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Resumo

A necessidade de desenvolver técnicas de diagndstico rapidas e de baixo custo é
de extrema importancia, principalmente quando se trata de melhorar as condigfes de
saude global. Um fator importante para a prevencdo e tratamento das doencas
neurodegenerativas € o seu correto diagnostico precoce. Os biossensores sdo uma
ferramenta que poderao ser muito Gteis na construcdo de testes em contexto point-of-care,
sendo estes dispositivos de rapida resposta, de custo reduzido, minimamente invasivos e

de alta sensibilidade e especificidade.

O principal objetivo deste trabalho visa o desenvolvimento de um biossensor
eletroquimico, para o rastreio de doengas neurodegenerativas associadas ao
envelhecimento. Tem como base a detecdo de um biomarcador relacionado com os
processos neuro-inflamatorios, a Interleucina 6 (IL-6). Para este efeito, sdo desenvolvidos
polimeros de impressdo molecular, a base de materiais naturais, para o reconhecimento
desta proteina, nos quais a estrutura polimérica cresce diretamente sobre a area condutora
de um elétrodo. O biossensor é avaliado do ponto de vista de sensibilidade,
reprodutibilidade e seletividade, tendo em conta uma dete¢do eletroquimica na presenca

deste biomarcador.

Palavras-chave: biossensor; doenca de Alzheimer; interleucina 6; sensor

eletroquimico; polimero de impressdo molecular.






Abstract

The need to develop rapid and cost-effective diagnostic techniques is extremely
important, especially when it comes to improving global health conditions. An important
factor in the prevention and treatment of neurodegenerative diseases is their correct
diagnosis. Biosensors are a tool that can prove very useful in the development of point-

of-care tests, as these devices are minimally invasive and highly sensitive and specific.

The main goal of this work is to develop an electrochemical biosensor for
screening of neurodegenerative diseases associated with ageing. It is based on the
detection of a biomarker related to neuroinflammatory processes, Interleukin 6 (IL-6).
For this purpose, molecularly imprinted polymer (MIP) of natural origin is being
developed to detect the protein, with the polymeric structure growing directly on the
conductive area of the carbon-screen printed electrode. The biosensor is evaluated in
terms of sensitivity, reproducibility, and selectivity, with regard the electrochemical

detection of the presence of the biomarker.

Keywords: biosensor; Alzheimer's disease; interleukin 6; electrochemical sensor;

molecularly imprinted polymer.
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Introducéo

1. Introducéo

A evolucdo tecnoldgica tem criado grande impacto em diversas inddstrias e
servicos nas Ultimas décadas. A inovacao tendencial e pesquisa de solucdes rapidas e
eficazes promovem o desenvolvimento de recursos fundamentais para uma qualidade de
vida cada vez mais satisfatoria. Na medicina o caminho n&o é diferente, sendo esta uma
das areas mais beneficiadas com o progresso tecnologico. A constante reinvencdo da
instrumentacdo médica exalta a qualificacdo nas agdes de prevencdo, diagnostico e
tratamento de doengas.

O persistente envelhecimento da populacdo mundial tornou-se uma preocupacgao
para a sociedade. Em Portugal, a esperanca média de vida em 2018, alcancou os 80,9
anos, contra 67,1 da década de 70 (1). O envelhecimento da populagdo em Portugal é
preocupante dado que, para além de constituir um problema econdémico, também
representa uma crescente procura por melhores cuidados de salde. O indice de
envelhecimento em Portugal no ano de 2019 foi de 161,3% (2). O decréscimo da por¢édo
de jovens e alargamento do nimero de idosos instiga um declive paralelo oposto dos
niveis de fertilidade e mortalidade.

O processo de envelhecimento conduz ao declive fisiolégico normal e aumenta a
prevaléncia de determinadas doencas, como € o caso das doencas neurodegenerativas. O
envelhecimento é continuo, heterogéneo, universal e irreversivel (3). As doencas
neurodegenerativas sdo responsaveis pelo défice dos dominios cognitivos, sendo
incuraveis e debilitantes. Provocam degeneracdo progressiva dos neurdnios e podem
causar a morte dos mesmos. Originam problemas ataxiais ou deméncia. A deméncia surge
como a mais predominante apresentada pelos idosos, com a doenca de Alzheimer (DA) a
dominar aproximadamente 60/70% dos casos (4,5).

A DA instiga a deterioracao global, progressiva e irreversivel de diversas fungdes
como a memoria, atencdo, concentragdo, linguagem, pensamento, entre outras. O dano
irreparavel desta doenca resulta em alteragbes comportamentais, com mudangas de
personalidade por vezes bruscas e dificuldade na execucao de tarefas que anteriormente
a doenca faziam parte da rotina do doente (6). Com a perda de fungdes primérias e

consequente dependéncia de terceiros a qualidade de vida torna-se diminuta e conturbada.

O diagndstico precoce auxilia no atraso do desenvolvimento e progressao da DA,

sendo desta forma importante a concretizacdo de solugdes que permitam determinar se
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Capitulo 1

alguma pessoa tem ou ndo propensao a desenvolver a doenca. Atualmente s6 atraves de
uma anélise post mortem ao cérebro se consegue alcancar um diagndstico com 100% de
exatiddo, sendo invidvel este exame a uma pessoa viva (7). Para uma avaliagdo do doente,

0s médicos utilizam varios tipos de exames, assim como analise dos sintomas.

Como solucdo para um diagnostico precoce com méaxima exatidao, sdo diversos
os estudos em torno do reconhecimento de biomarcadores de doengas neurodegenerativas
nos fluidos bioldgicos. As monitorizagdes destes biomarcadores elevam o diagndstico
para um patamar mais eficaz e podem vir a auxiliar na prevencao e futuro tratamento de
doengas como a DA. Um dos objetivos dos projetos relacionados com esta area é que a
detecdo dos biomarcadores seja possivel no sangue periférico, de forma a evitar
procedimentos invasivos. Atualmente, os biomarcadores da DA sdo monitorizados pelos
métodos ELISA (do inglés: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ou ensaio de
imunoabsorcao enzimatica, teste imunoenzimatico que permite a detecdo de proteinas ou
anticorpos. Este tipo de monitorizagdo € morosa, cara e restritiva a uso laboratorial,
exigindo muito tempo de fabrico para um resultado mais fidedigno (7). Os diferentes

métodos da técnica de ELISA estdo descritos na figura 1.1.

Tipo de ELISA
o, O
Homogéneo Heterogéneo
(uso especial) (uso generalizado)
@ @
@ o i @
Direto Indireto Sandwich Competitivo

Figura 1.1 — Os diferentes métodos da técnica de ELISA (8).

O teste imunoenzimatico ELISA tem sido utilizado expansivamente no
diagnostico de diversas patologias devido a sua elevada sensibilidade, especificidade e

reprodutibilidade (9). Esta técnica assenta numa placa projetada para a detecdo e
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quantificacdo de peptideos, proteinas, anticorpos e hormonas, sendo por isso muito Gtil

como elemento de (bio)reconhecimento (10).

Neste método um antigeno é imobilizado numa superficie sélida e complexado
com um anticorpo que esta ligado a uma enzima. A detecdo é realizada através da
avaliacdo da atividade da enzima conjugada ap0s a incubacdo com um substrato para a
producdo de um produto mensurdvel. A interacdo especifica anticorpo-antigeno € o
elemento mais importante na estratégia de detecdo (10). Podem ser utilizadas para a
técnica de ELISA diversas enzimas como a [3-galactosidase, glucose oxidase, peroxidase

e a fosfatase alcalina (11).

Embora os mecanismos inflamatorios sejam participativos no processo de
reparacdo tecidual, também estdo inseridos no processo de degeneracdo secundaria em
doencas neurodegenerativas (12). A geracdo e secrecdo de mediadores pro-inflamatérios
podem interagir nos diferentes niveis da neurodegeneracao. Desta forma, o objetivo desta
dissertacdo passa pelo desenvolvimento e otimizacdo de um biossensor eletroquimico
com base em polimeros de impressdo molecular (do inglés: Molecularly-Imprinted
Polymer, MIP) para a detecdo de um biomarcador associado aos processos

neurodegenerativos, a Interleucina-6 (I1L-6).

O capitulo 2 foca exclusivamente a abordagem a parte clinica do tema da
dissertacdo, com uma interpretacdo da Deméncia. Ha uma pequena referéncia ao que sao
as neuropatologias degenerativas, sendo depois aprofundada a DA, com predominancia
no diagndstico, biomarcadores e métodos de monitorizacdo da IL-6. O capitulo 3 centra-
se nos Biossensores, com uma descri¢do dos seus componentes e dos diversos elementos

de (bio)reconhecimento e transdutores disponiveis.
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2. Deméncia

O envelhecimento da populacdo mundial nas Ultimas décadas tornou-se num
problema para a sociedade atual. O aumento da esperanca média de vida, associado ao
crescente aumento da qualidade de vida, gerou mais longevidade (13,14). A Organizagéo
Mundial de Satde (OMS) prevé que em 2050, a populacéo idosa vai igualar o numero de
jovens (15). O envelhecimento envolve o aparecimento de doencgas cronicas,
maioritariamente de origem cardiovascular, e muitissimo incapacitantes. Para além disso,
0 aparecimento de doencas neurodegenerativas torna-se mais predominante em idade

avancada (14).

As doencas neurodegenerativas sdo patologias debilitantes, atualmente sem cura,
que podem afetar pessoas de qualquer idade. Este tipo de problema circunda défices
graduais em diversos dominios do cérebro. Advém da degeneracdo progressiva dos
neuronios, levando a défice do movimento do corpo (ataxia) e a problemas do
funcionamento do cérebro (deméncia) (16). A deméncia envolve o declinio cognitivo e
alteragBes neuropsiquiatricas, originando perda de destreza na realizagdo das tarefas
dirias.

O ser humano quando nasce possui aproximadamente 100 000 milhdes de
neurdnios. Com o envelhecimento, estas células morrem e o corpo apenas tem a
capacidade de substituir um nimero exiguo de neurénios. Este é um processo natural, que
decorre durante a vida humana, sendo os neurénios destruidos de forma gradual e

irreversivel, conduzindo a perda de fun¢des motoras, cognitivas e fisioldgicas (4,5).

Quando o processo de destruicdo neuronal ocorre de forma mais acentuada do que
o normal, surgem as doencas neurodegenerativas, pois ndo ha capacidade de substituir as
células perdidas. Para além disso, a compartimento onde os neurénios morrem ditam qual
o0 problema neuroldgico que afeta o sujeito. Desta forma, é possivel determinar em que
zona do sistema nervoso esta a ocorrer a degradacdo anormal dos neuronios. Em seguida

estdo alguns exemplos das doencas neurodegenerativas e a respetiva area degenerada (4):

e Doenca de Alzheimer — cortex cerebral
e Doenca de Parkinson — substancia negra
e Esclerose Lateral Amiotréfica — medula espinal

e Polineuropatia Amiloidética Familiar — sistema nervoso periférico
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A grande maioria das doencas neurodegenerativas nao tém cura, principalmente
quando relacionadas com o envelhecimento. Os tratamentos existentes estreitam-se na
farmacologia sintomética para retardar a doenca e reabilitacdo. Nesta dissertacdo é
abordada a DA.

2.1. Doenca de Alzheimer

A DA foi descrita pela neuropatologista Alois Alzheimer em 1907. Esta doenca
progressiva e irreversivel afeta as funcles intelectuais como a memoria, orientagéo
tempo-espacial, pensamento abstrato, aprendizado, raciocinio, linguagem, capacidade de
calculo simples, comunicacdo e julgamento, o que acaba por impedir o paciente com DA

de realizar as atividades quotidianas (17,18).

E a doenca neurodegenerativa mais comum no mundo, com maior intensidade nas
camadas mais idosas da sociedade (19). A OMS estima que existam 47,5 milhGes de
pessoas com deméncia, em todo o mundo. Os valores tendem a subir, sendo que a
estimativa para 2030 é de 75,6 milhGes e em 2050 é de 135,5 milhdes. No relatdrio
“Health at a Glance 2017” da Organizagdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento
Econémico (OCDE), Portugal destaca-se como o0 4° pais com maior prevaléncia de
deméncia, com mais casos por mil habitantes (20). Desta forma é importante criar formas
de prevenir e diagnosticar as doencas neurodegenerativas de uma forma rapida, precoce
e exata para combater o alcance populacional que a mesma tem, assim como o declinio

econdmico que acarreta.

A DA afeta grandes areas do cérebro, o cortex cerebral e o hipocampo. As
primeiras irregularidades encontram-se no tecido cerebral que envolve os lobos frontal e
temporal, e depois lentamente avancam para outras areas do neocortex a velocidades que

dependem do proprio paciente assim como do local onde se desenvolvem (21).

Os mecanismos responsaveis pela DA ainda ndo sdo totalmente conhecidos,
porém existem diversos estudos patologicos que descrevem a presencga de placas senis,
gerado pela acumulagdo dos péptidos B-amildide e de trancas neurofibrilares, que se
caracteriza pela hiperfosforilagdo da proteina Tau (22). Mais de 95% dos doentes com
DA desenvolvem a configuragdo esporadica da doenca, que se determina pelo

aparecimento tardio, apds os 60 anos, e resulta do défice na remogdo do péptido B-
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amildide do parénquima cerebral. Menos de 1% dos pacientes herdam mutagdes nos
genes responsaveis pelo processamento do peptideo B-amil6ide, fazendo com que a DA
surja precocemente, aproximadamente aos 45 anos. As formas da DA apresentam uma
taxa de progresséo e perfil de biomarcador semelhantes (21). Na figura 2.1 estao descritos

os diferentes estagios da DA.

OS DIFERENTES ESTAGIOS
DA DOENCA DE ALZHEIMER

ESTAGIO 1

Esquecimento; desorientagdo progressiva na
realizagdo de rotinas; redugdo da capacidade
de julgamento; perda da enspontaneidade;

depressio e medo.

ESTAGIO 2

Aumento do esquecimento; maior
desorientagdo; vaguear; inquietagdo e agitagao
sobretudo no periodo noturno; agdes repetitivas;
possiveis contragoes musculares e

desenvolvimento de sintomas psicéticos. I

|

Agitacio; desorientac¢do; psicose; incapacidade
de se reconhecer ou os outros; incapacidade de
falar; necessidade de colocar tudo na boca;
necessidade de tocar no que o rodeia; incapaz
de controlar as fun¢des do corpo.

N ESS

ESTAGIO 4
Dificuldade na alimentagio; alteragio dos
reflexos; problemas motores; incontinéncia fecal

e urindria; crises epiléticas; estado vegetativo
precedente 4 morte.

Figura 2.1 — Os diferentes estagios da DA (23).
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O desenvolvimento desta neuropatologia distingue-se em trés fases principais
(19):

1. Fase pré-clinica: paciente assintomético, porém com formacéo de placas e
trancas neurofibrilares. Neurénios menos eficientes. Aproximadamente 10
anos até haver evidéncia da doenca.

2. Fase Intermediéria: défice cognitivo leve, com o dano a atingir o hipocampo
(memdria) e diminuicdo da massa cerebral.

3. Fase final da deméncia: danos generalizados, tecido cerebral com

diminuicao significativa. Dificuldades nas atividades diarias. Morte do doente.

