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RESUMO

O cancro da proéstata € um dos tumores mais prevalecentes nos homens, sendo responsavel
por cerca de 7,3% das mortes por cancro. Embora existam varias estratégias para o diagndstico
do cancro da préstata, estas s6 sao validas quando o cancro ja se encontra numa fase muito
avancada, pelo que o diagnostico precoce é de extrema importancia. A stanniocalcina (STC) é
uma glicoproteina segregada, que foi descoberta inicialmente nos corpusculos de Stannius de
peixes teledsteos e que em estudos em humanos indicaram que o aumento da expressao de
STC esta associado ao desenvolvimento e/ou progressao de diferentes tipos de tumores ma-
lignos, o que levou a sugerir que a STC poderia ser usada como marcador tumoral. Neste
trabalho, desenvolveu-se um protoétipo de uma lingua eletronica (LE) baseada num conjunto
de 4 sensores preparados a partir de filmes finos que incluiam anticorpos de STC1 para a de-
tecdo de cancro de préstata. Na preparacao dos filmes finos foram usados polieletrélitos de
poli hidrocloreto de alilamina, de poli estireno sulfonato de sodio e poli etilenoimina e as bio-
moléculas de quitosana, proteina A, e anticorpo de STC1. Estes foram depositados sobre la-
melas de quartzo e sobre suportes sélidos usando as técnicas de camada sobre camada e
automontagem. A deposicdo dos filmes foi caracterizada por espectroscopia de ultra-violeta
visivel e a detecdo da presenca de STC1 em solugdes aquosas de PBS foi caracterizada por
espectroscopia de impedancia. Os dados de impedancia foram posteriormente analisados es-
tatisticamente através da técnica de Analise em Componentes Principais. As LEs formadas pe-
los 4 sensores e pelos 3 melhores sensores, mostraram ser capaz de detetar concentragdes de
antigene na gama de concentracdo de 5 x 10711 3 5 x 10~* (v/v) e apresentaram uma depen-
déncia linear com o logaritmo da concentracdo de antigene, exibindo uma sensibilidade de
1617 + 247 e de 1463 + 190 por década de concentracao, respetivamente. Finalmente, os
resultados obtidos permitem concluir que este protdtipo pode avancar para a fase de calibra-

¢d0 com amostras reais.

Palavas chave: Cancro, Stanniocalcina, Nanosensores, Lingua Eletronica, Espectroscopia, filmes

finos, Analise em Componentes principais.
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ABSTRACT

Prostate cancer is one of the most prevalent tumors in men, accounting for about 7.3% of
cancer deaths. Although there are several strategies for diagnosing prostate cancer, these are
only valid when the cancer is already at a very advanced stage, so early diagnosis is extremely
important. Stanniocalcin (STC) is a secreted glycoprotein, which was initially discovered in the
Stannius corpuscles of teleost fish and which in human studies indicated that increased STC
expression is associated with the development and/or progression of different types of malig-
nant tumors, which led to the suggestion that STC could be used as a tumor marker. In this
work, a prototype of an electronic tongue (LE) was developed based on a set of 4 sensors
prepared from thin films that included STC1 antibodies for the detection of prostate cancer. In
the preparation of thin films, polyelectrolytes of poly allylamine hydrochloride, poly styrene
sulfonate of sodium and poly ethyleneimine and the biomolecules chitosan, protein A, and
STC1 antibody were used. These films were deposited on quartz lamellae and on solid supports
using layer-on-layer and self-assembly techniques. The deposition of the films was character-
ized by ultraviolet visible spectroscopy and the detection of the presence of STC1 in aqueous
solutions of PBS was characterized by impedance spectroscopy. The impedance data were later
statistically analyzed using the Principal Component Analysis technique. The LEs formed by the
4 sensors and the 3 best sensors showed to be able to detect antigen concentrations in the
concentration range of 5 X 10711 to 5 x 10™* (v/v) and showed a linear dependence with the
logarithm of the antigen concentration, exhibiting a sensitivity of 1617 + 247 and 1463 + 190
per decade of concentration, respectively. Finally, the results obtained allow us to conclude

that this prototype can advance to the calibration phase with real samples.

Keywords: Cancer, Stanniocalcin, Nanosensors, Electronic Tongue, Spectroscopy, Thin Films,

Principal Component Analysis.



INDICE

RESUMO....coucuiieureeeseimeeretseemesssssesesaseesessstssessesssesessasessssssssssssssssesssssssssssassasssssessessesssessessstasssnssasessesssessessesssesecs vili
INDICE c..vvvvvveee e ssassssss s sssssssss s sssssssss s s ses s sssssssssres X
INDICE DE FIGURAS ..o X
INDICE DE TABELAS «...ocoovvevvveveeeeeceseeeeesesesssssassssssssssssssssssss s ssssssssssssssss s sssssssssssssssesssssssessssssssssssssssses XV
SIGLAS ...otttrirtesinctsisessae s s bbb s bbb s b s b AR R bR R bR AR b SRR bR b XV
SIMBOLOGIA .....oritrriscrsnisetssisetssisetssssssssssssssasssasssssessassssassessas e st bbbt b e b e b e bbb bbb bbb bbb ns XVII
1 INTRODUGAOD ...c.ouvuieereereimserseessessesssasessessssisesssessessssssssassassasssssessesssessesssssssiassasessesssessesssssesassasesssassssesssssnes 1
1.1 Contextualizagdo € MOLIVAGAO ..ottt sss st s sssnsaes 1
1.2 ODbjetivoSs da DiSSEITAGA0 ... .ottt eess e ees s ss bbb ss s e 4
1.3 EStrutura da DiSSErtACA0........cccomiuiveieerereireieiiesiestes s sssstss s sessssss s ssesss s s sssssss s ssessesssssnssnses 4

2 CONCEITOS TEGRICOS.....curveuemaemmensrensssasesssesssessssssesssesssssssesssesssssasesssesssssssssasesssssssssssesssesssssasesssesssssasssans 5
2.1 STANNIOCAICINGT ..ottt sttt st st ens s 5
2.2 OS ANTICOIPOS ettt ess sttt s sssss s sss s s s st st ssesssssess s sassnssessnssesaes 9
2.3 BIOSSENSOIES......couieieeireee et seass e s et es st e e bbbt 10
24 LINQUA EIErONICA (LE) ..ottt sssss st ss ettt 11
2.5  Espectroscopia de IMPEAANCIA ...co.oviiererieeieeeeeesee ettt sss st sss st sesessseees 11

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA SOBRE BIOSENSORES DE CANCRO.........cueeueureeserscrnessemsesmseaseessessessssessssasces 13
4 MATERIAIS E IMETODOS ...ccvueuuneeuenssesaeessesssesssesssesssesasesssesssesssssssesssesssssasssssesssssasesssesssesssssasesssesssssasesasesass 17
4.1 IMMAEEIIAIS oottt ettt e ettt 17
4.1.1 POlIEIETIONILOS ...ttt sttt sttt 17
412 QUITOSANA .ottt sttt s s 18
413 Proteina A (iMmObDIliIZACA0) ......c.ovvurverieeieeeeeesi sttt nsee 20
414 ANTICOTPO € ANTIGENE ...ttt ettt sttt nseen 22
4.1.5 Dispositivos Sensores com Elétrodos interdigitados (IDES).........ccc.coeverveermrenreernrenne. 23



42 IVTEEOOS. ...ttt e et et ee s sae s ese s sae s et s et s eeassesesaseasssensssassseasnmsseseeassasnsaseasnens 26

4.2.1 FIIMES fINOS oottt ettt 26
422 Deposicdo camada sobre camada (LBL).......coeirinrierieeeriesiesse e sesssenees 26
423 Deposicao POr aULOMONTAGEM ...t eessesse i ees e esssesae s eseas 28
424 PrOAUCA0 OS SENSOIES........cueveieeeeereeeeteetes st st s b aes s saesa s s sessanes 28
425 Caracterizagdo da superficie dOS SENSOIES.........cc.weeeeerneeeeeneeeeessseeesessseeesesssesenees 29
426 Método matematico de quantificacdo dOS SENSOTES.........c.coovwerererreesieneierneineieereann. 32
ANALISE E DISCUSSAQO DE RESULTADOS ......veueeeeresrreenssnersessssesestssesassssassessessessssssssassessssesssssssessssssesssss 35
5.1  Caracterizagao de filmMeEs LBL ...ttt sss sttt eessenes 35
5511 Crescimento dos filMES LBL ...t sssesssssesssssssssessssessssees 35
5.1.2 Estudo da dessorcao dos filmes fiNOS.......c.onrinrerneese s senees 40
5.2 Caraterizacao elétrica dos filmes em solu¢des aquosas de PBS ..........cccooovrverrerrerns 42
5.3 ProduCa0 dOS SENSOIES........cocueiueiiereeieeeeesseese st sessessaessess e sass s ssssassaes s ass s sassass s s saes 46

5.3.1 Estudo da influéncia de tempo exposicao e saturagdo dos sensores (quando em

iMerso €m SOIUGAO A ANTIGENE). ...t es st be et ssse sttt nseen 48
5.3.2 Testagem dos sensores em diferentes concentracdes de antigene........................ 49
5:3:3 Analise em Componentes PrinCipais (PCA) ......c.covurmeereeeneeeseesesesessseeesessesssesanee 55
534 REPrOAUEIDIAAAE ...ttt 57
CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS ...covuuiurinssrasesssssessssaesssssesssssssssssesasssesesssesssssesssssesssssssssssesssssesssssess 59
B. T CONCIUSOES.......oueereeeeereiee et eee st ss bbb bbb 59
6.2 Limitagoes € PErspPetivas fULUIAS ...t sssse s ssssessssessssesssssessssssssnnes 60
BIBLIOGRAFIA..........coerreereetrienceessessstsssasssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssasssnssssssssssssssessesssssssessssessssssessnssesesasaes 63
ANEXOS......c.eoerreeereeeeeressesiesssesssssssssstssssssssessssssssssssssssssssssstssssassesesssessssssssssssesssssassssssssesesssassssssssesssssssssasaes 69
8.1 SENSOI 2ttt et e s st 69
8.2 SENSON 3ttt s e 70
8.3 SENSON ...ttt s e 71

Xi



Xii



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.1 - Exemplos de alguns biomarcadores ndo-PSA que podem ser usados no diagnostico

O CANCIO AA PrOSTALA......ovveeieeeiieri ittt st sttt ss st nsee 3
Figura 2.1 - Rede de regulagao da STCT.. .o stssssssss st s ssssssssssssssssssssssesssssssessnnes 6
Figura 2.2 - Representacao grafica do fendmeno da criagdo do microambiente hipoxico......... 8
Figura 2.3 - EStrutura de Um @ntiCOMPO. ...t ssse et esss st sssssessss e s s sssessnees 9
Figura 2.4 - Representacgdo grafica dos anticorpos policlonais .......c...cc.cererrrenrinsisreseseresessiennns 10
Figura 2.5 - Representacdo grafica dos anticorpos monoclonais. ..........cc.oereneeeneeeeneeeeneceens 10
Figura 2.6 - Esquematico de uma matriz de sensores (lingua eletronica).. .......cccoeveveirrrecnrirnrenne. 12
Figura 4.1 - Estruturas moleculares dos polieletrolitos Usados ........c..ceereererinrinninerisesesesssinnnes 18
Figura 4.2 - Estrutura molecular da qUItOSANa ..........cceeieuiieiirieieeieee e 19
Figura 4.3 - Protonacdo da quitosana em acido acético e formacao do policatido .................. 20

Figura 4.4 - Alteracao do grupo amina da proteina A para um grupo tiol através da adigcao do

2 = IMINOTNIOIANE. ..ottt bbb 22
Figura 4.5 - Dispositivos sensores com Elétrodos interdigitados ..........ccocceeeveennicnnnieinene. 23
Figura 4.6 - Circuito RC em Paralelo ... s 24
Figura 4.7 - Vista de cima e vista de corte lateral do sensor e a disposi¢do das linhas de
CAIMPO. ..ttt h bbbt b et b et b s bbbt b et bbb bbbt 24
Figura 4.8 - Esquema representativo da técnica de deposicao LbL.........cccovvievniicnccicnnenee 26

PAH/PSS ettt 27
Figura 4.10 - Esquema representativo dos sensores produzidos ..........ccoevevveececcuereeenennennene. 29
Figura 4.11 - Esquematico representativo do funcionamento do espectrofotometro............... 31
Figura 4.12 - Esquema representativo do aparelho de medicao de impedancia ..........c.co......... 32

Figura 5.1 - Crescimento das absorvancias das varias bicamadas dos diferentes filmes finos..

