente na membrana (%)
C 32,94
o) 6,9
F 45,80
Na 3,16
P 0,73
Cl 3,87
K 0,76
Ca 0,15
Cr 5,70

Total 100
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6.3  Anexo Il — Confirmacéo da presenca do antigénio HRP na membrana do sensor IDCpypr
v

(b)

Figura 6.4 — Confirmacéo da presenca do antigénio HRP na membrana do sensor IDCpypr 1V: (2) sensor com
HRP presente na membrana, confirmado pela alteracdo de cor da solucdo de ABTS; (b) controlo negativo onde
ndo se observa alteracéo de cor da solucéo de ABTS (sensor com PfHsp70).

6.4  Anexo IV — Determinacao da espessura do filme fino de cola epoxi

A (~ 0,12 mm)

Figura 6.5 — Determinacéo da espessura do filme fino de cola epdxi entre o substrato de vidro e a membrana de
PVDF. A — membrana de PVDF (120 um); B — filme fino de cola epdxi (50 um); C — substrato de vidro (1 mm).
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6.5 Anexo V - Sintese de nanobastonetes de ZnO sobre o transdutor realizada a quatro

intervalos de tempo diferentes

Figura 6.6 — Sintese de nanobastonetes de ZnO sobre o transdutor realizada em quatro intervalos de tempo
diferentes: (a) 1,5 horas; (b) 3 horas; (c) 5 horas; (d) 7 horas.
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