2.1.1. Diagnostico

N&o existe um exame Unico para o diagndstico da DA. Num primeiro estagio de
classificacéo é realizada uma exclusao de outras doencas com 0s mesmos sintomas, como
infecOes ou depressdo de modo a compreender se realmente se esté a lidar com deméncia.
Apos a despistagem, é feita uma avaliacdo por parte de um psicélogo ao raciocinio e
memoria. Os resultados sdo por fim complementados com técnicas de neuroimagem ou

avaliacdo de biomarcadores presentes no liquido cefalorraquidiano (LCR) (19,24).
Segundo Forta et al., existem trés hipéteses de diagnostico da DA (25):

1. Doenca de Alzheimer Provavel: doente apresenta agravamento cognitivo,
défices cognitivos iniciais e mais proeminentes em camadas amnésticas e nao
amneésticas. Feita uma Tomografia por Emissdo de Positrdes (PET) ou uma
ressonancia magnética do cranio para exclusdo de outras doencas. Declinio
cognitivo progressivo, presenca de mutacdes genéticas da DA e presenca de
biomarcadores patogénicos especificos.

2. Doenca de Alzheimer Possivel: doente com critérios clinicos para a DA e
presenca de outra doenca que nao seja considerada causadora de deméncia ou
detalhes da historia clinica, da inalacéo e evolucdo da doenca, insuficientes.

3. Doencas de Alzheimer Definitiva: hipotese é definitiva quando todos os
critérios clinicos e cognitivos sdo completados. Para além disso, sdo

encontradas placas de amiloide e trancas neurofibrilares no cérebro.
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Os exames imagioldgicos, como a ressonancia magnética e a PET sdo muito
vantajosos para o diagnostico da DA, pois permitem observar a estrutura cerebral do
doente. Num entanto, devido ao custo dos dispositivos necessarios para a execucdo da
técnica e complexa execucdo dos mesmos, tornam-se técnicas de dificil acesso a
populacdo em geral. Para além disso, sdo necessarios profissionais qualificados para o
manuseamento das maquinas e a execucao dos exames imagioldgicos sdo na sua maioria
incomodos e demorados (19). Uma alternativa para o diagnostico da DA passa pela

detecdo precoce de biomarcadores associados a doenca.

2.1.2. Biomarcadores

Os biomarcadores caracterizam-se como sinais clinicos, com capacidade de
definir o estado médico do paciente. Estes marcadores biolégicos sdo mensurados de
forma precisa (26). Um biomarcador é essencialmente qualquer tipo de substancia,
estrutura ou processo capaz de ser avaliado dentro ou fora do corpo, com capacidade de
influenciar mudancas e credibilizar a prevaléncia de uma doenca no corpo (27). No caso
da puncdo lombar para analise dos biomarcadores no LCF o processo € invasivo, dai a

importancia da detecdo e validagcdo no sangue ou plasma e até mesmo urina.

2.1.2.1. Especificos

Existem trés biomarcadores estabelecidos internacionalmente como 0s
marcadores biolégicos da DA: o beta-amiloide-42 (AB42), a proteina Tau (t-Tau) e a

proteina Tau fosforilada (p-Tau) (26).

A acumulagdo do péptido AB42 ¢ uma caracteristica patologica da DA, motivada
por falhas nos mecanismos fisioldgicos de limpeza no cérebro. Sendo assim, os doentes
portadores de DA apresentam uma fagocitose deficiente relativamente a individuos
saudaveis da mesma faixa etaria. Pacientes com DA revelam menores niveis deste péptido
no LCR, devido a deposic¢do das moléculas nas placas amiloides ou limpeza deficiente da
AP42 do parénquima cerebral (28,29). O excesso de produgéo, deposicao e agregacao de
AP42 leva a oxidacdo, disfungdo neuronal, excitotoxicidade e neuroinflamagéo, refletidos

pela apoptose (29).
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A t-Tau € a principal proteina associada ao microttbulo de um neurénio maduro
normal. Até o momento, a Unica funcdo estabelecida da Tau, uma fosfoproteina, é a
promocao da montagem da tubulina em microtubulos e a estabilizacdo de sua estrutura
(27). A t-Tau aumenta gradualmente com a idade, em individuos saudaveis, passando de
<300 pg/mL (picograma por mililitro) entre os 21 e os 50 anos, para <500 pg/mL ap0s 0s
71 anos, sendo estes valores retirados do LCR. Em doentes com DA, os valores aumentam
exponencialmente de >450 pg/mL para >600 pg/mL, em pacientes com idades entre 0s
51 e 70 anos (30).

A DA revela condicdes para que a t-Tau seja fosforilada em quase 39 locais
diferentes, sendo a posigdo 181 um biomarcador definitivo na DA relativamente ao grupo
de controlo. O aparecimento de p-Tau resulta em falhas das fungdes neuronais,

representando a presenca das trancas neurofibrilares (31).

Existem diversos biomarcadores no LCR, especificos desta patologia, como visto
anteriormente. Para além de serem marcadores biol6gicos com elevada sensibilidade e
especificidade, estes auxiliam na excluséo de individuos sem possivel evolugdo da DA
(19). Num entanto, a coleta de amostras de LCR é considerada uma técnica invasiva,
limitando a sua aplicabilidade. A amostragem continua, utilizada para a monitorizacdo da
eficiéncia do tratamento da doenca ou o seu risco, é limitada e pode afetar os niveis dos
biomarcadores (32,33).

Os biomarcadores sanguineos para o diagnostico da DA sdo uma solucdo para a
recolha de amostras de modo menos invasivo. A recolha de sangue € um procedimento
simples e de baixo custo. Desta forma, os custos associados a detecdo da doenca sdo
reduzidos drasticamente. O nimero de sujeitos testados, diagnosticados e tratados é,
consequentemente, superior, assim como a monitoriza¢do dos doentes. Para além disso,
0s biomarcadores sanguineos sdo compativeis com outras técnicas ja utilizadas para
tornar o diagnostico mais preciso (19). Existem diversos estudos relativamente ao
desenvolvimento de medicdo de biomarcadores no plasma (34,35).

2.1.2.2. Neurotransmissores

A disfuncéo sinaptica é uma das consequéncias da DA, havendo uma implicagdo
negativa na neurotransmissao. A perda progressiva da acetilcolina (ACh) no cortex e no

hipocampo sdo visiveis em doentes com esta patologia, uma vez que esta é um dos
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neurotransmissores mais importantes nos processos de memoria. As alteracOes
neuroquimicas afetam o sistema colinérgico da base do cérebro e o sistema
glutamatérgico do hipocampo. Estas altera¢cdes sdo os primeiros indicios de DA. A
diminuicdo da capacidade neuronal colinérgica ocorre no nucleo basal de Meynert,
responsavel pelo envio de ACh para o cortex e ao hipocampo. Este é ponto de partida

ascendente do sistema colinérgico, que atinge 90% da inervagdo (36).

Os biomarcadores colinérgicos (através de imagiologia) permitem assim medir a
atividade da acetilcolinesterase (AChE), a sua ligacdo aos recetores nicotinicos e
muscarinicos e o transporte vesicular de ACh. Estes marcadores tendem a ser mais
sensiveis a mudancas precoces no cérebro que o metabolismo da glucose (36). O processo
generalizado de neurotransmissdo quimica esta descrito na figura 2.2.

Sacramento et. al descreve numa abordagem inovadora para a producdo de um
material biomimético semelhante a um anticorpo para a triagem potenciométrica da ACh,
um neurotransmissor da DA (37). Moreira et. al apresenta a constru¢ao de um biossensor
amperomeétrico autoalimentando para a detecdo de ACh (38).

Figura 2.2 — Processo de neurotransmissdo quimica (39).

2.1.2.3. Neuro-inflamacéo

Como visto até entdo, sdo diversos os processos que influenciam a DA, sendo uma
das respostas do sistema imunitario o processo inflamatorio, culminando em dano e

destruicdo neuronal (40). Os integrantes inflamatorios desta patologia abrangem a
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microglia, os astrocitos, o sistema do complemento e diversos mediadores inflamatérios,

nos quais se compreendem as citocinas e quimiocinas (36).

A Barreira Hemato-Encefélica (BHE) é responsavel pela protecdo do Sistema
Nervoso Central (SNC) contra as agressdes toxicas constantes causadas por variadas
matérias em circulacdo. A BHE integra a interface entre o fluido extracelular cerebral do
SNC e o contetudo endovascular circulante, estando fisicamente reduzida ao espago entre
os terminais dos astrocitos e a superficie das células endoteliais. Esta barreira é formada
por astrocitos e endotélios que contribuem, juntamente com a barreira hemato-LCR, para

a manutencdo da homeostase do SNC (41).

Porém, as células imunitarias periféricas conseguem atravessar a BHE e juntar-se
aos neurénios e células gliais, formando enormes moléculas complexas de
histocompatibilidade, perdurando reagdes imunoldgicas. Este processo tende a ser
iniciado com o intuito de protecdo do SNC de algum agente infecioso, no entanto, o efeito

pode se tornar tdxico e desencadear uma inflamacéo generalizada (7).

Neste contexto, as citocinas caracterizam-se como proteinas reguladoras da
inflamacao, responsaveis pela sinalizagdo das células, assim como o seu desenvolvimento
e subsisténcia (42). As quimiocinas sao um subconjunto das citocinas que regularizam a
migracédo celular para o local de infecdo ou leséo. Fisiologicamente, as quimiocinas e
citocinas operam como neuro moduladores que regulam a inflamacdo e o
desenvolvimento. Existem diversas células no cérebro com capacidade de producdo deste
tipo de proteinas (citocinas e quimiocinas), tais como: as microglias, os astrocitos e as
células endoteliais. As citocinas mais comuns produzidas em resposta a uma lesdo
cerebral sdo: IL-6, a qual é produzida durante a astrogliose, a interleucina-1 beta (IL-1p)

e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que pode induzir neurotoxicidade (7).

Nesta dissertacdo, o biomarcador selecionado é a IL-6. Esta citocina
multifuncional tem um papel importante na defesa do hospedeiro, com elevados efeitos
reguladores sobre a resposta inflamatoria. Pertence a familia das citocinas neuroproteicas
e tem efeito neurotréfico direto e indireto nos neurdnios. A IL-6 promove a astrogliose,

ativa a microglia e estimula a produgéo de proteinas de fase aguda (43).
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2.1.3. Meétodos de monitorizacao da IL-6

Existem diversas evidéncias que sugerem que a resposta inflamatéria pode estar
envolvida na cascata neurodegenerativa da DA (43,44). Na medigdo dos valores do
biomarcador IL-6, é preciso haver precisao e sensibilidade maxima, para que a conclusao
seja precisa. No estudo de Wu et al. compararam-se os valores deste marcador no plasma
entre doentes com DA e individuos saudaveis. O grupo de controlo apresentou um valor
médio de 1,622 pg/mL enquanto portadores de DA compreenderam uma média 2,343
pg/mL (45). Existem diversos métodos para a detecdo da IL-6, sendo os mais relevantes:

métodos separativos, métodos 6ticos e métodos eletroquimicos.

2.1.3.1. Métodos Separativos

O método separativo mais comum utilizado na monitorizacédo da IL-6 consiste na
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (do inglés: High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) (46-48). Este é um dos métodos mais poderosos de
cromatografia, conseguindo facilmente separar misturas, tal como esta descrito na figura
2.3. Os elementos a serem separados sdo repartidos entre a fase estacionaria e a fase mével
e as separacOes dependem do movimento relativo entre as fases. A HPLC possui alta
sensibilidade e €é extensivel a diferentes analitos (7,49). Na literatura tém sido
desenvolvidos trabalhos com base na espetrometria de massa e eletroforese capilar para

a monitorizacao da IL-6 (50,51).

Amostra

mjen%j%
/A% N CD

Fase Mavel Bomba Coluna Cromatogrifica Detetor Display

Figura 2.3 — Esquema geral da técnica de HPLC (52).

2.1.3.2. Métodos Oticos

Um método amplamente estudado e bem conhecido para a monitorizacdo da IL-6

é 0 método otico. Este método baseia-se nas propriedades de dispersdo da luz nas
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biomoléculas para estudar complexos antigeno-anticorpo (53). A utilizagéo da fibra ética
como uma sonda ou um elemento no biossensor ¢ um dos métodos utilizados, devido a

capacidade de conducdo da luz e imunidade as interferéncias elétricas e magnéticas (7).

Kapoor e Wang reportaram a detecdo altamente especifica e sensivel da IL-6 com
um meétodo baseado em fibras-éticas, permitindo a detecdo de concentragcdes na ordem de
0,12 ng/mL, com a presenga de concentragdes muito elevadas de proteinas ndo especificas
(54). E de salientar que, como visto anteriormente, a IL-6 ¢ um biomarcador relacionado
com a inflamacdo. Dessa forma, sdo varios os estudos alusivos a monitorizacdo da IL-6
que néo se relacionam apenas com a DA, mas com outras patologias que tém ligacao a
processos inflamatorios, como por exemplo o Lupus, entre outras (55). Apesar de ndo ser
um biomarcador especifico da patologia, a sua correta monitorizacdo pode funcionar

como uma nova ferramenta de auxilio no diagnostico e tratamento.

2.1.3.3. Métodos Eletroquimicos

Os métodos eletroquimicos séo ferramentas de quimica analitica utilizados como
complemento ou alternativa os métodos 6ticos e/ou de separacéo. E devido a sua elevada
sensibilidade na determinacdo, custo moderado e portabilidade que existe uma
preferéncia pela sua utilizacdo (56). Para além disso, estes métodos dispdem rapidamente
de informacdo de natureza quantitativa para porcoes vestigiais do analito, fornecem
informacdo sobre a estequiometria e constantes de equilibrio dos compostos em estudo e

recorrem a processos de preparacdo de amostra simples e amigos do ambiente (57).

As técnicas eletroquimicas mais utilizadas no contexto da monitorizacdo de
biomoléculas sdo a voltametria ciclica (do inglés: Cyclic Voltammetry, CV), a voltametria
de onda quadrada (do inglés: Square Wave Voltammetry, SWV) e a espetroscopia de
impedancia eletroquimica (do inglés: Electrochemical Impedance Spectroscopy, EIS).
Existe também a voltametria de redissolucdo anddica (do inglés: Anodic Stripping
Voltammetry, ASV) e a voltametria de pulso diferencial (do inglés: Differential Pulse
Voltammetry, DPV). Relativamente ao tipo de sensores eletroquimicos que podemos
encontrar, existem os sensores Amperométricos (58,59), os Condutimétricos (60) e os

Impedimétricos (61).

De forma a melhor entender a exatidao e linearidade de um biossensor, é avaliado

o intervalo linear, que consiste na gama de trabalho em que o sinal analitico varia em
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funcdo da concentragdo do analito que se quer determinar linearmente (62). E importante
que esta gama seja ampla de forma a se obter melhores resultados. Na tabela 2.1 estéo
descritos diversos biossensores eletroquimicos com respetivo método eletroquimico,
elemento de (bio)reconhecimento, intervalo linear e tipo de amostra para a dete¢éo da IL-
6. Também aqui € apresentado o imunoensaio foto-eletroquimico diferencial (do inglés:
Photo Electrochemical Immunoassay, PEI) e a eletroquimioluminescéncia (do inglés:
Electrochemiluminescence, ECL).

Tabela 2.1 — Alguns biossensores eletroquimicos reportados na literatura (63).