Figura 5.2 - Estudo da linearidade de crescimento das varias bicamadas dos filmes finos nos
picos de absorvancia @ 195 NM € 227 NMo....cieeiieieeeieeieeeesseresseesssessssessssessssssssssessssessssessssssssssees 39
Figura 5.3 - Gréaficos normalizados dos espectros de absorvancia dos filmes finos quando
expostos durante 1h a diferentes concentragdes de PBS e o estudo da dessorcao dos diferentes

filmes finos em funcdo da concentracdo de PBS.........ccoovouiiieiiieiceceeeee e 41

Xili



Figura 5.4 - Medi¢do da impedancia do elétrodo sem filmes finos em diferentes concentra¢des

B PBS. oottt ets et s R RRR R R S R 43
Figura 5.5 - Medicdo da impedancia do elétrodo sem filmes, apds formacao dos filmes finos
....................................................................................................................................................................................... 44

Figura 5.6 - Medicao da impedancia do elétrodo sem filmes, apds formacdo dos filmes finos e
ainda a exposi¢cdo a Th em diferentes concentragdes de PBS. ........rnrieensenssenniesiessssesssens 45
Figura 5.7 - Medicdo da impedancia das solu¢des das biomoléculas a serem usadas e a
respetiva comparagao COM O PBS 0, TM......ooiirierieiseireise e sssssss st s s s ssssssssesssssssssnssnes 46
Figura 5.8 - Estudo da adsorcao das biomoléculas sobre a superficie do sensor 1.................... 48
Figura 5.9 - Estudo do tempo de saturacao dos 4 sensores quando exposto a uma concentragao
de aNtIGENE A€ 5 X 104 (V/V). ettt st ss s st ses s es s nsssens 49
Figura 5.10 - Espectro de impedancia dos 4 sensores quando imersos em diferentes
CONCENLIAGCOES B ANTIGENE...... ettt sttt st s st s bbbt st ss e snssnes 51
Figura 5.11 - Analise da resposta dos sensores a uma frequéncia fixa de 1Hz quando imersos
nas diferentes concentracies de aNtIgENE ...ttt sseees 52
Figura 5.12 - Espectro da tangente de perdas dos varios sensores quando imersos em
diferentes concentragdes de aNtIgENE. ...ttt 54
Figura 5.13 - Respostas dos diferentes sensores as diferentes concentracdes de antigene
considerando apenas valores de tangente de perdas para uma frequéncia fixa de THz........... 54
Figura 5.14 - PCA dos 4 sensores diferentes quando imersos a diferentes concentragdes de
ANTIGEINE ..otk h bbb bbbkttt 55
Figura 5.15 - PCA das linguas eletronicas formadas pelos sensores quando imersos em dife-
rentes coNCENtragOes A€ ANtIGENE......ccciiiieieeeeieieeee et 56
Figura 5.16 - Representacao da relacao entre a concentracao de antigene e as componentes
principais PC1 e PC2 da LE formado pelos 3 melhores sensores...........cooeeviieenicnniceecnnen. 56
Figura 5.17 - Estudo da reprodutibilidade da Lingua eletrénica formada pelos 4 sensores. Me-
dida 1 correspondente a medidas feitas em julho e medida 2 correspondente a medidas feitas

AUIANTE O MES A SEEEIMIIIO. ... ettt et e et e et e et e e et e et e st eeaeeeeeseeseeeeennas 58

Xiv



INDICE DE TABELAS

Tabela 2.1 - Expressdao da STC1 e efeito nos diferentes tipos de tumores. Seta para cima

significa aumento da expressao e seta para baixo significa diminuicao da expressao de STC1.

Tabela 3.1 - Comparacao entre os diferentes estudos de sensores para a detecdo do cancro da
prostata e cancro de ovario usando anticorpos e ainda estudo de uma forma de imobilizacao
de anticorpos Na SUPEIfICIE dE SENSOIES. ...t ssssse st st ssssssssssessnes 15
Tabela 4.1 - Compostos quimicos usados na preparacao da solucdo tampado, respetivas
férmulas moleculares, concentragdes, massas molares e quantidades a serem usadas. ........... 21
Tabela 4.2 - Biomoléculas adsorvidas sobre os sensores e os respetivos tempos de adsorcao.
O * refere-se a proteina A tiolada para 0 Caso dO SENSOI 4........reererennensiissiesssssssssssssssssnes 28

Tabela 4.3 - Parametros definidos a partir do software SMaRT Impedance e respetivos valores.

Tabela 5.1 - Valores do grau de ionizagdo do PAH, PEl e quitosana em fung¢do do pH............. 38
Tabela 5.2 - Resumo comparativo das carateristicas de cada um dos sensores, da lingua
eletronica formada pelos 4 sensores e da lingua eletronica formada pelos 3 melhores sensores

através da analise de parametros como a sensibilidade e resolucédo fornecida a partir do PCA.

XV



AFM
cAMP
EIS

FAB

FC

FCT
HIFs
HPB
IDEs
LbL

LE

PAH
PAH/PSS
PBS
PCA
PCB

PEI
PEI/PSS
PSA
PSS

QT
QT/PSS
SAM
STC
STC1
STC2
TNBC
UcCpP2
UNL
uv

SIGLAS

Microscépio de forca atdmica
Monofosfato ciclico de adenosina
Espectroscopia de impedancia
Fracao de ligagdo ao antigene
Fracdo cristalizavel

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia
Fatores indUciveis por hipdxia
Hiperplasia benigna da prostata
Dispositivos sensores com Elétrodos interdigitados
Camada por camada

Lingua eletrénica

Poli (hidrocloreto de alilamina)
Filmes automontados de PAH e PSS
tampao fosfato salino

Analise em componentes principais
Placa de circuito impresso

Poli (etilenoimina)

Filmes automontados PEl e PSS
Antigene especifico do cancro da prostata
Poli (estireno sulfonato de sédio)
Quitosana

Filmes automontados de QT/PSS
Monocamadas automontadas
Stanniocalcina

Stanniocalina-1

Stanniocalcina-2

Cancro da mama triplo negativo
Proteina de desacoplamento 2
Universidade Nova de Lisboa

Ultra-violeta

XVi



hN

—~ O O 8

g w =

<

SIMBOLOGIA

Absorvancia
Absorbtividade molar
Capacitancia

Distancia maxima do campo elétrico
Intensidade medida em relacdo a intensidade de referéncia
Intensidade de referéncia
Corrente capacitiva
Corrente resistiva
Corrente total

Espessura do filme

Peso molecular médio
Resisténcia

Largura dos elétrodos
Tangente de perdas
Volume

Tensao elétrica

Distancia entre elétrodos
Peso

Frequéncia angular
Impedancia real
Impedancia imaginaria
Impedancia capacitiva
Impedancia resistiva

Impedancia total

XVii



Desenvolvimento de nanosensores baseados em anticorpos da proteina STCT para diagndstico do cancro da pros-

tata

INTRODUCAO

1.1 Contextualizacdao e motivacao

O cancro da préstata é um dos tumores que mais afeta os homens, sendo responsavel por
cerca de 7,3% das mortes por cancro, apresentando-se, portanto, como um dos 5 principais
tumores com maior taxa de mortalidade [1], [2]. A origem deste cancro é controversa e estudos
sugerem que se desenvolva a partir de células epiteliais basais e luminais [3], [4].

As alteracdes ou perda de comunicacdo entre as células epiteliais e o estroma por ex-
pressao aberrante de moléculas sinalizadoras de recetores de superficie podem estimular a
transformacgdo maligna das células prostaticas. Estudos avaliando os padrdes celulares e a sua
comunicagdo mostraram que as células do estroma ajudam a direcionar a diferenciagdo e o
desenvolvimento das células epiteliais e a segregar uma série de fatores de crescimento que
podem influenciar positiva ou negativamente o crescimento e a diferenciagdo da prostata [3],
[4].

Sdo varios os fatores responsaveis pelo aparecimento do cancro de prostata, entre eles,
o consumo excessivo de carne vermelha, exposicdo a poluentes ambientais e metais pesados,
sendo, contudo mais relevantes os fatores genéticos e hereditérios [5]. E um tipo de tumor que
quando detetado precocemente apresenta um prognoéstico bom e normalmente tratavel. Po-
rém, quando detetado tardiamente o progndstico torna-se ruim, pois embora com auséncia
de sintomas significativos, pode apresentar metastase 6sseas ou noutros 6rgaos o que au-
menta drasticamente a taxa de mortalidade [1].

Sdo varias as estratégias de tratamento do cancro da proéstata, dependendo da extensdo/

gravidade do cancro, das caracteristicas do paciente, da idade, preferéncia pessoal, entre
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outros. Algumas destas estratégias incluem: quimioterapia, radioterapia, cirurgia, terapia hor-
monal, vigilancia ativa, ou ainda uma combinacao das mesmas [6].

No entanto, quando o cancro ja se encontra numa fase mais avancada algumas destas
estratégias tendem a falhar, tornando assim o diagnostico prematuro um fator de extrema
importancia, para garantir uma alta taxa de sobrevivéncia, aumentando em 5 anos para quase
100% dos pacientes quando detetado precocemente e diminuindo para 31% nos casos de nao
detecao precoce [7], [8].

As técnicas comumente usadas para o diagnostico do cancro da prostata sdo: o exame
retal, bidpsia do tecido e/ ou analise do antigene especifico da prdstata (PSA) [9]. O exame
retal tem como principal objetivo a analise de mudangas na textura, tamanho ou forma da
prostata que possam indicar presenga de cancro. Embora seja muito usada, apresenta uma
sensibilidade (18 - 22%) e especificidade baixa, fazendo com que a sua contribuicdo para a
reducao da taxa de mortalidade seja muito baixa [10]. Ja o PSA é um biomarcador de cancro
de prostata, pois é apenas segregado pela prostata, e a sua expressdo tende a aumentar na
presenca de cancro [9]. Uma concentracdao de PSA no sangue acima de 4 ng/mL corresponde
a um diagnéstico positivo. Porém, outras condigdes como o envelhecimento, hiperplasia be-
nigna da prostata (HPB), prostatite, podem levar a um aumento da expressdo de PSA e conse-
quentemente a falsos positivos [11]. Para além disso, varios pacientes com diagnostico positivo
para o cancro da prostata apresentam valores de PSA inferiores ao valor de referéncia, e o
mesmo nao distingue se o cancro se encontra numa fase proliferativa, de crescimento lento,
ou invasivo, resultando assim em tratamentos extensivos, excessivos, desnecessarios que afe-
tam a qualidade de vida dos pacientes a nivel psicolégico e fisico [12].

Com o objetivo de ultrapassar as limitagdes acima referidas, tém sido estudados novos
biomarcadores de cancro de préstata. Quando os tumores crescem, libertam varias células,
proteinas, metabolitos que estdo diretamente relacionadas com os estagios da doenca e que
podem ser usados como biomarcadores para diagnéstico [13], [14]. Varios biomarcadores ndo-
PSA tém sido atualmente usados, mas apenas alguns revelam bons resultados. Na figura 1.1
estdo representados alguns biomarcadores que podem ser usados para o diagndstico do can-

cro da prostata [1].
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Figura 1.1 - Exemplos de alguns biomarcadores ndao-PSA que podem ser usados no diagnostico do cancro da

prostata. Adaptado [1].

A stanniocalcina-1 (STC1) é uma glicoproteina segregada, que foi descoberta inicial-
mente nos corpusculos de Stannius de peixes teledsteos. Estudos em humanos indicaram que
0 aumento da expressao de STC1 esta associado ao desenvolvimento e/ou progressao de di-
ferentes tipos de tumores malignos, uma observagado que levou a sugerir que poderia ser usada
como marcador tumoral para o cancro da prostata [15]-[17].

Recentemente, o conceito de lingua eletronica (LE) [18] tem vindo a ser utilizado com
sucesso na detecao de moléculas em matrizes complexas, nomeadamente, moléculas como o
triclosan [19] e estrogénios [20]. A LE consiste num conjunto de sensores cujos sinais elétricos
ou o6ticos apds tratamento matematico permitem distinguir a matriz a ser analisada. Neste
trabalho, pretende-se usar o conceito de lingua eletronica bem como desenvolver nanosenso-
res baseados em anticorpos de STC1 que possam vir a permitir futuramente a detecdo de

cancro da prostata.
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1.2 Objetivos da Dissertacao

O objetivo principal do trabalho consiste no desenvolvimento de um protétipo de uma lingua
eletrénica baseada em anticorpos stanniocalcina - 1 (STC1) para a dete¢do do cancro da pros-
tata. Para atingir este objetivo principal é necessario fabricar sensores capazes de detetar an-
tigene STC1depositando filmes finos sobre suportes solidos com elétrodos interdigitados e

por fim estudar as propriedades elétricas dos sensores.

1.3 Estrutura da Dissertacao

Para além deste capitulo, esta dissertacdo é dividida em mais 4 capitulos. No capitulo 2 sdo
apresentados os conceitos tedricos necessarios para a compreensao da dissertagao.