Método Elemento de Intervalo Linear
Eletroquimico (bio)reconhecimento (pg/mL) Amostra . Ref.
Amperomeétrico Anticorpo 20-4000 Soro (58)
Amperomeétrico Anticorpo 4-800 Soro (59)
ASV Anticorpo 0,1-100 Soro (60)
SWV Anticorpo 0,01-0,1 Soro (64)
SWV Anticorpo 2-20 Soro (65)
DPV Anticorpo 0,5-100000 Soro (66)
PEI Anticorpo 1-100000 Soro (67)
ECL Anticorpo 0,1-1000 Soro (68)
EIS Anticorpo 0.03-22,5 Soro (69)
EIS Aptassensor 1-100000 Soro (70)
Amperomeétrico Aptassensor 0,021-2100 Soro (71)
EIS Aptassensor 5-100000 Soro (61)
EIS/CV MIP 0,02- 2000000 Soro (63)
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3. Biossensores

E cada vez mais percetivel a importancia que os processos bioldgicos e
bioguimicos tém em &reas como a biologia, biotecnologia e medicina. Porém, a conversdo
direta de dados bioldgicos em sinais elétricos € extremamente dificil, sendo esta uma
barreira na interligacdo do processamento com as restantes areas (72). Os biossensores
sdo a solucdo para este problema, consistindo num dispositivo capaz de medir as reacdes
bioldgicos através da geracdo de sinais proporcionais a concentracdo de um analito na
solucéo (62).

Devido a evolucdo tecnoldgica, a utilidade destes dispositivos tem vindo a
aumentar abundantemente, tendo aplicacdo em diversas areas, como se pode verificar
pela figura 3.1. Os biossensores sdo utilizados na monitorizacdo de doencas, aplicagdes
médicas, clinicas e de diagndstico através de marcadores que indicam se existe alguma

patologia nos fluidos de estudo como o sangue, a urina e o suor (62,72).

Toxinas de
Defesa

Biossensor

Qualidade do
Solo

Figura 3.1 — As grandes areas de aplicacdo dos biossensores (62).

3.1. Estrutura de um biossensor

Um biossensor é constituido por analito, elemento de (bio)reconhecimento,

transdutor, sistema eletronico e display. Na figura 3.2 estd esquematizado o
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funcionamento geral de um biossensor. Cada componente tem objetivo proprios

definidos da seguinte forma (62):

e Analito: substancia que se quer captar/detetar.

e Elemento de (bio)reconhecimento: molécula que identifica/reconhece o
analito.

e Transdutor: elemento que realiza a converséo de um evento de
(bio)reconhecimento num sinal mensuravel. A este processo de conversao de
energia d&-se 0 nome de sinalizacdo. Geralmente, os transdutores produzem
sinais Gticos e elétricos que habitualmente sdo proporcionais a porcéo de
interacdes entre o analito e o elemento de (bio)reconhecimento.

e Sistema Eletrdnico: elemento que processa o sinal convertido e o prepara
para o display. E um circuito eletrénico complexo que realiza o
condicionamento do sinal.

e Display: sistema de interpretacdo do utilizador, sendo a combinacdo de
hardware e software que gera resultados no biossensor. O sinal de saida do
display pode ser numeérico, gréafico, tabelar ou uma imagem, dependendo dos

requerimentos do utilizador final.

Elementos de
(Bio)reconhecimento

XS
ﬁo
N

~

Transdutor e i f

Suporte Sistema Eletrénico Display

Figura 3.2 — Esquema representativo de um biossensor.

A categorizacdo dos biossensores advém dos principios basicos da transducéo do
sinal e dos elementos de (bio)reconhecimento. De acordo com os elementos de

transducdo, os biossensores podem ser classificados como sensores eletroquimicos,
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oticos, piezoelétricos e térmicos. Dentro da designacéo de sensor eletroquimico existem

0s sensores potenciométricos, amperométricos e condutométricos (72).
Os biossensores contém varias vantagens, sendo algumas (72):

e Capacidade de medicdo de molécula apolares que ndo respondem a maioria dos
dispositivos de medicao;

e S&o especificos devido ao seu sistema de (bio)reconhecimento;

e Permite leituras rapidas e forma continua;

e Os biossensores enzimaticos permitem resposta num curto periodo de tempo,
normalmente entre os 15 e os 30 minutos;

e Praticidade/simplicidade.
No entanto, também existem desvantagens sobre este tipo de sensores, como (69):

e Esterilizacdo por calor ndo é possivel devido a desnaturacao do material bioldgico,
no caso de o elemento de reconhecimento ser uma enzima ou um Ac, 0 mesmo
nédo acontece em MIP;

e A estabilidade do material bioldgico depende das propriedades naturais da
molécula que pode desnaturar sob as condi¢cbes ambientais, 0 mesmo que no
parametro anterior, esta desvantagem apenas se aplica para enzimas ou Ac como

elemento de reconhecimento.

Os biossensores possuem determinados atributos estaticos e dinamicos. A
maximizacdo destas propriedades é refletida no desempenho do biossensor. A
seletividade € uma das caracteristicas mais importantes do sensor biolégico, uma vez que
consiste na capacidade do elemento de (bio)reconhecimento detetar o analitico especifico

numa amostra que contém outros contaminantes (62).

A reprodutibilidade compreende a capacidade do biossensor de gerar respostas
idénticas numa configuracdo experimental duplicada. E caracterizada pela precisdo e
exatidao do transdutor e dos elementos eletronicos. A precisdo deriva da capacidade do
biossensor para fornecer resultados diferentes sempre que a amostra € medida e a exatidao
indica a capacidade que o sensor tem de fornecer valores proximos do valor real quando
a amostra e medida mais do que uma vez. Sinais reprodutiveis surtem maior

confiabilidade e robustez na resposta do biossensor (62).
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A estabilidade € o grau de suscetibilidade dos disturbios ambientais dentro e fora
do sistema. Os disturbios podem causar deriva¢des na saida dos sinais de um biossensor
em medigéo, podendo causar erros na concentragdo mensurada, afetando a preciséo e
exatidao do biossensor. A estabilidade ¢ a caracteristica mais decisiva nas aplicacdes em
que o biossensor requer longos passos de incubacdo ou monitorizacdo continua pois a
resposta do transdutor ou dos elementos eletronicos pode ser sensivel & temperatura,
influenciando assim a estabilidade do sensor. Desta forma, a afinacdo dos elementos
eletronicos deve ser apropriada para se assegurar a estabilidade na resposta dada pelo
sensor. Outro factor que pode influenciar a estabilidade é a afinidade do elemento de
(bio)reconhecimento, que é o grau no qual o analito faz ligacdo ao mesmo. Elementos de
(bio)reconhecimento com elevada afinidade estimulam outras ligacdes eletroelésticas
fortes ou ligacGes covalentes do analito que fortificam a estabilidade do biossensor. Para
além disso, a degradacédo do elemento de (bio)reconhecimento naturais ao longo do tempo
pode afetar a estabilidade. A quantidade minima de analito que pode ser detetado pelo
biossensor é definido como limite de detecdo (LD). Na aplicacdo dos biossensores para
monitorizacdo médica e ambiental, é altamente recomendado que a detecdo das
concentracdes de analito sejam feitas abaixo dos ng/mL ou mesmo fg/mL (62). No
entanto, a resolucdo de um biossensor define-se como a mudanga mais pequena na
concentracdo de um analito que é necessaria para se obter uma mudanca na resposta do

sensor.

Na andlise do comportamento de um biossensor é usual definir-se a sua
linearidade. A linearidade é especificada pela sensibilidade do biossensor e pela
dependéncia linear entre a variavel dependente e a variavel independente (concentracdo
do analito) que pode ser observada s6 por um certo intervalo linear, ou seja, o intervalo
de concentracdes de analito para as quais a resposta do biossensor muda linearmente com

a concentracdo (62).

3.2.Elementos de (bio)reconhecimento

Como referido anteriormente, um biossensor é um dispositivo utilizado para a
medicdo da concentracdo de analito numa determinada amostra, decomposto em 5

elementos, sendo um deles os elementos de (bio)reconhecimento.
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O principal proposito do elemento de (bio)reconhecimento é fornecer
especificidade analitica ao biossensor. A especificidade requer uma afinidade forte e
seletiva entre o elemento de (bio)reconhecimento e a analito alvo. Existem diversos
elementos de (bio)reconhecimento, tais como, anticorpos, enzimas, péptidos, aptameros,
fagos e MIPs, como se pode verificar na figura 3.3, dando origem a estruturas distintas,
que de formas dispares influenciam a performance das caracteristicas do biossensor. Para
além disso, é fundamental primeiro entender as caracteristicas inerentes de cada elemento
de( bio)reconhecimento antes de uma analise detalhada do desempenho do biossensor
(73).

Aptimero

N

27
Fago ’
‘o A

.-~ Biossensor

8

Figura 3.3 — Tipo de elementos de (bio)reconhecimento (53).

Sdo inimeros os elementos de (bio)reconhecimento existentes com variagdo de
estruturas naturais e sintéticas, como demonstra figura 3.4, havendo vantagens e
desvantagens em cada uma das entidades. Os elementos naturais, como enzimas e
anticorpos (Ac), sdo estruturas bioldgicas com vantagem devido as interacdes fisiologicas
naturalmente evoluidas para atingir a especificidade do analito. Os elementos sintéticos
sdo estruturas de engenharia feitas artificialmente, desenvolvidas para imitar as interagoes
fisioldgicas dos elementos naturais. Os mais conhecidos sdo 0s aptameros e materiais
biomiméticos. Os materiais biomiméticos tém caracteristicas similares aos Ac naturais,
mas de origem polimérica, produzidos em laboratério, conhecidos por polimeros de

impressdo molecular (MIP) (73).
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ELEMENTOS DE (BIO)RECONHECIMENTO

|

1 Polimeros de

} Anticorpo | Acido Nucleico ! Impressdo
i Enzima ; Aptamero ‘ Molecular
. N L (MIPs)
| Y L™ \
) Ny
Vantagens: Vs Vantagens: Vantagens:
e Seletividade e Sensibilidade ¢ Reprodutibilidade
® Reutilizdvel ® Reprodutibilidade
Desvantagens: Desvantagens: Desvantagens:
® Nio Reprodutivel ® Custo Elevado e Baixa Seletividade

® Ligacdes n/especificas

Figura 3.4 — Vantagens e desvantagens dos elementos de (bio)reconhecimento (73).

3.2.1. Anticorpos Naturais

Um Ac define-se como: “uma imunoglobulina (Ig) com capacidade de
combinacdo especifica com um antigénio que cause a sua produgdo num animal
suscetivel”. Os Ac produzem uma resposta a invasdo de moléculas forasteiras no corpo.
As lg humanas tém funcdo e estrutura semelhante as glicoproteinas, que conferem

imunidade humoral (74).

Os Ac tendem a ter uma estrutura 3-D em forma de “Y”, composto por quatro
cadeias de polipéptidos. Cada “Y” contém duas coOpias idénticas de uma cadeia pesada e
duas copias idénticas de uma cadeia leve. As extremidades dos bragos do “Y” sdo
fragmentos de ligacdo de antigénio (Fab), responsaveis pela ligacdo do anticorpo com o
antigénio especifico. O pé do “Y” ¢é o fragmento cristalino (Fc), responsavel por se ligar
aos recetores das células imunes e também serve como identificador, Gtil para manipular
0 Ac durante a maioria dos procedimentos imunoquimicos. Na figura 3.5 esta

representada a estrutura geral de um Ac (74).

Os Ac como elementos de (bio)reconhecimento nos biossensores sdo
denominados imunossensores, podendo ser classificados como sensores de afinidade, no
qual o sinal do biossensor depende do evento de ligacdo para formar um imunocomplexo
anticorpo-antigénio. Este evento é normalmente monitorizado através de métodos de

transducéo colorimétricos, ou eletroquimicos ou piezoelétricos.(73).

Na literatura existem diversos trabalhos focados no desenvolvimento de

imunossensores para a dete¢do da IL-6 (75,76), como descrito na tabela 2.1. Aydin et al.
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desenvolveu um imunossensor ultrassensivel com base num elétrodo de o0xido de indio e
estanho (ITO) descartavel, revestido por negro de acetileno/polimero de polipirrol
substituido com epdxi, com um LD de aproximadamente 3,2 fg/mL (77). Um outro
trabalho propde um imunossensor eletroquimico competitivo com a combinacdo da
plataforma de Oxido de grafeno reduzido electroquimicamente (do inglés:
electrochemically reduced graphene oxide, ERGO) e nanoparticulas de prata (AgNPs).
Este sensor apresentou um LD de 0,059 pg/mL (78).

H, |gG H,

H, NH

ab
Cadeia leve
(PM ~22,000)
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8

P Carboidrato

Fe I_
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" (PM ~ 55.000)

COOH J.OOK

Figura 3.5 — Estrutura basica de um Ac (79).

3.2.2. Aptameros

Os aptameros sdo acidos nucleicos de fita simples que se interligam de forma
seletiva as moléculas alvo. A grande maioria dos aptameros sdo obtidos por uma técnica
bioldgica combinatoria denominada SELEX, representada na figura 3.6. Esta técnica esta
decomposta em quatro grandes etapas, a incubacdo, a selecdo, a amplificacdo e por fim a
clonagem e sequenciacdo (80). Os aptameros tém capacidade de isolamento para se
interligarem a quase todas as moléculas, suportam estruturas secundarias previsiveis e

podem ser prontamente modificados em posic¢des arbitrarias (81).

Os biossensores que utilizam aptameros como elemento de reconhecimento sdo
intitulados de aptassensores (82). Tém varias vantagens pois possuem elevada
especificidade e afinidade, podendo ser selecionados in vitro para qualquer alvo, desde
moléculas pequenas até proteinas largas e até mesmo células, sendo assim possivel

desenvolver uma elevada variedade de aptasensores. Uma vez selecionado o aptamero, €
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possivel sintetizd-lo com elevada reprodutibilidade e pureza. Para além disso sdo
biossensores quimicamente mais estaveis. Os aptdmeros tendem a sofrer transformacdes
conformacionais significativas ap6s a jungdo ao alvo. Isso oferece grande flexibilidade
no desenvolvimento de novos biossensores com alta sensibilidade e seletividade de

detecdo. Porém, tém sensibilidade ao pH (83).

® 0N 0.0

b SELEX 7

7 N\
({ LN
N ] 4
o — \
N J
Y > v | < |
4.Clonagem e 3.Amplificacao

Sequenciacio

Figura 3.6 — A técnica de SELEX (80).

A utilizacdo deste tipo de elemento de biorreconhecimento na monitorizagao da
IL-6 é ainda muito recente. Um exemplo, advém do trabalho de Tertis et. al, onde foi
desenvolvido um aptassensor com elevada sensibilidade e seletividade para a detecdo
quantitativa das IL-6 no sangue, através de um elétrodo de carbono vitreo modificado
com &cido p-aminobenzoico, p-aminotiofenol e nanoparticulas de ouro. Este biossensor
permitiu um LD de 1,6 pg/mL (61).

3.2.3. Polimeros de Impressdo Molecular (MIP)

A técnica de Impressé@o Molecular € um método de fabrico de locais de ligagéo
seletiva em polimeros sintéticos através de modelos moleculares (84). O MIP é preparado
através da reacdo composta de uma molécula molde/alvo, um monomero funcional, um
mondmero de reticulacdo e um iniciador de polimerizagdo num solvente. O processo de
polimerizacéo, descrito na figura 3.7 compreende a formacdo de um complexo entre o
molde e 0 monomero funcional (85). De modo que o complexo formado seja estavel, é

importante que os mondmeros funcionais apresentem grupos funcionais em posi¢des
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complementares para a interacdo com a molécula molde. Apos esta interacdo, inicia-se a
polimerizacdo em cadeia, através da adicdo de um agente de reticulacdo e um iniciador,
originando uma matriz polimérica rigida. Subsequentemente, através de um processo de
clivagem quimica ou de um solvente, a molécula molde é removida da matriz polimérica
(82). Apds a remocdo da molécula molde surgem cavidades estdveis com as

funcionalidades, forma e dimens&o iguais & mesma (63).