No capitulo 3 é apresentado um resumo do estado da arte e dos sensores que ja foram de-
senvolvidos para a detecdo do cancro da préstata.

No capitulo 4 sdo apresentados os materiais e métodos usados para a producao dos sensores

e por fim, no capitulo 5 sdo analisados e discutidos os resultados obtidos no trabalho.



Desenvolvimento de nanosensores baseados em anticorpos da proteina STCT para diagndstico do cancro da pros-

tata

CONCEITOS TEORICOS

Neste capitulo sdo apresentados os conceitos necessarios para a compreensao do trabalho

bem como para fabricacdo do dispositivo.

2.1 Stanniocalcina-1

A (STC1) de humanos é uma glicoproteina homéloga da hormona stanniocalcina (STC) que foi
descoberta pela primeira vez em corpusculos Stannius de peixes 6sseos [15]. A STC atua como
uma hormona enddcrina regulando a homeostase de fosfato e do célcio sérico nos peixes
0sseos. O gene S7CT foi descoberto pela primeira vez nos mamiferos em 1995, encontrando-
se localizado no brago curto do cromossoma 8. Posteriormente, foi descoberta uma outra pro-
teina homdloga e foram nomeadas por (STC1) e (STC2). A STC1 em humanos é expressa em
varios tecidos e 6rgaos responsivos a hormonas, mas, normalmente é indetetavel no soro, pelo
que se acredita que devera atuar como hormona paracrina/autocrina em vez de endocrina,
estando envolvida em multiplos processos fisiologicos e patolégicos [15]-[17].

A STC1 em humanos atua na gravidez, lactagdo, isquemia cerebral, fibrose pulmonar,
desenvolvimento 0sseo, estresse oxidativo, regulacao de calcio, entre outras diversas funcdes.
Varios estudos indicam que o aumento/ diminuicao da expressao de S7C7 podera estar envol-
vido em diversos tipos de tumores (ver tabela 2.1) [15], [16].

A expressao da STC1 é regulada por uma rede complexa de fatores que podem pro-
mover ou inibir a proliferacao do tecido tumoral (figura 2.1). A localizacdo do tumor e o nivel
de expressdo do gene podem estar na origem das diferencas do efeito da STC1 nos diferentes

tipos de cancro [16], [21].



Desenvolvimento de nanosensores baseados em anticorpos da proteina STCT para diagndstico do cancro da pros-

tata

Tabela 2.1 - Expressdo da STC1 e efeito nos diferentes tipos de tumores. Seta para cima significa aumento da ex-

pressdo e seta para baixo significa diminuicdo da expressdo de STC1. Adaptado de [16].

Tipo de cancro Nivel de Efeito da STC1 no cancro
expressao STC1

Cancro cervical ™ inibicdo da proliferagao celular, migracao e invasao
Cancro do célon ™ estimula a migragao e invasao
Cancro do ovdrio ™ aumenta a proliferacao celular e migracao
Cancro do ovdrio J inibicdo da proliferacdo celular, promove a apoptose
s associado a metdstase linfética e estdgio clinico avan-
Cancro gastrico ™
¢ado

Leucemia P promove a quimiorresisténcia

Cancro da mama (TNBC) ™ promove a metdstase

Cancro da mama (ER+) T promove a proliferagao

- JNK/c-Jun
Células

- NOTCH-1/50X-2 estaminais

MMP2/E-cadhenin/N *| Migracdo, invasdo

Nivel cadhenin

bs - transcricional
P’ Bcl-2/8cl-xL cyt-c/caspase-9/caspase-3

- Quimiorresisténcia
STC1 * VEGF/NEGFR-2 Angiogenese tumoral

* PI3K/AKT
NF-kB

/ ' ERK1/2

Nivel transcricional \ Y
\ e | Apoptose

- - ERS/ERE
Cyclin E/CDK-2 - - # Diminuig3o da regulagdo

»

» Aumento daregulagdo

Proliferagdo
Via de sinalizagdo

:] fendtipos tumorais

Figura 2.1 - Rede de regulagdo da STC1. A STC1 é regulada por uma rede muito complexa de proteinas causando
diferentes efeitos na sinalizagdo de acordo com a sua inibigdo ou estimulagdo e consequentemente tendo efeito

direto sobre os fenétipos do tumor. Adaptado de [16].
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Com o intuito de estudar a expressdo de S7C7, foram coletadas amostras de tecidos
cancerigeno e tecido com hiperplasia benigna da prostata (HPB) de 33 individuos com idades
compreendidas entre 45 e 90 anos [21]. As 33 amostras foram analisadas por imunocitoqui-
mica segundo a seguinte distribuicdo: 11 eram de tecido prostatico benigno, 11 eram de tecido
prostatico cancerigeno com uma pontuacao 6 na escala de Gleason e os restantes 11 com uma
pontuacdo 8 na respetiva escala. Foram analisadas as linhas celulares PC-3 e LNCap de tecido
cancerigeno e as linhas PNT1-A de tecido prostatico normal. A analise dos dados de imunoci-
toquimica permitiu verificar que a expressao da STC1 é maior para tecido prostatico canceri-
geno quando comparada com o tecido prostatico normal, o que levou a concluir que um au-
mento na expressao de S7C7 esta intrinsecamente ligada com a malignidade do tumor [21].

Outro estudo revelou que a STC1 esta envolvida no crescimento e na resisténcia a qui-
mioterapia do cancro da mama e que o mesmo desempenha um papel oncolégico associado
a invasao e metastase do cancro da mama triplo negativo (TNBC) aumentando a invaséo celu-
lar nas linhas celulares de TNBC MDA-MB-231 humana /n vitro e promovendo a metastase
pulmonar humana /n vivo. Também provaram que o bloqueio da expressdo de STC1 reduziu a
invasdo e metastase celular (formagdo de uma nova lesdao tumoral) em linhagens murinas e
MDA-MB-231 [17].

A STC1 foi identificada como um estimulador da respiracdo mitocondrial, pois estimula
a atividade mitocondrial e o transporte de calcio dependente da concentragdao de STC1 pre-
sente, inibindo, portanto, a apoptose das células tumorais. A sua expressao é aumentada sob
condicdes hipdxicas do tumor. A hipdxia aumenta a expressao dos fatores induziveis por hi-
poxia (HIFs) que levam a uma super-expressao da STC1, passando a respiragao das células
cancerigenas a ser feita em modo glicose-hipdxia que € um modo muito mais anaerébico de
respiracdo. Durante este processo a STC1 ird aumentar a expressdo da proteina de desacopla-
mento 2 (UCP2) diminuindo o potencial da membrana. Como resultado a producdo de lactato
é aumentada durante a respiragdo anaerdbica, permitindo que as células tumorais possam ter
um microambiente favoravel e desempenhando um papel importante na iniciacao, progressao,
metastase e quimiorresisténcia dos tumores (figura 2.2). A STC1 ainda ird diminuir a geracao
de ROS, que sao espécies, reativas que causam dano oxidativo nas biomoléculas, facilitando

mais uma vez, a sobrevivéncia e proliferacao das células cancerigenas [16].
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Figura 2.2 - Representacdo grafica do fendmeno da criagdo do microambiente hipoxico. Condigdes hipoxias do
tumor levam a um aumento da expressdo dos HIFs e consequentemente aumento da expressdo do STC1, este
ultimo aumenta a expressdo do UCP2 levando a criagdo de um microambiente favoravel as células tumorais, de-
sempenhando, portanto, um papel importante na iniciacdo, progressdo, metastase e quimiorresisténcia das células

tumorais. Adaptado de [16].

As evidéncias acima descritas levam a concluir que a STC1 podera ser utilizada como um
biomarcador para diagnostico de varios cancros inclusive do cancro da prostata e que também
podera ser um 6timo sinalizador para se verificar a evolugdo dos disturbios tumorais. Estes
resultados sugerem também formas de intervencgdo terapéutica, como o uso de anticorpos
monoclonais ou terapia génica para neutralizar a sua expressao, restaurando assim os niveis
de cAMP intracelular e inibindo, portanto, a proliferacao das células tumorais. Atualmente os
principais papéis fisioldgicos e patoldgicos da STC1 sdo ainda desconhecidos, mas a compre-
ensdo dos mecanismos pelo qual a STC1 sinaliza e estabelece uma resposta celular é funda-
mental para entender a sua associa¢do aos multiplos disturbios tumorais. Ainda ndo se sabe
ao certo se a STC1 é a prépria causa do tumor, ou se, por exemplo, apenas promove a prolife-

racdo das células neoplasicas [15]-[17], [21].
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2.2 Os Anticorpos

O uso de anticorpos imobilizados na superficie de nanosensores é uma ferramenta essencial
para diagnostico e tratamento de muitas doengas. Os anticorpos sdao biomoléculas que pos-
suem afinidade de ligacao a antigenes especificos. Tal como é representado na figura 2.3 cada
anticorpo é constituido por quatro cadeias polipeptidicas: duas cadeias leves e duas cadeias
pesadas e possuem a forma de um “Y”. Os anticorpos sao constituidos por duas regides, uma
regido do fragmento cristalizavel (FC) que constitui a cauda do anticorpo e que ira interagir
com os recetores na superficie do biossensor e a regido do fragmento de ligacdo ao antigene

(FAB) que como o nome indica ir-se-a ligar ao antigene e lhe da a especificidade [22], [23].

Regido \ Vi
variavel L V.
= \ Cyl Fab
N—s—s s—s—f G

Cadeia leve g — sf
Regido S—5§
Constante C.2 -a-,.‘ ‘..'.

HE me om

Fe
Cy3

Cadeia pesada

Figura 2.3 - Estrutura de um anticorpo. Identificacdo das cadeias pesadas e leves. Regido do fragmento cristalizavel
que constitui a cauda do anticorpo e que ira se ligar ao recetor na superficie do biossensor e a regido do fragmento

de ligacdo ao antigene. Adaptado de [22].

Quanto a forma como os anticorpos sao produzidos pode ser classificado em 3 tipos:
policlonais, monoclonais e recombinantes. Os anticorpos policlonais apresentam uma resposta
multi-epitopo (figura 2.4) ao antigene, tornando-os ideais para multiplas aplicagdes. Porém a
sua oferta é finita e existe dificuldade em gerar novos lotes com as mesmas respostas do an-
terior, o que muitas vezes leva a variagdes de desempenho dos anticorpos. Os anticorpos sao
resistentes a variacdes de temperatura e de pH, possuindo assim uma maior estabilidade e

evitando falsos negativos [24].
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Figura 2.4 - Representacdo grafica dos anticorpos policlonais. Ligacdo a varios epitopos dos antigenes [24].

Os anticorpos monoclonais sdo anticorpos que se ligam a apenas um epitopo do anti-
gene (figura 2.5), produzindo uma resposta mais precisa, porém, o tempo e os custos de ge-
racdo sdo maiores. Por fim os anticorpos recombinantes sdo caros de produzir, pois sdo pro-
duzidas a partir de sequéncias conhecidas de acido nucleico e ndo se encontram disponiveis
comercialmente para uma ampla gama de proteinas [24].

Neste trabalho foram usados anticorpos policlonais de corpusculos de Stannius do ro-

balo (Dicentrarchhus labrax).

Figura 2.5 - Representacdo grafica dos anticorpos monoclonais. Ligacdo a apenas um epitopo do antigene [24].

2.3 Biossensores

Os exames laboratoriais e protocolos hospitalares sao formas tradicionais usadas para analisar
e determinar biomarcadores, fornecendo diagnéstico correto de muitas condi¢cdes e anomalias
no corpo humano, no entanto, sdo necessarios equipamentos caros e pessoal altamente espe-
cializado. Com vista a solucionar estes problemas surgiram os biossensores que permitem uma

analise facil, rapida e de baixo custo [25].

10
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Os biossensores sdo dispositivos capazes de analisar componentes bioquimicos espe-
cificos (analitos), transformando-os num sinal mensuravel. Fazem parte da sua composi¢ao
varios componentes. Um dos componentes € o recetor, por exemplo, anticorpos, enzimas, ap-
tameros, etc., que é a molécula de reconhecimento responsavel pela seletividade do biossen-
sor. Um segundo componente que € o transdutor, que é responsavel pela conversao das inte-
racoes entre o analito e o recetor num sinal elétrico. Os transdutores sdo denominados de
elétrodos, sensores ou detetores e os modos de transducdo podem ser fisicos (piezoelétrico,

calorimétrico, magnético) ou quimico (ético, eletroquimico) [26].