A utilizagdo de MIP tem como maior vantagem o preco, a robustez sobre severas
condicdes de temperatura e pH, a capacidade de reutilizacdo e a estabilidade (63). As
estratégias para a sintese de MIP para proteinas sdo variadas, tais como se encontra na
literatura. Os métodos incluem a polimerizacdo radicalar (86), polimerizacdo radicalar
via transferéncia de a&tomo (87), fotopolimerizacdo (88) e eletropolimerizacdo (89). Em
particular, a eletropolimerizacdo permite um grande controlo da espessura do filme e da
porosidade, 0 que apresenta beneficios em relacdo as outras técnicas, pois estes podem
ser ajustados através da alteracdo dos parametros eletroquimicos. Além disso, € uma

abordagem simples, rapida e barata (63).

MOLECULA ALVO

Polimerizagio Remogio da Proteina
7 a -~ A
L} COMPLEXO Re(ligagio) ‘&

y

MONOMEROS
FUNCIONAIS

Figura 3.7 — Processo de formag&o de um MIP (7).

3.2.3.1. Sintese de um MIP

A sintese de um MIP aborda diferentes protocolos sintéticos, podendo ser
considerada a impresséo total da proteina ou de apenas uma parte dela (7). Os métodos
que apresentam maior eficacia para o desenvolvimento destes materiais em contexto de
impressdo molecular de proteinas sdo a polimerizacdo em Bulk e a polimerizagcdo em
superficie (82,90).
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A impressdo molecular de (bio)macromoléculas, como proteinas, tem recebido
especial interesse por parte da comunidade cientifica nos Gltimos anos devido as suas
propriedades bioldgicas. A ligacdo seletiva de proteinas tornou-se uma constante nas
praticas laboratoriais atuais, havendo a dependéncia de Ac para se alcancar o
aprisionamento das proteinas especificas. Porém, os sistemas sdo caros e apenas para uso
unico devido a natureza fragil e instavel do elemento de (bio)reconhecimento da proteina
envolvida. Dessa forma, é imperativo alcangar alternativas mais sustentaveis e robustas
para que se proporcionem niveis de seletividade e especificidade semelhantes aos das

moléculas bioldgicas (91).

Apesar das vantagens adjacentes a este tipo de técnica, ainda existem algumas
limitacdes a solucionar na impressao molecular de proteinas. O tamanho molecular é das
primeiras limitagdes encontradas. Os blocos de polimeros sdo relativamente densos,
dificultando a movimentacdo do molde macromolecular no local de liga¢do formado.
Consequentemente, as propriedades de reconhecimento podem tornar-se inadequadas
(92).

As condicBes de polimerizacdo também podem ser um desafio quando aplicadas
a processos tradicionais de impressao em proteinas, pois podem levar a desnaturacdo das
mesmas ou mesmo a conformacdes ou agregacdes que ndo sdo suscetiveis para impressao.
Esta flexibilidade pode afetar a seletividade (91). Por essa razdo, a polimerizacdo é
efetuada preferencialmente em condices fisioldgicas, pH e temperatura de modo a nédo

ocorrer desnaturacao de proteinas.

A escolha do solvente também carece de otimizacdo, uma vez que a maioria das
impressGes moleculares sucede com solventes orgénicos apolares com o propdésito de
maximizar as interacGes electroestaticas. Porém, como as proteinas retratam baixa
estabilidade e solubilidade em solventes apolares, o seu uso é limitado (82,91). Neste
contexto, privilegia-se a sintese do MIP com mondmeros naturais e biocompativeis, pH

fisiologico e temperatura ambiente.

A polimerizagdo em Bulk é um dos métodos mais utilizados na sintese de MIP
(92). Consiste na adicdo consecutiva do analito, do monémero, do solvente, do agente
reticulante e no final do iniciador. Os monémeros funcionais interagem com o analito,
havendo uma posicdo e composicdo dos grupos funcionais vantajosa para a sua
confluéncia com a molécula molde. A polimerizacdo em Bulk pode ser iniciada por

estimulo elétrico ou de temperatura de forma a rentabilizar a reagdo através da formacgéo
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de radicais livres. Uma das vantagens deste método consiste na obtencdo de grande
quantidade de material sensor. Para além disso € uma técnica simples e de baixo custo,

permitindo a producdo de matrizes poliméricas estaveis em grande escala (7,82).

No entanto, também a polimerizacdo em Bulk apresenta desvantagens. EXiste a
destruicdo de alguns locais de ligacdo durante o processo de moagem, reduzindo o
material obtido. Para além disso o tamanho das particulas produzidas € de dificil controlo,
havendo muitas vezes a ocorréncia de tamanhos e formas irregulares. Na utilizacdo de
proteinas, a escolha do solvente € limitada devido a possibilidade de desnaturacdo das

mesmas com solventes organicos (93).

A polimerizacdo em superficie caracteriza-se pela formacédo de locais de ligagdo
na superficie do polimero. Uma das maiores vantagens desta técnica passa pela facil
difusdo de macromoléculas na rede polimérica, ndo havendo preocupacdes relativamente
ao tamanho do molde. Também a eficiéncia que apresenta na (re)ocupacao dos locais de
ligacdo do analito é uma mais-valia, havendo assim uma preferéncia pela utilizagdo da

polimerizagdo em superficie quando se utiliza proteinas de grandes dimensdes (94).

3.3. Transdutores

O transdutor € outro elemento constituinte do biossensor, responsavel pela
conversdo de um evento de (bio)reconhecimento num sinal mensuravel. Normalmente os
transdutores produzem sinais 0ticos e elétricos proporcionais a porc¢do de interacdes entre
0 analito e o elemento de (bio)reconhecimento (62). Os transdutores abordados nesta
dissertacdo sdo os: 6ticos, piezoelétricos e eletroquimicos.

3.3.1. Oticos

Os transdutores 6ticos, também denominados de transdutores fotoelétricos, fazem
a conversao de sinais luminosos em sinais elétricos. Dependendo do tipo de aplicagéo
para o qual se utiliza o transdutor, pode variar o sinal luminoso, desde o infravermelho
(V) até ao ultravioleta (UV). Pode ser classificado como foto-emissivo, fotocondutivo e
fotovoltaico. O transdutor foto-emissivo gera uma irradiacdo de eletrbes sempre que as

suas superficies sdo iluminadas, no transdutor fotocondutivo ocorre a redugdo na
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resisténcia sempre que o material € iluminado e o transdutor fotovoltaico produz uma

diferenca de potencial entre dois elétrodos sempre que estes sdo iluminados (95).

Este tipo de transdutor constitui os biossensores éticos, representados na figura
3.8 A detecdo Otica é realizada através da interacdo do campo 6tico com o elemento de
(bio)reconhecimento. Esta detecdo pode ser dividida em dois modos gerais: label-free e
label-based. No modo label-free o sinal detetado é gerado diretamente através da
interagdo do material analisado com o transdutor. O modo label-based é gerado por um

método colorimétrico, fluorescente ou luminescente (96).
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Figura 3.8 — Sensores 6ticos (96).

Existem varios biossensores 6ticos para a monitorizacdo da IL-6 (53,97). Um dos
trabalhos desenvolvidos para a detecdo desta proteina descreve um biossensor de fibra
6tica, com um LD de 0,12 ng/ml na presenca de uma elevada concentracdo de proteinas

ndo especificas. Foi utilizado o modo label-based através da técnica de fluorescéncia (54).

3.3.2. Piezoelétricos

Piezoeletricidade consiste na capacidade que determinados materiais tém para
executar a conversdo de energia cinética em energia elétrica, e vice-versa. Contudo, € de
salientar que estas duas formas de operacdo se baseiam em efeitos semelhantes, mas
distintos: o efeito piezoelétrico e o efeito piezoelétrico inverso, respetivamente. Desta
forma, através da deformacdo mecéanica de um material com caracteristicas piezoelétricas
é possivel obter uma diferenca de potencial elétrico proporcional & acdo mecénica

observada (98). Assim, a piezoeletricidade pode ser aplicada na construcdo de
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biossensores, permitindo registar de forma simples as interagdes sem a necessidade de
utilizar qualquer reagente especifico (99). Os biossensores piezoelétricos dividem-se em
dois modos: a microbalanca de cristal de quartzo (QCM) e o dispositivo de onda acustica
de superficie (SAW). Este tipo de biossensores baseia-se na medi¢do das mudancas na
frequéncia da ressonancia de um cristal piezoelétrico devido a mudancas de massa na
estrutura cristalina (100). E de referir que ndo existe na literatura nenhum biossensor com

uma transdugdo piezoelétrica para a monitorizacao da IL-6.

3.3.3. Eletroquimicos

Um biossensor eletroquimico consiste num biossensor com um transdutor
eletroquimico (101). Na seccdo 2.1.3 foram referidos os conceitos gerais associados a
técnica eletroquimica. Sucintamente, os métodos eletroquimicos tém por base a geracéo
e/ou consumo de uma espécie eletroativa aquando de uma interacdo quimica, no qual o
transdutor tem como funcéo a medigao do sinal eletroquimico resultante da interagéo (82).
A elevada sensibilidade, custo moderado e portabilidade sdo importantes vantagens dos

biossensores eletroquimicos, dando assim preferéncia a utilizacdo deste método (56).

Tabela 3.1 — Transdutores eletroquimicos associados ao tipo de medi¢éo e analito

(101).
Tipo de Medic¢éo Transdutor Eletroquimico Analito
EIS K* CL, Ca®* F
elétrodo de vidro H* Na*, ...
1. Potenciométrico
elétrodo de gas CO3, NH3
elétrodo de metal espécie redox
elétrodo de metal ou carbono 0., agucar, alcool, ...
2. Amperométrico
EQM acucar, alcool, ...
3. Condutométrico, Elétrodos interdigitados, Ureia, espécie carregada,
Impedimétrico elétrodos de metal oligonucleotideos, ...
4. 180 carregado ISFET e ENFET H*, K*, ...
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Os transdutores utilizados nos biossensores estéo diretamente relacionados com o
tipo de medicdo como a potenciométrica, impedimétra e condutométrica. Dentro dos
transdutores eletroquimicos esta o elétrodo seletivo de iGes (do inglés: lon-Selective
Electrode, ISE), o elétrodo de vidro, elétrodos quimicamente modificados (EQM), o lon
Sensitive Field Effect Transistor (ISFET) e o Enzyme Field Effect Transistor (ENFET)
(101).

3.3.3.1. Sensores Voltamétricos
a) Voltametria Ciclica (CV)

A CV é provavelmente a técnica eletroquimica mais versétil para o estudo de
espécies eletroativas, na figura 3.9 esta descrito o voltagrama ciclico adquirido por esta
técnica. A sua versatilidade, combinada com o facil manuseamento trazem vantagens para
a utilizacdo desta técnica no campo da eletroquimica, quimica organica, quimica
inorgénica e bioquimica. A eficacia da CV advém da sua capacidade de observacao rapida
do comportamento redox numa ampla faixa de potencial, verificacdo da reversibilidade
dos sistemas, na detecdo da frequéncia de ocorréncias quimicas relacionadas a
transferéncia de carga e na verificacdo da ocorréncia de absorcao dos produtos no elétrodo
(102,103).

Espécie reduzida —» Espécie oxidada + ne

Pico anddico
/M
\

CORRENTE (A)

\ | Varimento inverso

A J
Pico catédico\/

Especie reduzida «— Espécie oxidada + ne

POTENCIAL (V)

Figura 3.9 - Voltamograma ciclico adquirido por CV (82).
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b) Voltametria de onda quadrada (SWV)

A SWV permite a andlise através da curva de corrente-potencial, como se pode
verificar na figura 3.10. A mensuracdo da corrente elétrica é realizada apds os impulsos
positivos e negativos, sendo o sinal obtido como uma intensidade de corrente resultante
de forma diferencial, com alta rejeicao a correntes capacitivas e distinta sensibilidade. As
curvas de corrente-potencial exibem uma forma bem definido e normalmente sé&o
simétricas. A altura dos picos gerados é proporcional a concentracdo da espécie

eletroativa (7).

- =

periodo de
aplicacéo

degrau de potencial "~

corrente
\ sentido direto
\
— S—
‘ — ~,
E —h corrente
—h sentido inverso

1 E

L2y 1

Figura 3.10 - Representacao da voltametria de onda quadrada (82).

3.3.3.2. Sensores Potenciométricos

As medi¢des dos biossensores potenciométricos envolvem a determinacdo da
diferenca de potencial entre um indicador e o elétrodo de referéncia, ou entre dois
elétrodos separados por uma membrana semipermeavel, quando ndo ha corrente
significativa entre eles. O transdutor pode ser um ISE. Uma caracteristica importante
deste, consiste na grande dependéncia que a sua resposta tem da capacidade tampéo da

amostra e sua forga iénica (101).

3.3.3.3.  Sensores Impedimétricos

A técnica EIS fornece uma perspetiva detalhada das diferentes constantes dos

processos eletroquimicos e caracteristicas elétricas da interface elétrodo/solucdo. E um
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método de caracterizacdo elétrica, onde se aplica uma pequena perturbacao ao elétrodo,
e se obtém os fatores importantes para o estudo do comportamento geral de um sistema
com um numero elevado de processos intercorrelacionados com velocidades dispersas. A
perturbacdo baseia-se num sinal alternado, sendo aplicado um potencial e medida a
corrente resultante. A técnica EIS mede a impedancia de um sistema numa determinada
faixa de frequéncias e, portanto, a resposta em frequéncia do sistema eletroquimico,
estando esta relacionada com a resisténcia elétrica. Este método tem como vantagem o
facto de a perturbacdo ser proxima do equilibrio, coisa que ndo acontece com 0s

antecessores, que sao perturbados longe do equilibrio (7,104).

A resisténcia elétrica € um conceito bastante conhecido, correspondendo a
capacidade de um elemento de circuito resistir ao fluxo de corrente elétrica. A lei de Ohm
(Equacdo 3.1) define a resisténcia (R) em termos de razdo entre a tensdo ou forca

eletromotriz (fem-E) e a corrente (1), como segue:

~ <

=7'+jZ" =R +jX

Esta equacdo é aplicada unicamente a uma resisténcia ideal, cujo valor é
independente da frequéncia, pois esta relacionada com a tensdo e corrente quando ambos

0s sinais estdo em fase.

A impedancia é a medida da capacidade que um circuito tem para resistir ao fluxo
de corrente elétrica, porém ndo se limita com as condicdes descritas da resisténcia ideal
(R). A impedancia é uma grandeza complexa, cuja parte imaginaria € a reatancia (X),
responsavel pela capacidade do armazenamento de energia pela amostra. Esta
componente da impedancia, podendo ser indutiva ou capacitiva, € dependente da
frequéncia, condicionando assim a resposta em frequéncia da amostra em estudo. A
abordagem impedimétrica consiste na aplicagdo de um pequeno sinal de excitacdo
sinusoidal ao sistema eletroquimico e medir a resposta subsequente do sistema em regime

permanente, fazendo um varrimento em frequéncia.

Na tecnica EIS, o sinal pode ser analisado através da soma de funcdes sinusoidais.
A figura 3.11 mostra um grafico tipico que ilustra a relagdo entre dois sinais sinusoidais

relacionados, com a mesma frequéncia angular ().
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O grafico de Nyquist obtem-se através da representacao da parte real no eixo X —
a resisténcia R, e a parte imaginaria no eixo Y- a reatancia X, como na figura 3.12. Neste
gréafico, 0 eixo Y € negativo e cada ponto representa a impedancia na frequéncia angular

especifica (o).

S EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEE gessssssmnEnn
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Figura 3.11 - Resposta de corrente sinusoidal num sistema linear ap6s a aplicagdo de
uma AC.