2.4 Lingua Eletrénica (LE)

A lingua eletrénica consiste numa matriz de sensores quimicos cujo objetivo é mimetizar o
funcionamento da lingua humana. Cada um dos sensores possui uma determinada especifici-
dade e seletividade para uma gama de moléculas especificas gerando um conjunto de infor-
macgdOes complexas que posteriormente sdo analisadas através de um sistema de reconheci-
mento de padrdes como por exemplo a andlise de componentes principais (PCA), analise em
componentes independentes e/ou redes neuronais. O objetivo de uma lingua eletronica é a
de analisar as carateristicas elétricas ou oOticas de varios sensores quando imersos em solu¢des
aquosas com diferentes concentra¢des de analito. A analise destas carateristicas permite estu-
dar a sensibilidade e a especificidade dos mesmos. As respostas destes sensores podem ca-

racterizar qualitativamente e quantitativamente as amostras de meio aquoso analisadas [27].

2.5 Espectroscopia de Impedancia

Podem ser aplicadas multiplas técnicas de transducdo aos sensores constituintes da lingua
eletronica, porém, foi demonstrado que para sensores de filmes finos, a espectroscopia de
impedancia é vantajosa em relacao a métodos potenciométricos e voltamétricos [28].

Esta técnica de espectroscopia de impedancia tem por objetivo medir a impedancia
elétrica de um sistema, através da medigdo da corrente a gerada pela aplicagdo de uma dife-
renca de potencial alternada a um filme fino depositado em substratos solidos com elétrodos
interdigitados imersos na solugdo aquosa de analito em estudo. A evolugdo da impedancia a
diferentes frequéncias permite avaliar quantitativamente as interagdes entre o recetor e o ana-
lito sendo caracterizada por possuir uma alta sensibilidade, especificidade, capacidade de de-

tecdo em tempo real e dispensa da utilizacdo de um elétrodo de referéncia [29]. O analisador

11
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de impedancias fornece medidas no dominio do tempo e da frequéncia. Na figura 2.6 é pos-
sivel ver o esquema representativo de uma lingua eletrénica e das etapas do processo desde
a aquisi¢cao dos dados ao tratamento dos resultados.

Dispositivo de medida

) | Aquisigdo de dados
Transdutor l
Matriz de Processamento de dados
Sensores l
I Algoritmo de reconhe-
cimento de padrbes

Figura 2.6 - Esquematico de uma matriz de sensores (lingua eletrénica). Adaptado de [30].
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REVISAO BIBLIOGRAFICA SOBRE
BIOSENSORES DE CANCRO

O primeiro biossensor para a detec¢do rapida da ligagdo lectina-glicano foi desenvolvido pelo
grupo de La Belle J. [31] em 2007. Este glicoconjugado esta associado a varios tipos de cancro,
uma vez que, muitos biomarcadores de cancro sao fortemente glicosilados e a diferenciagdo
das diferentes fases do processo de tumorizacao pode ser extremamente Util para se ter infor-
macdes sobre a doenca. Este sensor baseou-se na ligacdo anticorpo-antigene e a medigao foi
feita através do uso da espectroscopia de impedancia (EIS). Foram usadas nanoparticulas de
ouro sobre superficie de elétrodos em uma placa de circuito impresso (PCB) e a lectina foi
imobilizada sobre estas nanoparticulas através de ligagdes covalentes. Este sensor foi capaz de
detetar concentracdes baixas de fetuina (10> M) muito rapidamente (80 segundos).

Em 2013, o grupo de Hirabayashi et al. [32] desenvolveu um sensor baseado num mi-
croarray de lectinas para diagndstico de glicoproteinas (por exemplo fetuina, mucina que po-
dem ser biomarcadores de cancro). O método baseava-se na imobilizacdo de uma série de
lectinas e anticorpos com ligacao a carbohidratos sobre uma lamina de vidro usando a biotina,
com a vantagem de consumo minimo de reagentes. Este sensor apresentou uma baixa sensi-
bilidade e especificidade e a técnica ndo era quantitativa pois, necessitava do uso de marca-
dores fluorescentes.

No mesmo ano, o grupo de Bertok et al. [33]_relatou o desenvolvimento de um bios-
sensor usando elétrodos planares de ouro policristalino para a detecdo de glicoproteina
fetuina. Eles relataram que a fixacdo de nanoparticulas de ouro nos elétrodos de superficie
resultou no aumento da transferéncia de eletrdes, na biocompatibilidade e facilitou a imobili-
zagao da lectina na superficie. O biossensor consistia em 3 monocamadas automontadas
(SAM). A primeira monocamada consistia na ligacdo entre a amina e a superficie do ouro. A
segunda camada consistia numa mistura de monocamadas composta por acido 11-mercap-
toundecandico (MUA) e 6-mercaptohexanol (MCH) em nanoparticulas de ouro e, finalmente a

terceira monocamada, composta pelo grupo carboxilo (COOH) previamente ativado e
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covalentemente ligado a lectina Sambucus Nigracomo elemento de biorreconhecimento para
a detecdo de acido sialico presente na glicoproteina fetuina. Este sensor apresentou um limite
de detecdo de 0,5x107"® M.

Em 2016 foram estudados os papéis da fetuina na fase inicial do diagnéstico do cancro
da prostata usando um elétrodo de carbono vitreo. Neste trabalho um filme de PLL (poli-L-
lisina) e nanotubos de carbono carboxilado foram depositados na superficie do elétrodo com
o objetivo de fornecer grupos funcionais para a imobilizacao da lectina de Cratillia mollis [25].
Verificou-se que esta lectina tinha uma forte interagdo com os monossacarideos de glicocon-
juntos fetuinos conforme obtido também pelo biossensor descrito por La Belle J. [31], contudo
este permitia uma detecado muita mais rapida e sem nivel de ruido que possa levar a interpre-
tagdes erraticas. O ensaio feito através da voltametria de onda quadrada (SWV) exibiu uma
faixa de concentracao linear de 0,5 a 25 pg/ mL e um limite de detecdo de 0.017 pg/mL [25].

Em 2012 o grupo Sadhasivam S. et al. [34] desenvolveram um sensor de microbalancga
de cristal quartzo para o tumor ovario imobilizando anticorpos policlonais na superficie do
sensor. Os sensores de microbalanga de cristal de quartzo sdo considerados sensores que pos-
suem uma alta rapidez de analise, uma sensibilidade satisfatéria, simples instrumentacao, sao
portateis e de baixo custo e a imobilizagdo da proteina é feita usando adsor¢ao fisica. Naquele
estudo o sistema de detec¢do foi baseado numa monocamada de tiol autocompensada na su-
perficie de ouro do cristal posteriormente ativada com EDC-NHS antes de imobilizar o anti-
corpo associados ao tumor do ovario (OVAT-1). O sensor desenvolvido produziu uma faixa
linear entre 5 - 10 pg/mL e era necessario cerca de 5 - 6h para uma completa detecao.

A imobiliza¢do dos anticorpos na superficie dos sensores é um dos passos mais impor-
tantes para se obter uma boa sensibilidade e especificidade. Técnicas como o uso de proteina
A / G tém sido muito usadas atualmente [35]. Em 2018, Caroselli et al. [36] estudaram a imo-
bilizacdo orientada de anticorpos na superficie de um sensor fotdnico usando a proteina A
como camada intermediaria. A proteina A tem a capacidade de orientar os anticorpos garan-
tindo assim maior sensibilidade, e maior robustez, ou seja, permite uma maior orientagdo dos
anticorpos, pois possui locais especificos de ligagdo ao anticorpo. Por outro lado, a sua ligacao
a superficie do biossensor pode ser conseguida por adsorcao fisica. A ligagdo anticorpo - pro-

teina A é reversivel podendo ser desfeita usando determinados reagentes.
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Na tabela 3.1 encontra-se o resumo comparativo entre os varios sensores acima mencionados.

Tabela 3.1 - Comparagdo entre os diferentes estudos de sensores para a detecdo do cancro da prostata e cancro

de ovério usando anticorpos e ainda estudo de uma forma de imobilizacdo de anticorpos na superficie de sensores.

Microarray de
lectina [30].

Lectina e anticorpos

imobilizados usando

técnicas como a afi-
nidade a biotina

Uso de marcadores flu-
orescentes

Rapido, consumo minimo de
reagentes, boa estabilidade

Baixa sensibilidade e es-
pecificidade, anticorpos
orientados aleatoria-
mente

Teste rapido
para a detegdo

A lectina é imobili-
zada covalente-
mente em elétrodos

Espectroscopia de

Teste rapido (80 segundos) e

Uso de nanoparticulas
para a amplificagdo do si-

gacao lectina-
feituina [31].

las de ouro sobre
elétrodos

Amperometria (var-
iacBes de corrente)

lectina -glicano de cobre/ni- impedancia (EIS) alta sensibilidade nal devido a presenga do
[29]. quel/ouro em uma ruido
placa PCB
~ . , Aumento da transferéncia de ,
Detegdo da li- | Uso de nanoparticu- Uso de nanoparticulas de

eletrbes, biocompatibilidade e
facilidade de imobilizagdo da
lectina

ouro e carece de valida-
¢do em contexto clinico

Uso de nanotu-
bos de carbono
para a detegdo
da feituina
[25].

Ligagdo covalente

Voltametria de onda
quadrada (SWV)

Menos ruido que o sensor de
EIS e boa sensibilidade e espe-
cificidade

Técnica de imobilizagdo

por ligagdo covalente é

complexa e é um bios-
sensor de alto custo

Sensor de mi-
crobalanga de
quartzo [32].

Imobilizagdo por ad-
sorgao fisica

Alteragao na frequén-
cia de ressonancia

Baixo custo, alta rapidez, sim-
ples instrumentagdo, uso de
anticorpos policlonais

Orientagdo dos anticor-
pos de forma aleatdria o
que pode diminuir a sen-

sibilidade, depende do
momento dipolar do an-
ticorpo e da carga da su-

perficie de suporte e

tempo de resposta longo

Sensor
fotdnico [34].

Uso da proteina A

Variagdes no compri-
mento de onda

Orientagao dos anticorpos ga-
rantindo assim boa sensibili-
dade, ligagdo superficie prote-
ina A por adsorgao fisica, liga-
¢do proteina A - anticorpo re-
versivel. Imobilizagdo rapida,
barata e facil.

Adsorgdo extensiva da
proteina A pode levar a
desnaturagdo e perda de
funcionalidade dos anti-

corpos
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| 4
MATERIAIS E METODOS

Ao longo deste capitulo sdo descritos os materiais € métodos usados na preparacao dos sen-

sores bem como os métodos de caracterizagdo e quantificagdo dos mesmos.

4.1 Materiais

Todos os materiais descritos neste capitulo foram adquiridos a Sigma-Aldrich, exceto os su-
portes solidos com elétrodos interdigitados depositados numa das superficies utilizados na

preparacdo dos sensores que foram adquiridos da Metrohm Dropsens.

4.1.1 Polieletrolitos

Os polieletrolitos sdo polimeros cujos mondmeros possuem grupos que quando colocados em
solucdo aquosa dissociam-se formando grupos iénicos, ou seja, grupos eletricamente carre-
gados. A maioria dos polieletrolitos séo moléculas isolantes, tém uma boa estabilidade ambi-
ental (resisténcia a variagdes de pH e de temperatura) e biocompatibilidade [37].

As suas propriedades elétricas fazem com que sejam amplamente estudados para apli-
cagoes de dispositivos eletrénicos como sensores fornecendo boas caracteristicas de sensibi-
lidade, limites de detecdo, reprodutibilidade, faixa linear e robustez. Dependendo também do
tipo de técnica de produgdo dos filmes finos usado, permita-nos ter um excelente controlo da
espessura do(s) polimero(s) depositado permitindo assim a constru¢do nanosensores [37], [38].
Neste trabalho foram usados polieletrélitos de poli hidrocloreto de alilamina (PAH), de poli

estireno sulfonato de sédio (PSS) e poli etilenoimina (PEI).
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O PAH cuja estrutura quimica se encontra representada na figura 4.1a) € um polimero
que possui um grupo NH, que pode ser protonado por HCl e, quando dissolvido em agua,
transforma-se num policatido, ou seja, um ido positivo. O peso molecular médio (M,,) das mo-
léculas usadas foi de 17 500 g. mol 1.

O PSS quando dissolvido em agua (figura 4.1b) transforma-se num polianido (ido ne-
gativo). O peso molecular médio (M,,) das moléculas usadas foi de 70 000 g. mol 1.

Por Gltimo o PEI (figura 4.1c), cujo peso molecular médio (M,,) é de 75000 g.mol™?,
encontra-se no estado liquido (50% de diluicdo em agua). Dependo se é um PEI linear ou
ramificado pode conter apenas aminas primarias na sua estrutura, ou ainda primarias,

secundarias e terciarias. Ao estar dissolvido na agua toma a forma de ido positivo.