-z" N

® = oC 121

\ d=argZ

Figura 3.12 - Gréfico de Nyquist com os componentes reais (Z’) e imaginarios (Z’’) da
impedancia em cada .

v

ZI

O gréafico de Nyquist fornece uma visdo geral rapida dos dados EIS, permitindo
fazer algumas interpretacOes qualitativas. O semicirculo apresentado na figura 3.12 é
caracteristico de um circuito elétrico simples com uma Unica constante de tempo, embora
os graficos de impedancia eletroquimica frequentemente contenham varios semicirculos.

De uma forma geral, um espetro de impedéancia inclui uma componente semicircular a
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altas frequéncias e uma componente linear a baixas frequéncias, que correspondem a

resisténcia de transferéncia de carga e a difusdo, respetivamente.

3.4.Plataformas dos Sensores

O design de um sensor eletroquimico é um importante fator para o alcance dos
objetivos a que sdo propostos, tais como a eficacia, sensibilidade, seletividade,
fiabilidade, baixo custo, facil fabrico e manuseamento (7). Uma célula eletroquimica
convencional € composta por trés elétrodos, o de trabalho, o auxiliar e o de referéncia,
tomando como exemplo os screen-printed electrodes (SPEs), ilustrado na figura 3.13. O
elétrodo de trabalho é onde ocorre a reagdo num sistema eletroquimico. Existem diversos
tipos de elétrodos de trabalho como elétrodos de carbono vitreo, elétrodo de ouro, etc. O
aparecimento da tecnologia SPEs tem proporcionado novas oportunidades na aplicacéo
das técnicas eletroquimicas para a analise fora de um laboratorio especifico. S&o feitos
em substratos de vidro, plastico ou ceramica onde sdo impressos os trés elétrodos (72).

As vantagens dos SPE sdo inumeras relativamente aos elétrodos convencionais.
Para além de possibilitarem producdo em larga escala, a preco baixo, tém um tamanho
muito reduzido que auxilia no seu transporte e sdo sensores descartaveis, diminuindo a
hipotese de contaminagio e prevenindo a sensibilidade. E também importante referir a

que para além da sua manipulacao facil sdo também sensores confiaveis (7,72).

Contra
Eletrodo de Eletrodo

/
Trabalho /‘, i
Conexédo '
do C.E. Eletrodo de

Referéncia

Conexao
do W.E.

doR.E.

Figura 3.13 — Constituicdo de um SPE (105).
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3.5.Analise Qualitativa dos Materiais

As técnicas espetroscopicas tém uma funcdo muito importante na analise
qualitativa dos materiais que antes apenas poderiam ser estudados de forma tedrica.
Devido a versatilidade, rapidez e carater ndo destrutivo, podem ser destacadas trés
técnicas espetroscopicas: a espetroscopia de infravermelho, a espetroscopia de Raman e

a espetroscopia de fotoluminescéncia (106).

3.5.1. Espetroscopia de Infravermelho

A espetroscopia de infravermelho refere-se ao estudo da interacdo da radiagdo
infravermelha com a matéria, sendo representada num grafico da intensidade da radiacao
absorvida pela matéria em funcdo do comprimento de onda da radiacdo. E através do

espectrometro de infravermelho que se consegue obter a resposta espetral (107).
Esta técnica conjuga diversas vantagens (107):

e Técnica universal;

e A informacéo obtida é diversificada;
e Répida e de execucdo simples;

e Alta sensibilidade;

e Instrumentos com precos acessiveis.
Porém também tem algumas desvantagens (107):

e Falha a caracterizacao de misturas complexas;
¢ Dificuldade na analise de solucGes aquosas;
e Nao deteta substancias monoatémicas;

e Nao deteta moléculas diatbmicas homonucleares.

3.5.2. Espetroscopia de Fotoluminescéncia

A foto-excitacdo € um efeito produzido quando a luz incide sobre um meio, onde
é absorvida, gerando um excesso de energia no material. Este fenémeno produz transi¢des
nos eletrbes do material para estados excitados com energias superiores as do estado de

equilibrio. A passagem dos eletrdes ao estado de equilibrio resulta na expulsdo do excesso
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de energia do material, que pode incluir a emisséo de luz ou ndo, sendo isto um processo

radiativo (transi¢des ressonantes) ou um processo nédo radiativo, respetivamente (106).

3.5.3. Espetroscopia de Raman

Este método analitico fornece informacdes especificas e detalhadas a nivel
molecular do material em estudo. Esta técnica permite que a identificacdo dos materiais
seja rapida e oferece informagBes mais detalhadas comparativamente com outros metodos
espetroscopicos. Sao fornecidas informacgdes sobre a estrutura e o arranjo espacial das
moléculas, para além disso é possivel analisar a estrutura. E também importante referir
que cada substancia apresenta caracteristicas Unicas no espetro de Raman. O espetro de
Raman apresenta diversos picos que indicam a intensidade e a posi¢do do comprimento
de onda da luz dispersa. Cada pico corresponde a uma vibracéo especifica de uma ligacéo

molecular (82).
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Figura 3.14 — Exemplo de espetroscopia de Raman em trés materiais distintos (108)
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4. Procedimento Experimental

No presente capitulo esta encontra-se descrito, de forma pormenorizada, todos 0s
equipamentos, materiais, reagentes e procedimentos experimentais envolvidos na
construcdo do biossensor eletroquimico sensivel & proteina IL-6, assim como a avalia¢ao

do comportamento analitico dos dispositivos obtidos.

4.1.Material e Equipamento

O principal equipamento utilizado no estudo e preparagdo do biossensor foi um
potencidstato/galvanostato da Metrohm Autolab, mais especificamente o modelo
PGSTAT204, um instrumento modular e compacto, ilustrado na figura 4.1. Controlou-se
este equipamento através do software NOVA 2.1.4. A conexdo com o elétrodo de carbono
impresso (do inglés: Carbon Screen-printed Electrodes, C-SPEs) foi realizada através de

uma caixa PCON da BioTid, que permitiu a interface com o Autolab.

AAAAAAAAA

—_—_—

Figura 4.1 — Potenciostato/galvanostato PGSTAT204 (109)

No decorrer da preparacdo e deposicdo das varias camadas dos nanotubos de carbono
(NTC) modificados com um polimero aminado (do ingés: Poly (allylamine
hydrochloride, PAH) e nanoparticulas de platina (NPPt), recorreu-se a Mufla L5/11 da
Nabertherm. O medidor de pH utilizado durante o projeto foi 0 modelo GLP 21 da
CRISON e o ultrassom da SELECTA foi manuseado para a homogeneizacao de vérias
solugdes. Todas as pesagens foram efetuadas com uma balanca Mettler Toledo, modelo
MS105DU com preciséo de = 0,0001g.
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Os C-SPE utilizados no projeto foram adquiridos a Metrohm Dropsens e tém as

seguintes caracteristicas:

e Substrato em ceramica
e Dimensdes: 30x10x0,5 mm
e Contactos Elétricos: elétrodo de trabalho de carbono com 4 mm de

didmetros; elétrodo auxiliar de carbono e elétrodo de referéncia de prata.

As medic¢Bes de volumes com maximo de 5 mL foram feitas através das pipetas
automaticas VWR de volume regulével (2-20 uL, 20-200 pL, 100-1000 pL e de 1000-
5000 pL). As solucdes foram preparadas com o auxilio de baldes volumétricos classe A,

com capacidades de 50 mL e 100 mL.

Todos os reagentes utilizados estdo descritos na tabela 4.1, assim como a sua
origem comercial. Todos os reagentes foram utilizados conforme a disponibilidade do

mercado, com qualidade analitica e sem purificacdo adicional.

Tabela 4.1 - Lista de reagentes utilizados e a sua origem.

Reagente Origem
Acido Citrico (CeHsO7) Sigma Aldrich
Acido Oxalico di-hidratado (C2H204-2H20) Merck
Acido Sulfarico (H2S04) Sigma Aldrich
p-Ciclodextrina Sigma Aldrich
Cloreto de Potassio (KCI) Normapur
Dimetilformamida (CzH7NO) Carlo Erba
Dimetilsulféxido (C2HeOS) Sigma Aldrich
Fosfato Dissddico di-hidratado (Na2HPO4-2H20) Carlo Erba
Fosfato Dipotassico (K2HPO4) Fisher Chemical
Fosfato Monopotassico (KH2POa) Panreac

Hexacianoferrato (11) de potassio (Ks[Fe(CN)e])  Riedel-de-Haén
Hexacianoferrato (111) de potéssio (Ks[Fe(CN)s]) Riedel-de-Haén

Hidréxido de Sédio (NaOH) EKA

Pirrol (C4HsN) Alfa Aesar
Proteina IL-6 Recombinante Sigma Aldrich
Proteinase K Sigma Aldrich
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4.1.1. Solucbes

Na generalidade, as solugdes foram preparadas usando agua ultrapura, purificada
através do sistema Milli-Q. Para o processo de medicédo eletroquimica recorreu-se a uma
solucéo padrao redox, constituida por hexacianoferrato (1) de potéssio e hexacianoferrato
(111) de potéssio, com uma concentracio de 5,0x10° M, cada um, preparada numa solugio
tamp&o. O tamp&o variou no decorrer do estudo, iniciando-se com tampéo fosfato a 0,1
M, de pH igual a 7,4. De seguida passou a utilizar-se tampéo fosfato 0,1 M, de pH igual
a 6. A solucéo de tampao fosfato foi preparada em agua ultrapura, constituido por fosfato
dipotassico e fosfato monopotassico. O ultimo tampéo utilizado foi o tampéo fosfato-
citrato, a 0,15 M de pH 5,3. Este tampé&o foi preparado em agua ultrapura, constituido por

fosfato dissodico di-hidratado e 4cido citrico.

As solucdes de acido sulfdrico e cloreto de potassio foram preparadas em agua
ultrapura, com concentracdo de 0,5 M e 0,1 M, respetivamente. A solucdo de acido
oxalico di-hidratado foi preparada em dgua desionizada, numa concentracdo de 0,5 M. As
solucdes de B-ciclodextrina (B-C) (1,0x10° M) e pirrol (Pi) (2,5%10°% M) foram
preparadas em tampdo. A proteina IL-6 foi diluida em tampdo, com concentracdo de

4,78x10° M (0,1 pg/mL). A proteinase K preparou-se em tamp&o.

Para se proceder a realizacdo da curva de calibracdo foram utilizadas soluces
padrdo a partir da solucdo méde de IL-6 com concentracdo de 4,78x10®8 M (1 pg/mL),
diluida em tampdo, procedendo-se a realizacao de 7 solucbes padrdo. Este procedimento

esta ilustrado na figura 4.2.

20 ul 20 pl. 20 ulL 20 ul. 20 L

Solucio-Mie d d d d d

SR

1 pg/mL 0.1 pg/mL 0,01 pg/mL 0,001 pg/mL 0,0001 pg/ml. 0.00001 pg/mL 0,000001 pg/mL

Figura 4.2 - Representacdo esquematica da preparacgao das solucfes padrdo usadas para
a construgéo da curva de calibracéo.
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4.2 .Procedimentos Analiticos

Sendo um dos propdsitos na concecdo do biossensor a verificagdo da presenca de
impressdo molecular da molécula molde, a proteina IL-6, sintetizou-se na superficie do
elétrodo de trabalho um polimero sem impressdo molecular (do inglés: Non-Imprinted
Polymers, NIP) e em paralelo um polimero com a proteina molecularmente impressa, um
MIP. Desta forma, a preparacéo e construcdo do biossensor consistiu em quatro etapas
fundamentais: (i) ativacdo ou tratamento eletroquimico, (ii) imobilizacdo/ deposi¢do do
nanomaterial (NTC/PAH/NPPY), (iii) eletropolimerizacao e (iv) remocao da proteina. Na
figura 4.3 est& esquematizada a construcdo do MIP deste trabalho.

C-SPE ATIVADO ELETROPOLIMERIZACAO REMOCAO DA PROTEINA
I : . - ) m ) m
ELETRODO DE TRABALHO MIP

3 CAMADAS DE NTC

, Mondmero: Pirrol e f-Ciclodextrina

Proteina IL-6

Figura 4.3 — Representacdo esquemaética da construcéo do MIP.

Apds cada etapa, as modificacdes efetuadas nos elétrodos foram avaliadas com a
solucdo redox de ferro (80 L), através das técnicas eletroquimicas de voltametria ciclica
(CV) e impedancia (EIS). A leitura de CV ocorreu num intervalo de potencial de -0,5 V
a +0,7 V, durante 6 ciclos, numa velocidade de varrimento de 0,05 V/s. Os registos de
EIS foram obtidos para um OCP a 60 segundos, ao longo de uma gama de 0,1 a 100 kHz,
para 10 valores de frequéncia e uma amplitude de 0,01 V. Apés a sintese do polimero de
impressdo molecular pela técnica de eletropolimerizacdo, as medi¢des com a solucao
redox de ferro passaram a ser efetuadas apenas através da técnica EIS, devido a
estabilidade do Pi.
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4.2.1. Preparacéo do C-SPE

Os chips utilizados, adquiridos a Metrohm Dropsens, foram sujeitos a um pré-
tratamento eletroquimico com o objetivo de remover possiveis contaminantes na
superficie do elétrodo e fomentar o aparecimento de grupos funcionais através da
oxidacdo (ativacdo eletroquimica). ApoOs a ativacdo, procedeu-se a modificacdo do
elétrodo de trabalho adicionando 5 uLL. de NTC modificados com PAH e NPPt. O objetivo
da imobilizagdo deste nanomaterial superficie do elétrodo, consiste no aumento a area
superficial do elétrodo de forma a aumentar o0 nimero de moléculas na superficie do

elétrodo e adicionalmente, aumentar o sinal analitico através das NPPt.

Estudo da Ativacao Eletroguimica

Durante este passo de ativacdo eletroquimica, foram testadas duas técnicas
distintas, a Cronoamperometria (CA) e a CV, estando as condi¢cdes de cada método

descritas na tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Técnicas de Ativacao Eletroquimica estudadas.

Técnica CA CcvV

Eletrolito KCI0,1M H2>S0O4 0,5M

Condigdes 1,7 V durante 400s [-0,3;1,5] V, 10 ciclos, 0,5 V/s

Estudo da imobilizacdo do nanomaterial (NTC/PAH/NPPY)

Os elétrodos de trabalho foram modificados com 3 camadas do nanomaterial
(NTC/PAH/NPPt), a diferentes temperaturas de incubacdo e diferentes ativacOes
eletroquimicas. Cerca de 5 pL de nanomaterial foi depositado na superficie do elétrodo e
incubado durante 30 minutos numa Muffla, com a temperatura de 60°C ou 75°C. O
nanomaterial (NTC/PAH/NPPt) foi desenvolvido pelo grupo Nanomateriales,
TeamNanoTech, liderado por Miguel A. Correa-Duarte, diretor do CINBIO, da
Universidade de Vigo.
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4.2.2. Condicdes de trabalho do NIP

A eletropolimerizacéo € o método responsavel pela sintese de MIPs no decorrer
deste trabalho. De forma a otimizar a resposta do biossensor, € necessario avaliar e testar
algumas condicGes de polimerizacéo, tais como, o pH, o eletrolito, a gama de potencial
escolhida, o nimero de ciclos, a velocidade de varrimento e os grupos funcionais do

mondmero (82).

A selecdo do monomero é essencial, uma vez que os seus grupos funcionais vao
interagir com locais especificos da proteina, promovendo assim uma impressao molecular
mais idonea. A B-CD é um oligossacarideo ciclico composto por sete unidades de glicose
que se apresenta em forma toroidal com cavidade hidrofébica interna e uma concha
hidrofilica externa. Como resultado, a estrutura deste monémero permite a incorporacao
de moléculas com o tamanho adequado para a cavidade, deslocando assim a agua para
formar complexos host-guest estaveis. Estes complexos formam-se transversalmente
pelas interagoes das ligagdes nao covalentes da B-CD e da IL-6 (110). De forma a
transferir o processo de reconhecimento da -CD para a superficie do sensor foi utilizado
o0 Pi, através da conjugagado B-CD+Pi, pois este consegue manter a estabilidade do agUcar

no ar e na agua (111).

Desta forma, sendo o processo de polimerizacao eleito o de Bulk, foram estudados

varios parametros:

e Dissolugio da p-Ciclodextrina;
e Velocidade de varrimento durante a eletropolimerizacéo;
e Concentracdo do mondémero pirrol;

e Numero de ciclos durante a eletropolimerizacgéo.

Estudo da Dissoluc¢do da B-Ciclodextrina

Inicialmente, a otimizacdo do protocolo para o presente estudo, tinha como
objetivo a utilizagdo da B-CD como o mondmero para a polimerizagéo, sem a adi¢éo de
outros compostos. No entanto, devido & baixa solubilidade da B-CD em solventes néo-

organicos, optou-se pela introducdo do monémero Pi.
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Estudo da Velocidade de Varrimento

Uma das condig¢des experimentais avaliadas neste estudo consistiu na velocidade
de varrimento durante o passo de eletropolimerizacdo, sendo que este parametro afeta o
modo como o polimero "cresce” na superficie do elétrodo, podendo originar malhas
poliméricas mais densas ou mais porosas. Para o estudo da velocidade de varrimento
utilizou-se uma solugio de B-CD+Pi a 1,010 M, em pH 6. Colocou-se 80 uL da mesma
nos elétrodos e polimerizou-se em CV, numa gama de potencial de 0 V a +1,8 V, em 30

ciclos. Foram testadas duas velocidades de varrimento: 0,025 V/s e 0,1 V/s.

Estudo da Concentracéo de Pirrol

De seguida, foi averiguada a concentracdo do pirrol que melhor se adapta para a
formacdo do polimero. A eletropolimerizacdo foi realizada em CV, numa gama de
potencial de 0 V a +1,8 V, em 30 ciclos, com uma velocidade de varrimento de 0,1 V/s.
A B-CD manteve sempre uma concentragdo de 1,0x107 M, num entanto o Pi foi analisado
com uma concentracio de 1,0x10° M, 2,5x10° M e 5,0x10° M.

Estudo do Numero de Ciclos de Eletropolimerizacéo

Como a impressdo da proteina foi realizada em solucdo (Bulk) para a
eletropolimerizacéo foi definida uma solugio de B-CD, a 1,0x10°3 M e Pi, a 2,5x10° M.
Desta solucéo, 80 pL foram colocados nos elétrodos e polimerizados por CV, numa gama
de potencial de 0 V a +1,8 V e velocidade de varrimento de 0,1 V/s. Finalmente, foi
avaliado o impacto de diferentes ciclos de polimerizagdo, onde se estudou 10, 20 e 30

ciclos, respetivamente.

4.2.3. Condigdes de trabalho do MIP

Semelhante & preparacdo do NIP, o MIP é desenvolvido pele técnica de
eletropolimerizacdo em Bulk, com a conjugagédo B-CD+Pi, com uma concentracdo de Pi
de 2,5x10° M e uma concentracio de B-CD de 1.0x103 M. No entanto, neste processo é

necessario adicionar a proteina que se quer imprimir no C-SPE, a IL-6. A
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eletropolimerizacéo é feita em CV, num intervalo de potencial 0 V a 1,8 V, em 30 ciclos

e uma velocidade de varrimento de 0,1 V/s.

Estudo da Concentracéo de IL-6

A concentracdo de IL-6 durante a preparacdo do MIP é um dos fatores principais
que ird afetar a resposta do biossensor, pois sera responsavel pela maior ou menor
presenca de pontos de (bio)reconhecimento. Em quantidades elevadas pode dificultar a
polimerizacdo dos monomeros, e em por¢ées muito baixas pode néo ser suficiente para
produzir as cavidades necessarias para 0 evento de reconhecimento. Posto isto, foram
estudadas duas concentraces no processo de polimerizacéo, 4,78x10® M (1,0 pg/mL) e
4,78x10° M (0,1 pg/mL).

Estudo do pH do Tampéo

De forma a otimizar o desempenho do biossensor, estudou-se a resposta do C-SPE
modificado com os materiais NIP/MIP utilizando solucgdes de polimerizacéo preparadas

a diferentes pH. Foi utilizado tampdo fosfato a pH 6 e tampéo fosfato-citrato a pH 5.

Estudo do Processo de Remocéo da IL-6

Ap0Os a polimerizacdo, é necessario remover a proteina impressa para que as
cavidades especificas para a IL-6 sejam criadas. Desta forma, foram utilizadas trés

técnicas de remocdo, como se pode ver na tabela 4.3.

Tabela 4.3 — Técnicas de Remocéo da IL-6.

Técnica Descricao

Incubagdo em proteinase k durante a noite, seguida de
1 incubagdo por 1 hora em &cido oxalico e 1 hora em tampéo

fosfato-citrato (pH 5).

Incubagdo em proteinase k por 2 horas, seguida de 1 hora em

acido oxalico e 1 hora em tamp&o fosfato-citrato (pH 5).

Incubagdo e acido oxalico por 3 horas, seguida de 1 hora em

tampdo fosfato-citrato (pH 5).
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4.2.1. Curva de Calibracao

Posteriormente a sintese do MIP atestou-se a capacidade do mesmo para
reconhecer a proteina IL-6 nas cavidades criadas, através de incubacdes sucessivas do
analito. As curvas de calibragdo expressam a relacdo entre o sinal medido e a
concentracdo do analito. Desta forma, este foi o método de calculo utilizado para
caracterizar, de forma adequada, a relacdo entre a concentracdo da proteina IL-6 e a
resposta do biossensor desenvolvido no projeto. Para isso, recorreu-se ao uso de sete
solucdes padréo (figura 4.2), procurando abranger todas as gamas das concentracdes
esperadas. Na tabela 4.4 estdo descritas as concentracfes da proteina em cada uma das

solugdes padrao.

Tabela 4.4 — Concentragéo da IL-6 nas solucdes padrao.

Padrio Concentracgéo
Q
1 1,0 pg/mL
2 10 pg/mL
3 100 pg/mL
4 1,0 ng/mL
5 10 ng/mL
6 100 ng/mL
7 1,0 pg/mL

Inicialmente, foram efetuadas incubacGes sucessivas das solu¢des padrdo da IL-6
preparadas em tampao fosfato-citrato (pH 5) colocando um volume de 5 pL de solugéo
padrdo de IL-6 na area de trabalho durante 30 minutos. Em seguida, procedeu-se a
lavagem com &gua ultrapura e posterior medi¢do EIS, com a solucdo padrdo redox de

ferro,

Os ensaios foram repetidos com solugdes padrdo da IL-6 preparadas em soro
humano (Cormay Serum HN), na mesma gama de concentracdo, diluido em tampé&o
fosfato-citrato de pH 5, de forma a poder-se estudar o comportamento do biossensor numa

matriz biologica. Assim, as curvas de calibragdo para a IL-6 foram obtidas através das
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medicdes de EIS. Este soro € liofilizado de origem humana, desenvolvido para o controlo

da qualidade do constituintes inorgénicos, organicos e enzimaticos (112).
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Resultados e Discussao

5. Resultados e Discussao

O presente capitulo tem como objetivo a analise dos resultados obtidos durante o
desenvolvimento do bissosensor eletroquimico para a detecdo da IL-6. Os resultados
estdo organizados pela ordem de realizagcdo, comecgando pela preparagdo dos C-SPEs,
passando pelo estudo das condicBes de sintese do NIP, seguindo para as condi¢des de
sintese do MIP e terminando com a avaliacdo do desempenho do biossensor para a

detecdo da proteina IL-6.

5.1.Preparacao do C-SPE

A primeira etapa consistiu na ativacdo eletroquimica dos elétrodos, de forma a
uniformizar a superficie de carbono, preparando-a para a colocacdo do nanomaterial
(NTC/PAH/NPPt). Através da identificacdo dos picos de oxidacédo e reducdo das espécies
de ferro, assim como das respetivas intensidades, obtidas com a técnica de CV, € possivel

efetuar um estudo comparativo das modificacdes efetuadas.

5.1.1. Ativacdo Eletroquimica

De modo a assegurar a reprodutibilidade no desenvolvimento dos sensores, foi
importante avaliar diferentes abordagens relativamente a ativacéo eletroguimica do C-
SPE. Para isso, utilizaram-se as técnicas de CA e CV, tendo sido realizados trés ensaios
para cada experiéncia. Na figura 5.1 estdo ilustrados os resultados obtidos pelas medicdes,
com a solucdo padrdo redox de ferro, em cada passo da ativacdo, com a utilizacdo da
técnica de CV. Na figura 5.2 estdo discriminados os resultados obtidos através da técnica
de EIS.

Comao regra geral, observa-se um comportamento quasi-reversivel para o processo
redox, obtido através da analise em CV, tanto no sensor ndo modificado, como no sensor

ativado por ambas as técnicas, como se verifica na figura 5.1.

Por sua vez, os diagramas de Nyquist facultam o semicirculo caracteristico na
regido de frequéncias mais elevadas, estando isto relacionado diretamente com a

resisténcia a transferéncia de carga (Rct) na interface do elétrodo com a solucéo. Ademais,
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a porcao linear do diagrama encontra-se nas frequéncias mais baixas, devido ao processo

de difusdo das espécies eletroativas na solucdo, como se confirma na figura 5.2.

0,15
0,10
0,05

0,00

Corrente (mA)

-0,05
-0,10

-0,15
-1000 -500 0 500 1000
Potencial Aplicado (mV)

* C-SPE Ativado por CA * C-SPE Ativado por CV
* C-SPE nao modificado

Figura 5.1 — VVoltagramas obtidos a cada etapa durante a ativacao eletroquimica do
biossensor, medidos com a solucéo redox de ferro.

Na tabela 5.1 estdo expressos os valores da diferenca de potencial entre 0s picos

de oxidacdo e reducdo e os valores das resisténcias a Ret.

Tabela 5.1 — Valores médios da diferenca de potencial entre os picos e Rt em cada
etapa da ativacdo eletroquimica.

Diferenca de Potencial entre os Picos  Rct

C-SPE
(mV) Q
N&o Modificado 194 485
Ativado por CA 195 452
Ativado por CV 157 299
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Figura 5.2 — Diagramas de Nyquist obtidos a cada etapa durante a ativacdo
eletroquimica do biossensor, medidos com a solugdo redox de ferro.

Empiricamente, observou-se que, apos a etapa de ativacdo eletroquimica por CA,
o valor da diferenca de potencial entre os picos ndo sofreu alteragdes significativas, com
apenas um aumento de 0,5%, e o valor da Rt desceu ligeiramente, numa percentagem de
menos 7%. Isto da-se devido a remocao e oxidacdo dos compostos organicos presentes e

a introducdo de ides na superficie do elétrodo.

Relativamente aos da corrente nos picos de oxidacao (lpo) e reducdo (lpr), em todas
as etapas mantiveram-se constantes, respetivamente -0,12 mA e +0,12 mA. Do ponto de
vista da corrente produzida, o sistema comportou-se de forma quasi-reversivel, uma vez

que as correntes dos picos de oxidacdo e de reducdo apresentaram valores semelhantes.

Em contrapartida, ap0s a ativacao eletroquimica por CV, o valor da diferenca de
potencial entre os picos diminuiu 19%, e o valor da Rct desceu 38%. No processo de
escolha entre as duas ativagdes eletroquimicas, verificou-se que a ativacao eletroquimica
por CV apresenta uma variacdo na diferenga de potencial entre os picos de 24% e resulta
em valores de Rct 51% mais baixos. Posto isto, a técnica de CV é a mais favoravel para a
ativacdo eletroquimica dos C-SPEs, pois indica uma melhoria significativa, apos a sua
utilizagdo, no processo de transferéncia de eletrdes entre a superficie do elétrodo e o

eletrélito.
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5.1.2. Imobilizacdo do nanomaterial (NTC/PAH/NPPt)

A otimizacdo dos elétrodos passou pela colocacdo de camadas de
NTC/PAH/NPPt, sendo importante avaliar a temperatura de incubacdo da solugdo no
elétrodo de trabalho. Em paralelo, C-SPEs ativados com a técnica de CA foram também

testados, de forma a confirmar a escolha efetuada no ponto 5.1.1.

Temperatura de Incubagéo

Realizou-se entdo o estudo da temperatura de incubacéo (60°C ou 75°C) dos chips
ativados electroquimicamente por CV com acido sulfarico. Os resultados obtidos nas
medicBes com a solucdo redox de ferro, apés a imobilizagdo de cada camada de
NTC/PAH/NPPt, com a utilizagdo da técnica de CV e EIS, estdo apresentados na figura
5.3 e 5,4, respetivamente, onde se pode observar a incubacdo do nanomaterial a 75°C (a)
a 60°C (b).

Tal como se observou, através da anélise em CV, denota-se um comportamento
quasi-reversivel nos trés processos de colocacdo do nanomaterial para ambas as
temperaturas de incubacdo. No que diz respeito aos diagramas de Nyquist, 0S mesmo
facultam novamente o semicirculo caracteristico na regido de frequéncias mais elevadas,
e a porc¢éo linear do diagrama encontra-se nas frequéncias mais baixas. Na tabela 5.3 estdo
expressos os valores da o € lpr, da diferenca de potencial entre os picos de oxidacao e

reducdo e da Ret.

Tabela 5.2 — Valores médios dos Iy e I, da diferenca de potencial entre os picos e da
Rc: em cada etapa da imobilizagdo dos NTC/PAH/NPPt, para as diferentes temperaturas de

incubag&o.
Temperatura Camada lpo lor  Diferenca de Potencial entre os Picos  ARct
(mA) (mA) (mV) Q

1 -0,11 0,12 156 287

75°C 2 -0,11 0,13 146 280

3 -0,11 0,13 256 303

1 -0,12 0,14 136 286

60°C 2 -0,12 0,13 134 256

3 -0,12 0,13 133 240

60



Resultados e Discussao

a) Incubacgio a 75°C
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Figura 5.3 - Voltagramas obtidos ap6s a colocagdo de cada camada de
NTC/PAH/NPPt, medidos na solugdo redox de ferro, sendo a) a incubacéo feita a 75°C e b) a
incubacdo a 60°C.
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a) Incubagio a 75°C
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Figura 5.4 - Diagramas de Nyquist obtidos em cada colocacao das camadas de
NTC/PAH/NPPt, em meio da solucéo redox de ferro, sendo a) a incubacéo feita a 75°C e b) a
incubacéo a 60°C.

Experimentalmente, observou-se que, ao longo da colocacdo das camadas de
NTC/PAH/NPPt, o valor da Iy sofreu uma ligeira diminuicdo de 0,01 mA, a temperatura
de incubacéo de 75°C, passando de -0,12 mA para -0,11 mA. Quando a temperatura de
incubacéo foi de 60°C, este valor manteve-se constante. O valor médio da Ipr Sofreu um
aumento de 0,01 mA a partir da segunda camada de NTC, para a temperatura de 75°C,
enquanto, para a temperatura de 60°C este valor subiu 0,02 mA, passando de 0,12 mA

para 0,14 mA, descendo de seguida para 0,13 mA nas duas Ultimas camadas. No geral,
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verificou-se que a medida que se iam depositando mais camadas de nanomaterial, as

intensidades dos picos de oxidacdo e reducdo aumentavam.