SO3- Na
a) b) o)

Figura 4.1 - Estruturas moleculares dos polieletrélitos usados, a) Estrutura molecular do PAH quando dissolvido em
agua, b) Estrutura molecular do PSS quando dissolvido em 4gua, ¢) Estrutura molecular do PEl. NUmero cas: PAH-
71550-12-4, PSS - 25704-18-1, PEI - 49553-93-7.

4.1.1.1 Preparagdo das solugdes de polieletrélitos

Com o objetivo de obter solucdes aquosas com a concentracdo de monémero de 1073 M para
cada um dos polieletrélitos, dissolveu-se 0,0234 g de PAH, 0,0395 g de PSS e 0,0193 g de PEI
em 25 mL de agua ultrapura. A dgua ultrapura foi obtida através do waterMax da Diwer Tec-

nologies (Resistividade de 19,8 MQQcm e um pH de 5,6).

4.1.2 Quitosana

A quitosana é um biopolimero ndo toxico, inodoro, biocompativel e biodegradavel obtido a
partir do polimero natural quitina. A quitina faz parte das carapagas de caranguejos e de ca-
mardes e apresenta-se como sendo altamente hidrofilico e com boa capacidade de adsorcéo

a ides metalicos devido a presenca de grupos aminas e de grupos hidroxilo. E soltvel em acido
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através da protonacdo dos grupos NH, em NH3, transformando-se num ido positivo. Por outro
lado, apresenta limitagdes como a baixa estabilidade mecanica, mas quando combinado com
outros compostos pode apresentar alta permeabilidade e resisténcia.

A figura 4.2 é tem a estrutura molecular da quitosana.

Figura 4.2 - Estrutura molecular da quitosana. Numero cas: -9012-76-4.

4.1.2.1 Preparacao da solugdo de quitosana

A quitosana possui peso molecular entre 1,5 x 10° e 1,8 x 10° g.mol™!. Foi preparada uma
solucdo de 1% de quitosana (w/V), através da dissolugdo deste biopolimero em 0,05M de acido
acético. O acido acético possui um peso molecular de 60,052 g. mol~! e uma densidade de 1,05
g.cm~3. Com o objetivo de preparar uma solucdo de 1 g de quitosana em 100 mL agua ultra-

pura calculou-se a quantidade de acido acético necessaria para dissolver a quitosana em
0,286 mL:

005M 60,052g 1mL

100mL > T000mL * Tmol 1,05 g

= 0,286 mL

Os calculos feitos foram baseados no trabalho de Sivaselvi k. [39]. Quando dissolvido
em acido acético a quitosana transforma-se num policatido e na figura 4.3 é apresentado a

reacdo quimica que ocorre:
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NH,
O
OH \ [ I
i CH,0H P Acido acético

Quitosano

NH, CH,C00 CH:%‘*
] & [ fGDH ) \
I N
P " 0 i)
0 M

n

Figura 4.3 - Protonacdo da quitosana em acido acético e formacdo do policatido.

4.1.3 Proteina A (imobilizacao)

Um dos passos mais importantes na construcao de um sensor é a biofuncionalizagdo da su-
perficie para a identificacao correta do analito em estudo. A correta imobilizagdo de anticorpos
na superficie dos sensores influencia diretamente no desempenho final do sensor.

A proteina A encontra-se na parede celular da bactéria Staphylococcus aureus. Esta pro-
teina juntamente com a proteina G tém sido usadas na imobilizacdo correta de anticorpos
sobre a superficie de sensores de forma a aumentar a sensibilidade e especificidade dos mes-
mos na identificacdo dos antigenes e o desempenho final do sensor [22], [23].

A vantagem do uso da proteina A em detrimento do uso da proteina G é que a primeira
possui uma maior quantidade de dominios de ligacao aos anticorpos do que a segunda. Com
base no estudo feito por Carosseli et al. [36] o uso da proteina A é muito importante, pois
possui a capacidade de se ligar as fragdes cristalizaveis dos anticorpos, que sdo as regides que
se ligam a superficie dos sensores, deixando disponivel as fracdes de ligacao ao antigene (Fab),
fornecendo assim uma maior e melhor orientagdo dos anticorpos e aumentando a sensibili-
dade e especificidade do sensor.

Algumas das desvantagens do uso de proteinas para o aumento da orientacdo/ sensibi-
lidade dos sensores é que existe uma menor quantidade de anticorpos adsorvidos por unidade

de area e também podera haver alteragdes nas conformagdes dos mesmos.
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4.13.1 Preparacao da solugdo de proteina A.

A solucao de proteina A foi preparada em PBS de acordo com Caroselli et al. [36]. Aimportancia
do uso de uma solucdo tampao é que a mesma fornece um pH estavel e proximo do pH ideal
de ligacdo entre proteina A e os anticorpos, cujo valor é cerca de 8, maximizando assim a
quantidade de anticorpos que se ligam ao substrato.

Na tabela 4.1 estdo apresentados todos os compostos usados na preparacdo de

250 mL de solucao tampao.

Tabela 4.1 - Compostos quimicos usados na preparacgao da solugdo tampao, respetivas formulas moleculares, con-

centragdes, massas molares e quantidades a serem usadas.

. Féormula mole- Concentragdo (mi- Massa molar .
Composto quimico cular limolar) (g/mol) Quantidade (g)
Cloreto de sddio NaCl 137 58,44 2
Cloreto de potéssio KCl 2,7 34,55 0,05
Fosfato dissddico Na;POzH 10 358,14 0,895
Fosfato monopotas- KH,PO, 18 136,09 0,061

sico

A solugdo mae de PBS possuia uma concentracdo de 1 M e foi posteriormente diluida
em agua ultrapura, de forma a obter uma concentragdo de PBS 0,1 M. De seguida 0,5 mg de
proteina A -Sepharose de Staphylococcus aureusfoi dissolvido em 1 mL de PBS 0,1 M, obtendo
uma solucdo mae de proteina A de concentracdo 0,5 mg/mL. A solu¢do mae de proteina A foi
novamente diluida de forma a obter uma concentracao de proteina A de 10 ug/mL e para isto
foi necessario fazer o calculo da quantidade do volume de proteina A a ser usado, V; x C; =
V, xC, =V; x0,5mg/mL=20mL X 10 pg/mL=V;, = 0,4mL.

Apos a adsor¢do da proteina A, se estas ndo cobrirem todos os locais, pode haver ad-
sor¢ao incorreta dos anticorpos nesses locais ndo cobertos pela proteina. Para evitar que isso
acontega foi necessario bloquear estes mesmos sitios usando a albumina de soro bovino (BSA).
Foi entdo preparada uma solucao de BSA 0,02% (w/1) em PBS 0,05 M.

De forma a aumentar a afinidade de ligagdo da proteina A ao ouro, os grupos amina
foram convertidos em grupo tiol usando 2-iminothiolane. Esta alteragdo foi feita adicionando
0,0014 g de 2-iminothiolane a uma nova solu¢do de 10 pg/mL de proteina A [40]. Na figura 4.4

encontra-se a reagdo quimica ocorrida:
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QNHJ ’
S NH

Proteina A 2-Iminothiclane

4°C, 30 min

b
N
Q/ \I‘(\/\SH
NH

Proteina A ticlada

Figura 4.4 - Alteracdo do grupo amina da proteina A para um grupo tiol através da adicdo do 2-iminothiolane.
Adaptado de [40].

4.1.4 Anticorpo e antigene

O anticorpo e o antigene foram fornecidos pelo meu coorientador Professor Adelino Canario
(Universidade do Algarve). O anticorpo foi isolado diretamente de corpusculos de Stannius do
robalo (Dicentrarchhus labrax) [41]. O mesmo encontrava-se armazenado num tubo de Fal-
con, cuja concentracao era de 0,2533 mg/mL.

O antigene por sua vez, € um péptido da regido N-terminal da Staniocalcina-1A do
peixe-baldo (7etraodon nigroviridis) [42]. Este encontrava-se armazenado em 4 eppendorfs.

Cada um dos eppendorfs possuia um volume de 200 pL soro puro.

4.1.4.1 Preparacdo das solugdes

A solucao de anticorpo foi diluida numa solucao tampéao Tris-HCI (25 mM, pH - 8) com o obje-
tivo de obter uma concentracao de 30 ug/mL.

Calculou-se o volume de anticorpo a usar, V; XC, = V, xC, =V; %x0,2533 mg/mL =
20mL x 30 pg/mL =V; = 2,368 mL.

Esta solucdo de 20 mL de anticorpos (concentracdo 30 pg/mL) foi dividida em 10 ep-
pendorfs com 2 mL cada e armazenado no congelador a —80 °C até o momento da sua utili-
zagao.

Para a preparacdo da solucdo de antigene, 100 uL de soro foram diluidos em 200 mL
de PBS 0,01 M com 0,02% (»w/V) de azida de sédio e armazenada a 4 °C.
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4.1.5 Dispositivos Sensores com Elétrodos interdigitados (IDEs)

Os dispositivos sensores consistem de um suporte solido de ceramica com elétrodos interdi-
gitados de ouro depositados sobre uma das superficies (figura 4.5) e permitem a detecao de
propriedades fisicas como: impedancia, capacitancia, resisténcia apenas variando a frequéncia
aplicada [43].

Os filmes finos de polieletrélitos, quitosana e proteina A foram depositados sobre elé-
trodos interdigitados revestidos de ouro adquiridos da Metrohm dropsense (DS). Os elétrodos
foram depositados num substrato ceramico e possuem a vantagem de detetar pequenos vo-
lumes de amostras. O substrato ceramico onde sdo depositados os elétrodos de ouro possui
as seguintes dimensdes: 22,8 mm de comprimento, 7,6 mm de largura e 1 mm de altura. A
configuracdo dos elétrodos permite o aumento da sensibilidade do sensor e dos limites de

detecdo. Os filmes finos por sua vez aumentam a biocompatibilidade e amplificam o sinal [31].

r:.l l

Figura 4.5 - Dispositivos sensores com Elétrodos interdigitados

Segundo a Methrom dropsens (DS) os elétrodos interdigitados possuem uma distancia
entre elétrodos W e largura dos elétrodos S de 200 um . A partir destes valores é possivel
estimar a distancia maxima de alcance do campo elétrico (D) criado pelos pdlos positivo e

negativo, sendo a mesma dada pela formula:

D=(S+W)x2
E muito importante ter este valor em consideracdo aquando da deposicdo das camadas
dos filmes finos sobre os elétrodos interdigitados de modo a evitar perdas de sensibilidade do

sensor produzido.
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4.1.5.1 Elétrodos interdigitados e espectroscopia de impedancia

Os substratos de ceramica sobre a qual os elétrodos interdigitados sdo depositados possuem
caracteristicas isolantes no que diz respeito a conducao elétrica fazendo com que os sensores

tenham um comportamento similar ao do circuito apresentado na figura 4.6.

W) R i —

Figura 4.6 - Circuito RC em paralelo.

A tensdo v(t) é dada por:

v(t) = Velot (equacdo 4.1)

Quando se aplica uma tensdo cria-se um campo elétrico entre o elétrodo positivo e o
elétrodo negativo como representado na figura 4.7 que ira penetrar o material (filme fino)
previamente depositado sobre o elétrodo alterando assim a sua constante dielétrica e conse-

quentemente a impedancia do sensor [44].

Filme fino depositado

Campo elétrico

+

F W Y Y Y Y Y Y Y

W
et

Elétrodo

Figura 4.7 - a) Vista de cima do elétrodo interdigitado. b) Vista de corte lateral do sensor e a disposi¢do das linhas
de campo. Adaptado de [44].

Com isto é possivel aplicar a espectroscopia de impedancia como ferramenta de carac-
terizacao dos sensores produzidos.
A impedancia total (Z;) medida entre os elétrodos interdigitados corresponde ao soma-

torio da impedancia da resisténcia (Zg)e do condensador (Z¢):
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Zy = Ip + Z¢ (equacao 4.2)

Considerando o circuito RC em paralelo representado na figura 4.6 é possivel calcular a
corrente total (i) do circuito, sendo a mesma dada pela soma das correntes na resisténcia (i)

e no condensador (i¢):
iy = ig + ic (equagao 4.3)

Em que iy e ic sdo-nos dadas por:

_v®

iR _ ov(t)

p” (equacao 4.4)

e 1C=C

O R corresponde ao valor da resisténcia e C o valor da capacitancia.

Assim a corrente total (i) € dada por:

: 1, ~

iy = (E +]Coo) v(t) (equagao 4.5)
Com isto chega-se a conclusdo que a impedancia Z; do sensor:

1 -1 ~
Zi = (E +jCoo) (equacao 4.6)
Resolvendo a equagdo 4.6 obtém-se uma impedancia Z; que é nos dado por uma com-
ponente real e uma componente imaginaria:
R jwR?*C

Ze = 1+(wCR)2  1+(wCR)? (equagao 4.7)

O medidor de impedancia também nos fornece a medida da tangente de perdas designada

por tg 6, e é dada por:

tgf = —; (equacéao 4.8)

Em que Z’ corresponde a parte real da impedancia e Z* a parte imaginaria.
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4.2 Métodos

4.2.1 Filmes finos

Uma das técnicas usadas atualmente para minimizar o tamanho dos materiais é a técnica de
filmes finos ou revestimento. Um filme fino pode ser definido como uma fina camada de um

material ou materiais em que a sua espessura é da ordem dos nanémetros [45].

4.2.2 Deposicao camada sobre camada (LbL)

Esta técnica consiste na imersdo de um substrato numa solugao e os filmes sdo produzidos por
interacOes electroestaticas entre os diferentes compostos com cargas opostas dando origem
a filmes finos com uma espessura de cerca de 1 - 100 nm dependendo do n° de bicamadas
produzidas, do pH, da temperatura, das forcas idnicas e das massas moleculares dos compos-
tos usados na producdo das camadas adsorvidas [46]. Para além das interagdes electroestaticas
a adsorcao dos filmes finos ao substrato é acompanhada por uma afinidade nado electroestatica
muito forte, como por exemplo por pontes de hidrogénio. Esta técnica permite assim a adsor-
cdo de espécies de cargas opostas umas sobre as outras (figura 4.8) tornando possivel a fabri-

cagao de filmes finos em substratos 3D complexos e em substratos planares [47], [48].

Substrato Solugdo catiénica Agua Solucdo anidnica Agua

Figura 4.8 - Esquema representativo da técnica deposicdo camada sobre camada. Retirado de [49]. O substrato
inicialmente sem filmes é imerso na solugdo catidnica, sendo posteriormente lavada e de seguida imersa na solucéo

anidnica e lavada novamente, com isto forma-se a primeira bicamada.

Foram usados substratos de quartzo para se estudar a adsorcdo dos filmes finos e a
formagdo das varias bicamadas. Estes foram previamente hidrofilizadas em 100 mL de uma

solucdo piranha preparada com 75 mL de acido sulfdrico e 25 mL de perdxido de hidrogénio,
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durante 1h e lavadas 5 vezes em agua ultrapura para retirar os residuos da solugdo piranha
que ficaram adsorvidas aos substratos. Este passo da hidrofilizagdo é muito importante pois,
serve para retirar todos os residuos organicos dos substratos e torna-los mais rugosos e ricos
em grupo OH para uma melhor adsorgao das moléculas. As lamelas de quartzo foram armaze-
nadas em agua ultrapura até ao momento da producgdo dos filmes finos, mantendo-as carre-
gadas negativamente e permitindo assim uma melhor adsor¢ao do PAH.

Para a produgdo dos filmes finos (figura 4.9) de (PAH/PSS),,, a lamela de quartzo foi
imersa em solugdo de PAH durante 1 minuto, depois em agua ultrapura durante 5 segundos
para retirar os residuos de PAH nao adsorvidos e secado com azoto comprimido. Apos a for-
macdo desta primeira monocamada a lamela foi imersa na solu¢do de PSS durante 1 minuto,
seguido de agua ultrapura durante 5 segundos e secado com azoto. Com isto formou-se a
primeira bicamada. Este processo foi entdo repetido durante 20 vezes até a formacdo das 20
bicamadas, sendo que, a agua ultrapura onde eram retirados os residuos de PAH e PSS era

trocada ao fim de 3 bicamadas para evitar a contaminagdo das lamelas.

60 seg. 5 seg.

Substrato Soluc8o cationica

60 seg. 5 seg.
3
- ey - Primeira
Solugdo anidnica Agua el

Figura 4.9 - Esquema representativo da técnica LbL na produ¢do de uma monocamada (PAH/PSS). Adaptado de
[49]. O substrato foi inicialmente imerso na solugdo catiénica durante 60 segundos, de seguida lavada com agua
ultrapura durante 5 segundos para retirar os residuos ndo adsorvidos. Apos a lavagem foi secado com azoto com-
primido e imerso na solucdo aniénica durante 60 segundos, lavado com &gua ultrapura durante 5 segundos e se-

cado. Com isto formou-se a primeira bicamada.
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Para a producao dos outros filmes finos (QT/PSS)e (PEI/PSS) foi usada a mesma técnica
acima descrita, com os mesmos tempos de imersdo para o policatido e polianido, mesmo

tempo de lavagem e a mesma técnica de secagem.

4.2.3 Deposicao por automontagem

Esta técnica permite a formacao espontanea de conjuntos moleculares por quimiossorgao atra-
vés da imersdo de um substrato apropriado em uma solucao de surfactante ativo num solvente
organico. A deposicdo por automontagem também é muito usada para a formacao de estru-

turas complexas com espessuras muito pequenas (nandémetros) [45], [50].

4.2.4 Producao dos sensores

Foram produzidos 4 tipos de sensores depositando ou nao filmes finos de polielétrolitos sobre
os suportes solidos com os elétrodos interdigitados (IDEs). Os sensores (figura 4.10) revestidos
com filmes de (PAH/PSS)s/PAH, de (QT/PSS)5/QT e de (PEI/PSS)s/PEI sdo designados de
sensor 1, sensor 2 sensor 3, respetivamente. Ao sensor 4 ndo foram adsorvidos filmes finos de
polielétrolitos, consistindo apenas no suporte solido com IDEs. As monocamadas de PAH, QT
e PEI adsorvidas apds a formacdo das 5 bicamadas sdo muito importantes para o passo se-
guinte que é a da adsorcdo da proteina A, visto que, os componentes usados possuem nas
suas composicoes aminas que podem estabelecer ligacdes peptidicas com a proteina.

Sobre cada um dos sensores foram ainda adsorvidas a proteina A (sensor 1,2 e 3) ou
proteina A tiolada descrita na seccdo 4.1.3.1 para o caso do sensor 4, a BSA, o anticorpo e por
fim o antigene.

Na tabela 4.2 encontram-se os tempos de adsor¢cdo de cada camada anteriormente

indicada:

Tabela 4.2 - Biomoléculas adsorvidas sobre os sensores e os respetivos tempos de adsorc¢do. O * refere-se a proteina
A tiolada para o caso do sensor 4.

Biomolécula Proteina A/* BSA Anticorpo Antigene
Tempo de adsorg¢ao (min) 35 10 20 20

A adsorcdo de cada uma das biomoléculas acima indicado foi feita a 4 °C sendo que de
seguida o IDEs era lavado em PBS 0,1 M durante cerca de 1 minuto e depois secado com azoto
industrial. Apds a secagem o IDEs era sempre armazenado no frio a 4°C numa caixa de petri

durante 15 minutos, com o objetivo de manter a temperatura o mais constante possivel antes
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da medigdo da impedancia para verificar se a camada foi corretamente adsorvida. As medicoes
foram feitas em 2 mL de soluc¢do aquosa de PBS 0,1 M, previamente depositada num copo de
5 mL de forma a garantir que apenas a regiao onde o filme sera posteriormente depositado se
encontrava em contato com a solucdo.

Para a testagem dos sensores nas diferentes concentracdes de antigene foram produ-
zidas solucdes de antigene de concentragdo entre 5x 107* a 5 x 1071 (v/v) em décadas e
depois cada um dos sensores foi imerso em cada uma das solugdes durante 5 minutos (da
concentracdo mais baixa até a mais alta) a uma temperatura de 4 °C e medindo-se de seguida

a impedancia em PBS 0,1 M.

51- (PAH/PSS): /PAH + Proteina A + BSA + 52- (QT/PSS)5/0T + Proteina A + BSA +
Anticorpos Anticorpos

52- (PEI/PSS); /PEL + Proteina A + BSA + $4- Proteina A tiolada + BSA + Anticorpos
Anticorpos

Figura 4.10 - Esquema representativo dos sensores produzidos depositando filmes finos sobre os suportes sélidos

com elétrodos interdigitados.

4.2.5 Caracterizacdo da superficie dos sensores

4.2.5.1 Espectrofotometria

Alguns dos compostos usados na producao dos filmes finos possuem bandas de absor¢do da
radiacdo na regido do visivel e do ultravioleta tornando possivel a monitorizacao do cresci-
mento dos mesmos ao fim da formagédo de cada bicamada através da técnica de espectrofo-
tometria de UV — visivel usando um espectrofotémetro de duplo feixe Shimadzu UV - 2101 PC

no laboratério de AFM, pertencente ao centro de investigacdo LIBPhys da FCT/UNL. Os
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espectros foram recolhidos usando uma gama de comprimento de onda entre os 190 e os
900 nm. A espectrofotometria consiste num método analitico barato, simples e muito flexivel
usado para quantificar a presenca de moléculas em substrato medindo a absorvancia/ trans-
mitancia de luz em fun¢do do comprimento de onda, permitindo a analise da cinética de ad-
sorcao da molécula [51].

O espectrofotometro é composto por uma lampada de tungsténio que emite luz na re-
gido do visivel e uma lampada D2 que emite luz ultravioleta. A luz emitida por estas duas
lampadas é direcionada para um espelho e posteriormente para um monocromador que é um
dispositivo 6tico que emite luz numa gama especifica de comprimentos de onda. O feixe de
luz que sai do monocromador é direcionado para amostra que se quer caracterizar e para a
amostra de referéncia. A luz atravessa estas amostras e finalmente chega aos fotodetetores, e
de seguida os dados sao processados dando origem a um grafico da absorbancia em funcao
do comprimento de onda (ver figura 4.11). O grafico fornecido pelo espectrofotometro € uma
diferenca entre a absorvancia medida pela amostra a caracterizar (com filmes finos) e a amostra
de referéncia (sem filmes finos) [51].

Através da lei de Lambert — Beer € possivel relacionar a absorbancia com as propriedades

do material usado:

I
A=log10T0= a XIxC

em que A é a absorbancia, I corresponde a intensidade da luz medida em relagdo a referéncia
Iy, « é a medida da absorbtividade molar, 1 a espessura do filme formado e Ca concentracao
da substancia.

Para a definicdo e controlo dos parametros do espectrofotometro usou-se o software
UVPC. Para se analisarem os filmes depositados sobre as lamelas de quartzo, definiu-se uma

primeiramente a linha de base no espectrofotometro sem lamelas dentro da mesma.

Espelho
Referéncia
(gl (m) Espelho Fotodetetor
W o| %, "9, .
Lampada Lampada D2 2 Saida
T =
tungsténio ag
Fenda | Dados | E
de entrada ‘ 0 |}H Eljlt
I " < Comprimento
M\ Fenda _ |/'Divisor 4 ® de onda
|de Saida 4~ dofeize |
Monocromador Amostra Fotodetetor
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Figura 4.11 - Esquematico representativo do funcionamento do espectrofotdmetro. Adaptado de [51]. Na figura
encontram-se representadas as duas lampadas (D2 e de tungsténio) que enviam um feixe de luz a um espelho que
posteriormente a um monocromador. A luz depois passa por um feixe de saida e atinge um divisor de feixes. Apds
este passo uma parte da luz atravessa a amostra a ser caracterizada e outra atravessa a amostra de referéncia ambos

atingindo depois um fotodetetor que recolhe os dados.

Posteriormente colocaram-se as lamelas limpas e correu-se o programa varrendo um

comprimento de onda dos 900 nm aos 190 nm.

4.2.5.2 Espectroscopia de impedancia

Como referido anteriormente a melhor forma de medir a sensibilidade dos sensores em meio
liquido é usando a espectroscopia de impedancia. Recorreu-se ao analisador de impedancia
da Solartron 1260 acoplado a uma interface dielétrica 1296A, com uma frequéncia entre 1Hz
e 1 X 10° Hz. A voltagem aplicada (AC) foi de 25 mV, pois de acordo com o estudo de Zagalo
P. et al. [52] tensOes elétricas acima deste valor podem destruir os elétrodos e abaixo deste
valor o IDEs comega a perder sensibilidade. Todas as medi¢des comecavam com 30 segundos
de atraso para permitir que o sistema se estabilizasse e eram repetidas num ciclo de 3 vezes.
Para o controlo dos parametros (tabela 4.3) como por exemplo: a voltagem (AC e DC), a faixa
de frequéncias, o n° de medicGes, entre outros, recorreu-se ao software SMaRT Impedance

instalado no computador do laboratério.

Tabela 4.3 - Parametros definidos a partir do software SMaRT /Impedance e respetivos valores.

Parametros Valor
Nivel DC 0,00V
Nivel AC 25,00mV

Frequéncia 1Hz — 1MHz

A figura 4.12 representa um esquema dos componentes que fazem parte do sistema de me-

dida de impedancia.
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ST L

Figura 4.12 - Esquema representativo do aparelho. Adaptado de [53]. Na figura esta representado o suporte do IDEs

(1), a ponta onde é encaixado o IDEs (2), a solu¢cdo de medida (3) e por fim o medidor de impedancia (4).