A temperatura de incubagdo de 75°C, o valor da diferenca de potencial entre os
picos sofre uma diminuicdo de 11% apos a colocagdo da primeira camada, descendo,
posteriormente, 6% na colocacao da segunda camada, mas sofrendo um aumento de 7%
na terceira camada de NTC modificados. Em contrapartida, a temperatura de incubacao
de 60°C, o valor da diferenca de potencial entre os picos tem uma diminuicdo mais
notavel, de 23%, acompanhada por uma segunda descida de 1% e mantendo-se estavel na
terceira camada. Para além de ter uma descida constante nos valores da diferenca de
potencial entre os picos, 0s C-SPEs incubados a 60°C, conseguem, em cada colocacao de
uma nova camada de NTC/PAH/NPPt, apresentar valores mais baixos, tendo uma

diferenca de menos 17% entre a primeira e a Gltima camada de NTC/PAH/NPPt.

Relativamente a Rct, 0s C-SPEs incubados a 60°C, conseguem para a 12 22 e 32
camada de NTC/PAH/NPPt valores mais baixos 1%, 9% e 23%, respetivamente. Posto
isto, a técnica de incubacdo a 60°C é mais vantajosa para a otimizacéo dos C-SPEs, pois

indica uma melhoria significativa apds a colocacéo das trés camadas de nanomaterial.

Ativacéo Eletroquimica

Apos a avaliagdo da influéncia da temperatura de incubacdo do nanomaterial nos
C-SPEs, foi realizado um estudo adicional a resposta que o elétrodo modificado com o
NTC modificados teria utilizando uma ativacdo eletroquimica diferente, no caso da
temperatura 60°C. Os resultados obtidos nas medi¢fes com a solucdo padrdo redox de
ferro, em cada imobilizacdo dos NTC na superficie dos C-SPEs ativados por CA, com a
utilizacdo da técnica de CV, estdo apresentados na figura 5.5. Na figura 5.6 estdo
ilustrados os resultados obtidos através da técnica de EIS, para C-SPEs ativados por CA.
A temperatura de incubacéo utilizada foi a de 60°C para ambas as técnicas. Na tabela 5.3
estdo expressos os valores médios das Ipo € lpr, da diferenca de potencial entre os picos e
da Ret.
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Figura 5.5 - Voltagramas obtidos ap6s a colocagdo das 3 camadas de NTC/PAH/NPPt,
em meio da solucéo redox de ferro, em C-SPEs com ativag&o eletroquimica por CA.
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Figura 5.6 - Diagramas de Nyquist obtidos em cada colocacdo das camadas de
NTC/PAH/NPPt, em meio da solucdo redox de ferro, em C-SPEs com ativacao eletroquimica
por CA.
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Tabela 5.3 — Valores médios das Iy € Iy, da diferenga de potencial entre os picos e da
R em cada etapa da colocacdo dos NTC/PAH/NPPt, para C-SPEs ativados
electroguimicamente por CA.

L . Alpo  Alr  Diferenca de Potencial entre os Picos  ARct
Ativacéo Eletroquimica Camada

(mA) (mA) (mV) Q
1 -0,09 0,12 148 435
CA 2 -0,10 0,13 145 405
3 -0,10 0,13 149 367

De uma forma geral, observou-se que o valor da Ipo teve alteracGes de -0,03 mA,
na imobilizacdo da primeira camada de NTC modificados para os chips ativados por CA,
uma diferenca de -20% relativamente aos C-SPEs ativados pela técnica de CV,
aumentando ligeiramente 0,01 mA nas restantes camadas, mas continuando com valores
mais baixos do que os C-SPEs ativados por CV. Em relacéo a lpr, ndo existe diferencas

entre as duas técnicas.

Com a técnica de ativacdo CA, os C-SPEs apresentaram valores médios da Ep
superiores relativamente aos valores resultantes da técnica de ativacdo CV, tendo para
cada camada uma diferenca de 9%, 8% e 12% respetivamente. Em contrapartida, a Rct
dos C-SPEs ativados por CA, demonstraram valores muito mais elevados que os C-SPEs
ativados por CV, com aproximadamente 50% de diferenca em cada camada de
NTC/PAH/NPPt.

Desta forma, demonstra-se novamente que a ativacdo eletroquimica por CV
apresenta mais vantagens para a otimizacdo dos C-SPEs.

5.2.Condicdes experimentais de sintese do NIP

O objetivo nesta etapa do projeto diz respeito a sintese de um NIP para avaliar o
comportamento do polimero formado pela conjugacdo B-CD+Pi, no C-SPE sem a
presenca da proteina IL-6. Projetou-se condicgdes estaveis, de forma a serem controladas

e monitorizadas, para o0 processo seguinte, a formacao do MIP.
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5.2.1. Dissolucédo da p-CD

Numa fase inicial do estudo da utilizagdo da B-CD como monoémero para o
desenvolvimento do biossensor, foram efetuadas duas tentativas de polimerizagdo, em
tampdo fosfato a pH 7,4. A selecdo deste mondémero teve como base este ser um
carboidrato composto de unidades de glicose. Para evitar a impressdo inadequada da
proteina, os materiais biomiméticos devem ser projetados em condigdes muito proximas
do ambiente nativo do modelo de proteina. Quando a matriz polimérica é constituida por
compostos nativos na natureza (aminoacidos, agucares, lipidios ou acidos nucleicos),
mudancas conformacionais da proteina durante a sintese do polimero podem ser evitadas
ou limitadas. Deste modo o filme polimérico ao redor da proteina € formado por

biomoléculas que coexistem com a proteina na natureza, neste caso a p-CD.

No primeiro ensaio a eletropolimerizacdo realizou-se pela técnica de CV, num
intervalo de -0,8 V a +1,3 V, em 20 ciclos, com uma velocidade de varrimento de 0,1 V/s,
utilizando para isso uma solugdo de p-CD com concentragéo de 1,0x10 M. Em paralelo,
foi realizado um ensaio controlo em que o elétrodo era sujeito as mesmas condi¢des, mas
utilizando apenas o tampdo. Este ensaio permite comprovar a eficacia de polimerizacéo.
Os resultados obtidos nas medicGes com a solucdo redox de ferro estdo apresentados na

figura 5.7. Na figura 5.8 estéo ilustrados os resultados obtidos através da técnica de EIS.
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Figura 5.7 - Voltagramas obtidos ap6s polimerizacdo, por CV, num intervalo de -0,8 V
a+1,3V, a 20 ciclos, com velocidade de varrimento de 0,1 V/s, medidos com a solugéo redox
de ferro.
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Figura 5.8 - Diagramas de Nyquist obtidos apds polimerizagéo, por CV, num intervalo
de -0,8 V a+1,3V, a 20 ciclos, com velocidade de varrimento de 0,1 V/s, medidos com a
solucgdo redox de ferro.

Pela observacdo das figuras 5.7 e 5.8 é possivel concluir que ndo ocorre
eletropolimerizacdo, nas condicGes escolhidas, pois tanto os voltagramas ciclicos como

os diagramas de Nyquist apresentam comportamentos muito semelhantes.

O segundo ensaio também utilizou a técnica de CV para polimerizar, apenas
mudando o intervalo de potencial, passando a ser de -1,0 a +1,6 V. Na tabela 5.4 estdo
apresentados os valores médios dos Ipo € lpr, da diferenca de potencial entre os picos e da

Rt para ambos 0s ensaios.

Tabela 5.4 — Valores médios dos Iy € I, da diferenca de potencial entre os picos e da
Rct para os diferentes ensaios de eletropolimerizagdo com B-CD e tampdo fosfato (pH 7,4).

) ] Alpo  Alr  Diferenca de Potencial entre os Picos  ARct
Ensaio Mondmero

(mA) (mA) (mV) Q
B-CD -0,16 0,15 114 117
' Tampdo Fosfato -0,16 0,15 112 101
B-CD -0,15 0,15 112 53
? Tampdo Fosfato -0,16 0,15 110 47
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Através da analise dos dados fornecidos pela tabela 5.4 € possivel afirmar que ndo
esta a ocorrer eletropolimerizacéo pois os valores sdo muito semelhantes entre os C-SPEs
eletropolimerizados com B-CD e os C-SPEs modificados com tampéo fosfato. Uma das
possiveis explicagdes por nao ter sido possivel eletropolimerizar a 3-CD nestas condi¢bes
pode ser devido a dificuldade de dissolucdo da mesma. Verificou-se também que alguns
estudos cientificos encontrados na literatura demonstraram que a polimerizacdo
eletroquimica deste mondémero natural necessitava da aplicacdo de potenciais bastante
elevados (113). Assim, optou-se por utilizar uma mistura de mondémeros, adicionando o

Pi, de forma a ultrapassar este obstaculo.

5.2.2. Velocidade de Varrimento

A partir daqui, foi utilizada sempre uma mistura de monoémeros constituida pela
B-CD e o Pi. No estudo da velocidade de varrimento € utilizada a mesma gama de
potencial, de 0 V a +1,8 V, 0 mesmo nimero de ciclos (30), sendo testada a velocidade
de varrimento 0,025 V/s no primeiro ensaio e a velocidade 0,1 V/s no segundo, na figura
5.9 esta ilustrado o voltagrama da polimerizagdo da 3-CD (a) e da B-CD conjugada com
Pi (b). Devido ao caracter eletroativo do Pi, optou-se por se fazer apenas medicGes EIS,
com a solugdo redox de ferro. Na figura 5.10 encontra-se ilustrado o estudo & velocidade

de varrimento da eletropolimerizagé&o.

E possivel afirmar, pela interpretacdo dos dados da obtidos na figura 5.10, que
aparentemente, com uma velocidade de varrimento de 0,025 V/s ndo ocorre
eletropolimerizacéo pois os diagramas de Nyquist da 3-CD+Pi e do tampdo fosfato com
pH 6 quase que se sobrepdem. Por outro lado, nota-se uma grande diferenca, na
velocidade de varrimento de 0,1 V/s, entre 0 C-SPE polimerizado com B-CD+Pi e
polimerizado com tampdo fosfato de pH 6. O valor da R € maior para o C-SPE
polimerizado com B-CD+Pi. Desta forma, pode-se confirmar que a eletropolimerizacao a

velocidade de varrimento de 0,1 V/s é bastante mais favoravel.
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Figura 5.9 — Voltagramas da eletropolimerizac¢do a) aquando da utilizacao de p-CD e b)
B-CD conjugada com pirrol.
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Figura 5.10 - Diagramas de Nyquist obtidos ap6s polimerizagdo, por CV, num intervalo
de 0V a+1,8V, a 30 ciclos, com velocidade de varrimento de 0,025 V/s e 0,1 V/s, medidos
com a solucao redox de ferro.

5.2.1. Concentracao de Pirrol

No estudo da concentracdo de Pi utilizou-se a mesma gama de potencial, de 0 V a
+1,8 V, 0 mesmo numero de ciclos (30), a velocidade de varrimento de 0,1 V/s. Na tabela
5.5 encontram-se os valores da Rt para os diferentes ensaios de eletropolimerizagdo, com

as varias concentracdes de pirrol (Cyp).

Tabela 5.5 — Valores da R para os ensaios de eletropolimeriza¢do com -CD+Pi e
tampéo fosfato de pH 6, no estudo da C,.

Primeira Medigdo  Ultima Medig&o

, Cp Rect Rect
Mondmero
(M) Q Q
1,0x103 926 914
p-CD + Pi 2,5x103 6393 6445
5,0x103 38180 23946
Tampéo Fosfato - 656

E de referir que para a concentracio de 5 x10° M, foram feitas 4 medicdes para

estabilizar o NIP, enquanto para as outras concentra¢des apenas se efetuaram 2 medigdes.

70

1000



Resultados e Discussao

Para a selecdo da concentracdo de Pi na solugdo do monomero, foram tidos em conta dois
critérios, o nimero de medicoes EIS até o valor da R estabilizar e o valor final obtido.
Desta forma, optou-se pela concentragéo de 2,5x10° M, uma vez que apresenta um valor
da R bastante diferente do valor controlo em tampéo fosfato, apenas necessitando de 2

medicdo até estabilizar.

5.2.2. NUmero de Ciclos

No estudo do nimero de ciclos para o processo de eletropolimerizacéo utilizou-se
a mesma gama de potencial, de 0 V a +1,8 V, uma velocidade de varrimento de 0,1 V/s e
testou-se trés valores diferentes para os ciclos, sendo estes 10, 20 e 30. Como referido
anteriormente, optou-se por se fazer todas as medicGes a partir da eletropolimerizagéo
apenas com EIS, através da solucdo redox de ferro. Na tabela 5.6 estdo os valores da Ret

para os diferentes ensaios de eletropolimerizacdo, com os varios ciclos estudados.

Tabela 5.6 — Valores da Rc: para os ensaios de eletropolimeriza¢do com -CD+Pi e
tampéo fosfato de pH 6, no estudo do nimero de ciclos.

Primeira Medigdo  Ultima Medig&o

) Rct Rct
Monémero Ciclos
Q Q
10 14988 9118
B-CD + Pi 20 19307 15470
30 6393 6446

Para estabilizar o valor do Rt em cada chip, foram realizadas algumas mediges.
Para o C-SPE eletropolimerizado com 10 ciclos foram realizadas 5 medicdes, ndo
ocorrendo estabilizacdo. O C-SPE eletropolimerizado com 20 ciclos necessitou de 4
medigOes para estabilizar, enquanto o chip que fez o processo de polimerizagdo com 30
ciclos apenas necessitou de 2 medicOes para se estabilizar o valor do R¢. Desta forma,
optou-se por utilizar a eletropolimerizacéo a 30 ciclos, uma vez que com 2 medicdes 0

polimero foi estabilizado.
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5.3. Condicodes de Trabalho do MIP

Ap0s investigar algumas das principais condi¢es experimentais relativamente ao
processo de construgdo do sensor, foram estudadas as condi¢fes de construcdo do MIP.
No decorrer destes trabalhos, foi tido em conta parametros como a concentragdo da
proteina, IL-6, 0 pH do tampéo utilizado nas solugdes e o método de remocéo. Apds o
estudo das condicbes de trabalho do NIP foram selecionadas as condicdes ideais de
polimerizacdo eletroquimica. A gama de potencial escolhida foi a de 0 V a +1,8 V, com
velocidade de varrimento de 0,1 V/s, em 30 ciclos, com uma concentragdo de pirrol
2,5%10% M e uma concentragio de B-CD 1,0x107° M.

5.3.1. Polimerizacéo

5.3.1.1. Concentragdo da IL-6

Para a solugdo de eletropolimerizagdo do MIP foram escolhidas duas
concentragOes distintas da proteina IL-6 para discutir os resultados mais plausiveis para
o desenvolvimento do biossensor. Desta forma, foram estudadas as concentracdes de
4,78x107° e 4,78x10® M, os diagramas de Nyquist respetivos estdo descritos na figura
5.11. Na tabela 5.7 estdo descritos os valores médios do Rct para os MIPs e NIPs

eletropolimerizado nas mesmas condigdes.

Tabela 5.7 — Valores médios da R para os ensaios de eletropolimerizacdo MIP/NIP,
com tampdo fosfato de pH 6, no estudo da concentracdo da proteina IL-6.

Concentracgdo IL-6 ARt

Tipo C-SPE
M Q
4,78x108 525
MIP
4,78x10° 7697
NIP ; 48481
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Figura 5.11 - Diagramas de Nyquist obtidos ap6s polimerizagdo, por CV, num intervalo
de OV a +1,8 V, a 30 ciclos, com velocidade de varrimento 0,1 V/s para as diferentes
concentracdes da proteina IL-6 e NIP de controlo, em solugdo redox de ferro.