4.2.6 Método matematico de quantificacdo dos sensores

4.2.6.1 Analise em Componentes principais (PCA)

A impedancia espectroscopica gera um conjunto de dados multivariados de grande dimenséo.
A Analise em Componentes Principais € um método estatistico usado para reduzir a dimensi-
onalidade de um conjunto muito grande de dados preservando as informagdes mais relevantes
dos dados, transformando um conjunto de dados correlacionados em um conjunto menor de
dados ndo correlacionados que maximizam a variancia do sistema, ou seja, preservando o ma-
ximo da variabilidade possivel — as componentes principais do sistema. O objetivo é encontrar
novas variaveis que sao funcdes lineares das variaveis iniciais, que maximizam a variabilidade
entre elas e que ndo sejam correlacionadas entre si. A PCA também tem por objetivo eliminar
algumas das variaveis que caraterizam o sistema, mas que tém pouco peso ou pouca informa-
cdo estatistica [54], [55]. Comeca-se por encontrar a dire¢do com maior informacao estatistica
e de maior variabilidade, sendo esta definida como a primeira componente principal.

De seguida, a segunda componente principal sera a de menor variancia em relagdo a
primeira, mas sempre respeitando a condi¢do de esta ser ortogonal a mesma. E assim sé@o
encontradas as varias componentes principais do conjunto de dados em estudo. Com isto ob-
tém-se graficos bidimensionais permitindo visualizar diferentes categorias agrupadas de

acordo com a sua semelhanca ou diferenca.
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A PCA foi realizada com recurso ao software OriginPro 2021b para alcangar uma inter-
pretacao mais simples dos dados. Para tornar os resultados mais robustos usou-se os dados
de impedancia e da tangente de perdas de todos os sensores (concentracao de antigene

5% 107 a5 x 10711 (v/v) em décadas) numa gama de frequéncia dos 1 — 30 Hz.
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‘5
ANALISE E DISCUSSAO DE RESULTADOS

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados experimentais obtidos. Comegou-
se por produzir filmes LbL de(PAH/PSS), (QT/PSS) e (PEI/PSS). O crescimento destes filmes
bem como a dessorcao destes filmes em solucdes aquosas de diferentes concentragdes de PBS
foram caracterizados por espectrofotometria de UV-vis. Apds confirmar que era possivel a ad-
sorcao dos filmes finos procedeu-se com a producao e analise da resposta de 4 sensores dife-
rentes quando imersos em solu¢des de antigenes com diferentes concentragdes e a respetiva
caracterizacao elétrica através dos espectros de impedancia. Para a analise dos espectros de
impedancia considerou-se um intervalo de frequéncias entre 1 Hz - 100 Hz, pois era onde havia

maior variacao nos resultados.

5.1 Caracterizagao de filmes LBL

5.1.1 Crescimento dos filmes LBL

Para o desenvolvimento dos sensores é necessario em primeiro lugar preparar e carac-
terizar os filmes finos de (PAH/PSS), (QT/PSS) e (PEI/PSS). Como referido anteriormente al-
guns compostos usados na fabricacdo destes filmes possuem bandas de absorcdo na regido
do visivel o que permite que estes filmes sejam analisados por espectroscopia de UV-vis.

Assim, para se analisar a formacao dos filmes finos, comecou-se por estudar o cresci-
mento destes filmes sobre as lamelas de quartzo, medindo-se o espectro de UV-visivel em
relacdo a lamela de referéncia (sem filmes) a medida que as bicamadas iam sendo adsorvidas.
Os espetros dos filmes LbL de (PAH/PSS), (QT/PSS) e (PEI/PSS) em funcdo do numero de

bicamadas adsorvidas encontram-se representados na figura 5.1 a), b) e c), respetivamente.
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Figura 5.1 - Crescimento das absorvancias das varias bicamadas dos diferentes filmes finos, a) espectro de absor-
vancia de todas as bicamadas do filme fino de (PAH/PSS),,, b) espectro de absorvancia de todas as bicamadas do
filme fino de filme fino (QT/PSS),,, €) espectro de absorvancia de todas as bicamadas do filme fino filme fino de

12

A partir dos espectros obtidos nas figuras 5.1 a), b) e c) é possivel verificar o crescimento
dos filmes finos de (PAH/PSS), (QT/PSS) e (PEI/PSS) bem como o aumento da absorvancia a
medida que niumero de bicamadas aumenta.

No caso dos filmes de (PAH/PSS), figura 5.1 a), existem duas bandas de absorcdo cujos
picos se encontram bem definidos a 195e 227 nm. A banda de absor¢do cujo pico tem
intensidade maxima nos 227 nm é devido a presenca doNa®™ no PSS (como indicado
anteriormente na figura 4.1 b). O PAH ndo possui absor¢do na regido do visivel, possuindo
uma banda de absorcédo por volta dos 150 nm devido as transi¢des eletrénicas do grupo NHZ
[56], pelo que é impossivel a detecdo do mesmo atraves espectroscopia de UV-vis. Contudo
pelo facto do crescimento de filmes finos através da técnica LbL ser causado principalmente
por interacdes eletroestaticas entre as cargas elétricas opostas dos grupos idnicos nos dois
polielétrolitos, sdo estas interagdes que levam a adsorcdo de camada sobre o polielétrolito de
carga oposta com consequente formacgao das varias bicamadas. Logo para o PSS estar presente
na lamela de quartzo, o PAH também tem de estar adsorvido na mesma, pois o PSS apresenta
grupos anidnicos enquanto o PAH grupos catiénicos.

De acordo com Q. Ferreira et al. [56] a banda de absor¢do com pico maximo nos 195
nm é associado as transi¢cdes n - ™ do grupo benzeno de PSS, cujo picos se encontram nos
186 nm e 215 nm [49], [56].

Fez-se o mesmo estudo para os filmes de (QT/PSS), figuras 5.1b) sendo-se o
comportamento similar ao dos filmes finos (PAH/PSS). Porém para o mesmo numero de
bicamadas a absorvancia nos filmes de (QT/PSS),, € superior a dos filmes (PAH/PSS),,.

Podem haver duas justificacdes principais para tal facto. A primeira é o grau de ionizgao.
Os polieletrélitos podem ser classificados como polieletrolitos fortes ou fracos de acordo com
o seu grau de ionizagdo. Sabe-se ainda que os polieletrdlitos fracos sdo muito sensiveis ao pH
enquanto que os polieletrolitos fortes sdo menos sensiveis ao pH. O pH por sua vez controla
o grau de ionizacao, a qual esta diretamente relacionada com a constante de dissociagdo e
com a conformacdo do polieletrolito. Quanto menor o grau de ionizagdo maior é a adsorcao
independentemente da natureza do polielétrolito, mas outros fatores como rugosidade,

intensidade das forgas eletroestaticas e competicdo pelos locais de adsor¢do devem ser
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considerados [57]. A tabela 5.1 lista os valores de grau de ionizacdo na faixa de pH usada neste
trabalho.

A segunda justificacao é que, como visto na figura 4.3, quando a quitosana é dissolvido
em acido acético, da-se a formacdo de NH; e que este absorve a um comprimento de onda
entre os 200 nm e os 230 nm com diferentes picos de absorcdo [58], fazendo com que no
espectro de absorvancia do (QT/PSS) essa regido represente a soma da contribuicdo da
quitosana e do PSS.

Por ultimo os espetros dos filmes de (PEI/PSS) com diferentes bicamadas, representa-
dos na figuras 5.1 c), apresentam uma vez mais a presenca dos picos a 195 nm e 227 nm,
referentes a presenca do PSS sobre a lamela de quartzo dado que o PEI ndo possui banda de
absorcao no visivel. Nota-se que os filmes de (PEI/PSS) possuem uma maior absorvancia
quando comparados com os filmes finos de (PAH/PSS) e de (QT/PSS) o que podera estar
diretamente relacionado com o fato de que para o mesmo pH o PEI possui um menor grau de

ionizacao que o PAH e que a quitosana.

Tabela 5.1 - Valores do grau de ionizagdo do PAH, PEIl e quitosana em func¢ao do pH.

Composto pH Grau de ionizagao
PAH 5-6 0.8 [56]
PEI 5-6 0,65 [59]
Quitosana 4-6 1 [60]

Para compreender melhor o crescimento dos filmes finos de (PAH/PSS), (QT/PSS) e
(PEI/PSS) foram representados os valores de absorvancia a 195 nm e a 227 nm em funcdo do
numero de bicamadas nas figuras 5.2 a) e b), respetivamente. Estas figuras mostram que o
crescimento dos filmes finos é linear permitindo assim um controlo critico da espessura dos
mesmos que como referido no ponto 4.1.5 é muito importante para evitar a perda de sensibi-
lidade do sensor devido ao alcance maximo das linhas de campo criadas aquando da aplicagéo
do potencial elétrico.

Como podemos constatar pela figura 5.2 a), que apresenta um maximo de absor¢do aos
195 nm, os filmes finos de (QT/PSS) e (PEI/PSS) apresentam um comportamento muito similar
indicando que as quantidades adsorvidas por bicamada sdao semelhantes na presenca de QT
ou PEI, e que para o mesmo numero de bicamadas apresentam valores de absorvancia
superiores ao do filme fino de (PAH/PSS), revelando que as quantidades de massa de PSS por
unidade de area adsorvidas nestes filmes sdo cerca de metade quando comparadas com as

adsorvidas sobre as camadas de QT ou PEL
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Analisando a figura 5.2 b), que mostra a absorvancia associada ao maximo do pico de
absorcao aos 227 nm, para o mesmo numero de bicamadas os filmes finos de (QT/PSS)
apresentam maior valores de absorvancia em comparagdao com os restantes filmes finos.

Este comportamento de linearidade podera, no entanto, apenas ser averiguado apos a
formacao das primeiras bicamadas, pois depende inicialmente da rugosidade do substrato,
seguido de interacdes electroestaticas e de interacdes fisicas associadas ao pH das solucdes,

da concentragdo, do tempo de adsor¢do, do processo de secagem, entre outros fatores [61].
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Figura 5.2 - Estudo da linearidade de crescimento das varias bicamadas dos filmes finos nos picos de absorvancia a
a) 195 nm e b) 227 nm,

39



Desenvolvimento de nanosensores baseados em anticorpos da proteina STCT para diagndstico do cancro da pros-

tata

5.1.2 Estudo da dessorcao dos filmes finos

Apos a preparagao dos filmes finos de (PAH/PSS), (QT/PSS) e (PEI/PSS), o objetivo seguinte
foi o de proceder com a adsor¢ao de uma camada de proteina A sobre os filmes com o objetivo
de orientar posteriormente os anticorpos.

De acordo com Caroselli et al. [36] o tempo ideal para a adsorcao da proteina A é de
cerca de 1h. Como as solu¢des aquosas de proteina A foram preparadas em solucdo de PBS
de concentracao 0,1 M, foi estudado o comportamento dos filmes finos produzidos quando
expostos a 1h de PBS as concentracdes de 1 M, 0,1 M e 0,01 M, com o objetivo de verificar se

havia ou ndo dessorcdo das varias bicamadas formadas.
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Figura 5.3 - Graficos normalizados dos espectros de absorvancia dos filmes finos quando expostos durante 1h a
diferentes concentracdes de PBS, a) filmes finos de (PAH/PSS), b) filmes finos de (QT/PSS), ¢) filmes finos de (PEI/PSS)

e d) o estudo da dessorc¢do dos diferentes filmes finos em funcdo da concentracdo de PBS

A normalizagdo dos espectros de absorvancia dos diferentes filmes finos de (PAH/PSS),
(QT/PSS) e (PEI/PSS), vide figuras 5.3 a), b) e c), que foram obtidas dividindo cada um dos
espectros antes e ap06s a dessorcao, a diferentes concentragdes de PBS, pelo maximo de ab-
sorvancia do espectro a mesma concentracdo antes da exposicdo ao PBS. Esta normalizacao
permitiu posteriormente relacionar a quantidade de desorvida em cada um dos filmes finos
com a concentragao de PBS. Para a obtencao do grafico da figura 5.3 d), calculou-se a dife-
renga de absorvanciaa 226 nm e 250 nm (A= abs,y¢nm — abSz50nm) Para cada filme fino antes

(A;) e depois da exposicdo a 1h de PBS (Af). Finalmente calculou-se a A; — Ar para cada uma
P P f f P
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das diferentes concentra¢des de PBS obtendo-se o comportamento da dessorcdo dos filmes
finos em funcao da concentracdo de PBS.

Analisando a figura 5.3 d) conclui-se que para os filmes finos de (PAH/PSS) existe uma
diminuicdo da absorvancia apos exposicdo ao PBS, cuja diferenca aumenta a medida que au-
menta a concentragdo do PBS. Isto podera estar diretamente relacionado com o aumento da
concentragdo de sal presente no PBS. Este aumento permite-nos concluir que houve dessorcao
e gque a integridade dos filmes finos foi afetada.