Verificou-se que os valores de R¢t dos NIPs sdo sempre muito mais elevados que
os valores Rct dos MIPs, o que pode ser uma forte indicacdo de que a presenga da proteina

IL-6 produz algum tipo de impedimento a polimerizagao.

Para a concentragdo mais elevada de proteina na polimerizagdo (4,78x10® M)
observou-se um valor de resisténcia (525 ©) muito mais baixo que o valor do NIP de
referéncia (48481 Q). O MIP eletropolimerizado numa concentracio de 4,78x10° M,

com resisténcia de 7697 Q teve também o valor de R¢t mais baixo que o NIP de referéncia.

Os valores da Rctantes da eletropolimerizagdo eram de aproximadamente 240 Q.
Desta forma, é de notar que a eletropolimerizagédo ocorreu de forma mais significativa no
MIP com uma concentracdo de IL-6 inferior, uma vez que a Rc¢t € muito maior apos

polimerizar e inferior ao NIP de referéncia.

5.3.1.2. pH do Tampéo

Tendo em conta as condigOes escolhidas para a eletropolimerizacdo, foram
produzidos C-SPEs em condic¢des de diferentes valores de pH. A sele¢do do pH teve em
conta o ponto isoelétrico (PI) da proteina (6.96) (114). Na tabela 5.8 estdo descritos 0s

valores médios da Rt para os MIPs e NIPs.
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Tabela 5.8 — Valores da R.: para os ensaios de eletropolimeriza¢cdo MIP/NIP no estudo
do pH do tampéo.

. ARct
Tipo C-SPE Tampéao
Q
Fosfato pH 6 7697
MIP

Fosfato-citrato pH 5 15876

Fosfato pH 6 48481
NIP

Fosfato-citrato pH 5 27419

Com a mudanca de pH, nota-se uma maior resposta dos MIPs a
eletropolimerizacéo, havendo um aumento da Rctde 7697 Q para 15876 Q. Também os

NIPs sofrem alteracdes, passando a ter valores de Rt ligeiramente mais baixos.

Seria expectavel que a resisténcia do MIP fosse superior a do NIP dado que a
proteina se encontra presente na matriz polimérica. Sendo a proteina uma biomolécula de
alto peso molecular, seria suposto dificultar a passagem dos ides provenientes da solugédo
redox ([Fe(CN)s]**") entre a solucéo e a superficie do elétrodo. No entanto, &€ importante

considerar dois fatores:

(1) O Pl da proteina (6.96). A proteina encontra-se a pH (5/6), inferior ao seu
Pl (6.96), e consequentemente, estd maioritariamente protonada, o que
facilita a passagem dos eletrGes, uma vez que a redox probe é um
complexo negativo de ferro ([Fe(CN)s]* ) .

(i)  E a inibicdo da polimerizagdo dos mondmeros (B-CD+Pi) devido a
presenca da proteina na solucdo, uma vez que esta € uma polimerizagéo

em Bulk.

5.3.2. Remocéo da Proteina

Neste ponto j& se tem definidas todas as condi¢des de polimerizacdo. A gama de
potencial foi de 0 V a +1,8 V, com velocidade de varrimento de 0,1 V/s, em 30 ciclos,
com uma solu¢io de B-CD+Pi com concentragdo de 1.0 x10°M e 2,5x10° M,
respetivamente. A proteina IL-6 foi utilizada numa concentragdo de 4,78x10° M. O

tampéo escolhido para as solugdes foi o tampéo fosfato-citrato de pH igual a 5.
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No processo de remocdo da Il-6 foram testadas 3 abordagens diferentes. A
primeira, com incubacdo de proteinase k, durante a noite e incubacéo por 1 hora em &cido
oxalico, no dia seguinte. A segunda utilizou também proteinase k, desta vez por 2 horas
e seguida de 1 hora em &cido oxalico. A ultima técnica constou na incubacao em acido
oxalico por 3 horas. Em todos 0s ensaios, ap0s a incubacao nos diferentes reagentes, 0s
chips foram incubados por 1 hora em tampéo fosfato-citrato de pH igual a 5, de forma a
estabilizar o polimero. Na figura 5.12, 5.13 e 5.14 estdo representados os diagramas de

Nyquist para as trés técnicas de remocéo, com os respetivos NIPs (a) e MIPs (b).

a) Remocio 1 - NIP
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b) Remocéo 1 - MIP
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Figura 5.12 - Diagramas de Nyquist da eletropolimerizacéo e remogéo do NIP (a) e
MIP (b) obtidos para a primeira técnica de remogao estudada, em solugdo redox de ferro.
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a) Remocio 2 - NIP
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Figura 5.13 - Diagramas de Nyquist da eletropolimerizacéo e remogéo do NIP (a) e
MIP (b) obtidos para a segunda técnica de remogdo estudada, em solugdo redox de ferro.
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a) Remocio 3 - NIP
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b) Remocio 3 - MIP
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Figura 5.14 - Diagramas de Nyquist da eletropolimerizacéo e remogéo do NIP (a) e
MIP (b) obtidos para a terceira técnica de remocao estudada, em solucdo redox de ferro.

E de notar que existe uma diferenca no valor da Retdos MIPs e NIPs em todas as
técnicas de remocdo, sendo que na remocdo 1 existe uma diferenca de 49%, seguida de
uma diferenca de 63% e por fim uma diferenca de 40%. A segunda remocéo € a que
mostra maior diferenca entre os NIPs e os MIPs. No entanto, para comprovar os dados,
decidiu-se fazer a reta de calibragdo dos sensores, para todas as técnicas de remocao.
Nesta calibracdo utilizaram-se 5 padrdes (1 pg/mL — 100 pg/mL). As retas de calibracdo
sdo feitas com o logaritmo da concentracdo da IL-6 na solucdo padréo, em p/mL e a Ret

relativa.
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Desta forma foram obtidos os graficos de calibracao da figura 5.15, que revela a
reta de calibragéo para o NIP e o MIP da primeira técnica de remogao. Pela andlise das
retas, sabe-se que o valor do declive € igual a 0,0322 para o NIP e 0,0182 para 0 MIP.
Estes resultados revelam que o MIP tem um comportamento menos variavel ao longo do
aumento da concentragdo da IL-6, demonstrando uma pior resposta a proteina que o NIP.
O R%do NIP é de 0,9736 e do MIP é de 0,9807, ambos tém valores superiores a 0,97, 0

que é favoravel. Neste caso o MIP tem uma melhor resposta.

Na figura 5.16 estdo as reta de calibracdo para o NIP e 0 MIP da segunda técnica
de remocdo. O valor do declive é igual a 0,0368 para o NIP e 0,0383 para 0 MIP. Estes
resultados revelam que o MIP tem maior resposta a proteina que o NIP. O R2 do NIP é
de 0,9168 e do MIP é de 0,8692. Ambos os valores revelam comportamentos muitos

dispersos, 0 que ndo mostra resultados favoraveis para a detecdo da IL-6.

Na figura 5.17 estdo as reta de calibracdo para o NIP e o MIP da terceira técnica
de remocdo. O valor do declive é igual a 0,0351 para o NIP e 0,0367 para 0 MIP. Estes
resultados revelam que o MIP tem maior resposta a proteina que o NIP. O R2 do NIP é
de 0,8540 e do MIP é de 0,9856. Nesta remocao temos um MIP com respostas constantes
ao aumento da concentracdo da IL-6, e um NIP com valores dispersos, 0 que prova que
existe um biossensor com capacidade de detetar a proteina. Desta forma, a técnica de
remocao escolhida foi a terceira. Na figura 5.18 encontram-se os diagramas de Nyquist
para a melhor técnica de remocao, ilustrando o processo de calibracdo, tanto para o0 MIP

(@) como para o NIP (b).

a) Remocgio 1 - NIP b) Remocio 1 - MIP

H : 5 = o

y=0,0322x+ 0,1882
R*=09736

0.3

.
RCT Relativo
=

y=0,0182x + 0,628
R*=109807

RCT Relativo
R

[ Y

4 A A I 0 -5 -4 -3 2 -1 0
LOG Concentragao Padrao (ug/mL)

h

LOG Concentragdo Padrio (png/mL)

Figura 5.15 - Reta de calibracdo para o NIP e o MIP da primeira técnica de remocao.
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a) Remociio 2 - NIP
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Figura 5.16 - Reta de calibracéo para o NIP e o MIP da segunda técnica de remocao.

a) Remocio 3 - NIP
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Figura 5.17 - Reta de calibracdo para o NIP e o MIP da terceira técnica de remocao.

79



Capitulo 5

a) Curvas de Calibracio - MIP
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Figura 5.18 - Diagramas de Nyquist da calibragdo do MIP (a) e NIP (b) da terceira
técnica de remocdo, com tampé&o fosfato-citrato de pH 5.

5.4.Curva de Calibracéo

A classificacdo do comportamento analitico do biossensor fez-se por intermedio
da construc@o de uma curva de calibracéo, que expressa a relacdo entre o sinal medido e
a concentragdo do analito, analisando-se a capacidade que o sensor tem de interagir
novamente com a proteina nas cavidades formadas apds a sua remogdo. Este processo
consistiu na incubacdo de 5 pL de varias concentracfes da proteina no elétrodo de
trabalho durante 30 minutos, para que fosse possivel e interacdo da proteina com o

mondmero formado. Apos a incubacdo o elétrodo foi lavado com &gua ultrapura e
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procedeu-se a medicdo pela técnica EIS, com a solucdo padrdo redox de ferro, para
observar a resposta do sensor as diferentes concentraces da proteina, apds a formacéo

das cavidades.

Para a construcdo das curvas de calibracdo foram efetuadas 2 calibracGes para o
MIP em paralelo com o NIP, tendo sido calculada a média e o desvio-padrédo. Foram
efetuadas curvas de calibragéo para 6 padrdes (1 pg/mL — 1 pg/mL). Neste sentido, as

figuras 5.19 representa os resultados obtidos.

Relativamente a Rc, tanto o NIP como o MIP apresentam resisténcias a
transferéncia de cargas crescentes a medida que a concentracdo da proteina aumenta, o
que confirma a existéncia da ligacdo da proteina a superficie do sensor. No entanto, esta
é mais significativa no MIP, uma vez que o0 RZno MIP ¢ superior ao R?no NIP. Para além

disso o declive das retas é superior no MIP.

o MIP
y=0046x+0.3274

R*=09929

RCT Relativo
@

y=00289x+01937
R*=0.9647

K
¢ ] °
1

- " 5 4 3 2 -1 0

LOG Concentracio I1-6 (ng/mL)

Figura 5.19 — Retas de Calibracdo obtidas com 6 padr6es de concentracdes de IL-6
preparadas em tampao fosfato-citrato de pH 5 para MIP e NIP, pela técnica EIS.

5.5. Teste em Soro

Com o objetivo de avaliar o comportamento do biossensor no contexto realista,
foram realizados ensaios com a preparacéo de solucées padrédo da IL-6 em soro humano.

Na figura 5.20 podemos observar os resultados obtidos da calibracéo apds incubagdo com
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as varias concentracOes de proteina preparadas em soro humano, no MIP e na figura 5.24

esta a representacdo do mesmo estudo para o NIP.

08

o MIP

0.6
é: y=0.0997x+0.5684 ®
204 R?=0.9852 ®
= y
o
~

®
0.2
o
L
1]
-6 -5 -4 -3 -2 -1 0

LOG Concentracio IL-6 (ng/mL)

Figura 5.20 - Reta de Calibracdo obtida com 5 padrfes de concentracdes de IL-6
preparadas em soro para MIP, pela técnica EIS.

0.8
0.6

0.4

RCT Relativo

y=0.0671x+0.658
R*=0.9645

-0 -5 -4 -3 -2 -1 0

LOG Concentraciio IL-6 (ng/mL)

Figura 5.21 - Reta de Calibracéo obtida com 5 padrdes de concentragdes de I1L-6
preparadas em soro para NIP, pela técnica EIS.

Neste sentido, podemos observar que tanto o NIP como o MIP apresentam
resultados semelhantes aos obtidos com a utilizacdo de solucdes padréo preparadas em
tampéo fosfato-citrato na mesma gama de concentragdes, o que demonstra um bom

comportamento do sensor num contexto pratico.
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Conclusdo

6. Conclusao

Este projeto tem como objetivo o desenvolvimento de um biossensor
eletroquimico, sendo este um dispositivo analitico, que integra técnicas eletroquimicas e
impressdo molecular de proteinas. A proteina IL-6, o analito em estudo, € um
biomarcador associado a neuroinflamacdo, importante para a detecdo de doencas

neurodegenerativas, como a DA.

Para remover possiveis contaminantes na superficie do elétrodo do C-SPE
comercial e fomentar o aparecimento de grupos funcionais atraves da oxidacédo, fez-se
uma ativacdo eletroquimica com o auxilio da técnica de CV, em &cido sulfarico a 0,5 M,
num intervalo de potencial de -0,13 V a +1,5 V, durante 10 ciclos, com uma velocidade
de varrimento de 0,5 V/s. Observou-se, que apos esta ativacdo através da técnica
selecionada, todos os chips passaram a ter uma diferencga de potencial entre os picos de
oxidacéo e redugdo menor e uma Rt também mais baixa, o que significa que a velocidade
de transferéncia de eletrbes aumentou o que demonstra eficacia no tratamento. Apos a
ativagdo, procedeu-se & modificacéo do elétrodo de trabalho, através da imobilizacdo de
um nanomaterial & base de NTC modificados com PAH e platina, num total de 3 camadas,
com temperatura de cura de 60 °C. Verificou-se também uma maior estabilidade do

elétrodo apds a imobilizacdo dos NTC.

A selecdo do monomero € essencial, uma vez que 0s seus grupos funcionais vao
interagir com locais especificos da proteina, promovendo assim uma impressdo molecular
mais idonea. A B-CD, juntamente com o Pi foram os mondmeros escolhidos para
proceder a eletropolimerizacdo, apresentando grande capacidade de interagdo com a
proteina IL-6, pois tantos 0 MIP como os NIP mostraram diferencas significativas apos a
polimerizagdo. Este processo foi realizado em Bulk (proteina misturada com os
compostos reacionais), com uma solugio de p-CD, a 1x10° M, Pi a 2,5x10° M e IL-6
4,78x10° M (0,1 pg/mL). Foi utilizada a técnica CV, numa gama de potencial de 0 V a
+1,8 V, velocidade de varrimento de 0,1 V/s, durante 30 ciclos. Para este processo foram
feitos estudos a velocidade de varrimento, concentracdo do Pi e numero de ciclos.
Também a concentragdo da proteina, e o tampdo a utilizar foram estudados. Para que 0s
resultados fossem mais precisos, mais ensaios teriam de ser feitos para cada um dos
procedimentos. Genericamente, o0 biossensor apresentou resultados favoraveis

relativamente ao limite de detecdo, apresentando resposta a proteina de 1 pg/mL.
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Estes sensores sdo mais robustos e apresentam mais sensibilidade do que os
imunossensores e métodos ELISA. Para além disso, a sua conce¢do é mais simples, o
tempo de medicdo é mais curto, tém alta preciséo e baixo limite de detecdo. Desta forma,
a abordagem no presente estudo é muito importante para o desenvolvimento de novas
técnicas de diagnostico de doencas, através da detecdo de biomarcadores associados. Para
além das doencas neurodegenerativas, esta forma de detetar doengas pode ser

generalizada para todos os campos da medicina moderna.

Como perspetiva futura, seria importante fazer um estudo da seletividade do
biossensor desenvolvido, efetuar mais ensaios para cada processo e efetuar uma

comparacao deste método com outro método validado.
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