Para o caso do (QT/PSS) obteve-se um comportamento semelhante ao dos filmes de
(PAH/PSS), contudo houve uma maior dessorcao para uma concentragdao PBS de 0,01M. Os
valores associados as concentragdes 0,1M e 1M sao ligeiramente superiores aos dos filmes de
(PAH/PSS).

Por ultimo, o (PEI/PSS), apresenta pouca variancia da diferenga de absorvancia antes
e apOs a exposicao a diferentes concentracdes de PBS (figura 5.3 d). Os filmes de (PEI/PSS)
apresentam menor diferenca de absorvancia antes e ap0s a exposicao a PBS as concentragdes
0,1M e 1M que os filmes finos de (QT/PSS) e de (PAH/PSS).

Isto prova que para os filmes finos de (PEI/PSS) a adsorcao da proteina A nado afeta
muito a integridade dos mesmos e que para os filmes de (QT/PSS) e (PAH/PSS) existe sim

uma ligeira dessorcao que pode afetar o desempenho final dos sensores.

5.2 Caraterizagao elétrica dos filmes em solu¢bes aquosas de
PBS

Comecgou-se por verificar a impedancia dos suportes sélidos com elétrodos interdigitados
(IDEs) sem filmes depositados, imersos em 3 mL das varias solu¢des a diferentes concentracdes
de PBS (0,01 M, 0,1 M e 1 M), em copos de ensaio de 10 mL a temperatura de 23 °C. Este pro-
cesso foi repetido duas vezes para cada uma das concentracdes com o objetivo de verificar a
reprodutibilidade dos sensores.

E possivel notar, a partir da anélise das figuras 5.4 a), b) e ¢) que a medida que se
diminui a concentracdo de sal, ou seja, quanto mais diluido for o PBS, maior é o valor de im-
pedancia, o que pode ser explicado pela diminuicdo da condugao elétrica causada pela dimi-

nuicao da concentracao de sal ja que este possui propriedades condutoras.
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Também se nota que os valores das medidas no primeiro momento sdo coerentes com

os valores das medidas no segundo momento, provando que os sensores sao reprodutiveis.
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Figura 5.4 - Medicao da impedancia do elétrodo sem filmes finos em diferentes concentragdes de PBS, a) PBS 1M,
b) PBS 0,1 M e c) PBS 0,01M.

De seguida os IDEs foram revestidos de filmes finos (PAH/PSS)s/PAH e (QT/PSS)s/QT
e (PEI/PSS)s/PEL
Fez-se o estudo da dessorgao dos filmes ap6s 1h em PBS com o objetivo de verificar

se a integridade dos filmes era preservada nos elétrodos interdigitados.
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Figura 5.5 - Medicdo da impedancia do elétrodo sem filmes, ap6s formacao dos filmes finos de a) (PAH/PSS);/PAH,
b) (QT/PSS)s/QT e ¢) (PEI/PSS)s/PEI ,e ainda a exposicdo dos filmes finos a 1h de PBS 1 M.

Através da visualizagdo das figuras 5.5 a) e b) nota-se que quando se formam os filmes
finos (PAH/PSS)s/PAH e (QT/PSS)s/QT, independentemente da concentragdo de PBS em que
a medicao esteja a ser feita, ha sempre um aumento de impedancia, uma vez que, ao adicionar-
se uma nova camada extra ao sensor, o efeito de PAH como polieletrélito isolante é mais no-
toria. Ja para o caso da quitosana, sabe-se que a quitosana pura possui uma condutividade
elétrica é cerca de 1.91 x 10™* uS/cm de acordo com Marroquin et al.[62] e que a condutivi-
dade da solugdo tampao, dependo da concentracdo, é da ordem dos mS/cm, pelo que se es-
perava um aumento da impedancia, tal como observado na figura 5.5 b), apos a adsorcao dos
filmes finos.

Para o caso do PEI, figura 5.5 ¢) observou-se uma diminuicdo da impedancia apds a
adsorcao dos filmes finos.

Observou-se também que apdés 1h em PBS (independentemente da concentragao
deste) a integridade dos filmes é completamente preservada (figuras 5.6 a), b), c), d), e) ef))

tornando possivel a adsor¢do da proteina A sem os afetar.
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Figura 5.6 - Medicdo da impedancia do elétrodo sem filmes, ap6s formagéo dos filmes finos e ainda a exposi¢do a 1h
em diferentes concentracdes de PBS, a) filme fino de (PAH/PSS)s/PAH - PBS 0,1M, b) filme fino de (PAH/PSS);/PAH
PBS 0,01M, ¢) filme fino de (QT/PSS)s/QT - PBS 0,1M, d) filme fino de (QT/PSS)s/QT - PBS 0,01M, e) filme fino de
(PEI/PSS)s /PEI - PBS 0,1M e f) filme fino de (PEI/PSS)s/PEI - PBS 0,01M.
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5.3 Producao dos sensores

Apods a conclusao de todos os passos anteriores de verificagdo da formagdo das bicamadas
dos filmes finos sobre as lamelas analisando os espectros de absorvancia, do estudo da for-
macao dos filmes finos sobre os elétrodos interdigitados e, por ultimo, do estudo da integri-
dade dos filmes apds exposigdo ao PBS avancou-se para o passo seguinte que era o do estudo
da adsorcao das varias biomoléculas (proteina A, BSA e anticorpo) pretendidas no IDEs e con-
sequente producao dos sensores, uma vez que, encontravam-se reunidas todas as condigdes
pretendidas.

Comecou-se por usar suportes sélidos com elétrodo interdigitados sem nenhum filme
depositado para servir de controlo a impedancia de cada uma das solucdes a serem usadas na
producdo dos sensores (figura 5.7) e fez-se a comparacdo com a solucao de PBS 0,1 M de

forma a prever os resultados aquando da adsor¢do de cada camada na producao dos sensores.
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:é: 2,0E+05 IDEs sem filmes_BSA
©
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Figura 5.7 - Medi¢do da impedancia das solu¢des das biomoléculas (proteina A, BSA, anticorpos e antigene) a serem

usadas e a respetiva comparacdo com o PBS 0,1M.

Com estes resultados podemos concluir que todas as solugdes possuem uma impe-
dancia maior que a impedancia da solugdo de medida que é o PBS 0,1 M. Apds a adsorgao da
proteina A houve um aumento da impedancia, uma vez que, esta possui, para as mesmas fre-
quéncias valores maiores de impedancia que a solucdo de PBS 0,1 M. A BSA em relacdo a pro-
teina A e ao PBS, possui valores maiores de impedancia que ambos existindo, portanto, um

novo aumento de impedancia.
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O anticorpo por sua vez, possui valores de impedancia maiores do que os de PBS mas
menores do que a BSA e a proteina A, ocorrendo assim uma diminuicdo de impedancia em
relacdo as duas camadas anteriormente adsorvidas. O antigene também possui valores de im-
pedancia mais altos do que o PBS mas, menores que os da camada de anticorpos, BSA e pro-
teina A, esperando haver mais uma diminui¢do de impedancia apos a adsor¢éo do antigene.

Apos a medicao da impedancia das varias biomoléculas a serem usadas procedeu-se
com a produgdo dos sensores. Os resultados apresentados na figura 5.8 sdo referentes a ad-
sorcao de cada uma das biomoléculas usadas na producao do sensor 1 (sensor cuja camada
de filmes finos é formada por (PAH/PSS)s;/PAH)), sendo comparavel aos resultados obtidos
para os restantes sensores.

Quando se formaram os filmes finos ocorreu um aumento de impedancia no sensor 1
e sensor 2 ((QT/PSS)5/QT) e uma diminuicdo de impedancia no sensor 3 ((PEI/PSS)s/PEI).
ApOs a adsorcao da proteina A, ocorreu um aumento de impedancia em todos os sensores,
mas em diferentes graus. Com a adsorcdo da BSA e do anticorpo houve a mesma tendéncia
em todos os outros sensores (ver anexos) confirmando os resultados acima discutidos.

Estes resultados mostram que foi possivel a formagdo das varias camadas pretendidas
e que todos os sensores conseguiram detetar uma concentracdo de antigene 5 X 10™* (v/v),

visto haver uma variacdo de impedancia sempre em relacdo a camada anteriormente adsor-

vida.
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Figura 5.8 - Estudo da adsor¢ado das biomoléculas sobre a superficie IDE para a producdo do sensor 1, a) adsor¢éo

dos filmes finos de (PAH/PSS)s/PAH sobre o substrato, b) adsorcdo da proteina A sobre os filmes finos, ¢) adsor¢éo

do BSA, d) adsor¢do dos anticorpos e e) adsorcdo do antigene.

5.3.1 Estudo da influéncia de tempo exposicado e saturacdo dos sensores

(quando em imerso em solugdo de antigene).

Apods a analise dos resultados anteriores em que se concluiu que todos os sensores foram
capazes de detetar uma concentracdo de antigene 5 x 10™* (v/v), foi feito um estudo com o
objetivo de tentar perceber quando ocorria a saturacdo dos mesmos. Este estudo foi feito
considerando apenas o valor da impedancia para a frequéncia de 1 Hz, pois é o valor de fre-
quéncia cuja variacdo de impedancia é maior.

Estudou-se a influéncia do tempo de exposi¢do nos sensores 1,2 e 3 (figuras 5.9 a), b)
e c) respetivamente) a solucdo de antigene (concentragdo 5 x 10~* (v/v)), concluindo-se que

quanto maior for o tempo em que os sensores estdo imersos na solucdo de antigene, maior
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serd a diminui¢cdo de impedancia, e que o primeiro sensor saturou aos 20 minutos, e os se-
gundo e o terceiro sensores aos 25 minutos.

O sensor 4, figura 5.9 d) também saturou aos 20 minutos, mas, em vez de apresentar
uma diminuicdo de impedancia até o valor da saturagdo, apresentou um comportamento

oposto (aumento de impedancia).
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Figura 5.9 - Estudo do tempo de saturacdo dos 4 sensores quando exposto a uma concentracdo de antigene de

5x 10~% (v/v), a) sensor 1, b) sensor 2, c) sensor 3 e d) sensor 4.

5.3.2 Testagem dos sensores em diferentes concentragdes de antigene.

O passo seguinte foi testar os sensores em diferentes concentracdes de antigene, com o obje-
tivo de posteriormente se verificar qual ou quais os melhores sensores, calcular as sensibilida-

des dos sensores e limites de detecdo usando a Analise em Componentes Principais (PCA).
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Comecou-se por obter os espectros de impedancia dos 4 sensores (figuras 5.10 a), b),
c) e d) respetivamente) e pelos espectros percebe-se que a frequéncia de 1 Hz € aquela onde

existe uma maior variabilidade dos valores de impedancia.
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Figura 5.10- Espectro de impedancia dos 4 sensores quando imersos em diferentes concentra¢gdes de antigene, a)

sensor 1, b) sensor 2, ¢) sensor 3 e d) sensor 4.

Na figura 5.11 é possivel verificar a resposta de cada um dos sensores as diferentes
concentragdes de antigene, analisando os valores de impedancia das mesmas a uma frequén-
cia fixa de 1 Hz. O sensor 2 e o sensor 3 sdo 0s que, numa primeira analise, parecem ter uma

resposta mais linear com o aumento da concentragao.
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Figura 5.11 - Analise da resposta dos sensores a uma frequéncia fixa de THz quando imersos nas diferentes con-

centracOes de antigene, a) sensor 1, b) sensor 2, ¢) sensor 3 e d) sensor 4.

De seguida fez-se o mesmo estudo através da analise das tangentes de perdas. Anali-

sando as figuras 5.12 a), b), ¢) e d) € possivel observar que para o caso dos sensores 1,3e4 a

regido de maior variabilidade da tangente de perdas corresponde a frequéncia de 1 Hz e que

para o caso do sensor 2 corresponde aos 25 Hz.
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Figura 5.12 - Espectro da tangente de perdas dos varios sensores quando imersos em diferentes concentragdes de

antigene, a) sensor 1, b) sensor 2, ¢) sensor 3 e d) sensor 4.

Verificando a resposta de cada um dos sensores (figuras 5.13 a), b), c) e d)) para os valo-
res de frequéncia acima indicados, chegou-se a conclusao de que os sensores 3,4 e 2 exibem

uma maior linearidade com o aumento de concentracao.
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Figura 5.13 - Respostas dos diferentes sensores as diferentes concentragdes de antigene considerando apenas va-
lores de tangente de perdas para uma frequéncia fixa de 1Hz para o caso dos sensores 1, 3 e 4 e 25 Hz para o caso

do sensor 2. a) sensor 1, b) sensor 2, ¢) sensor 3 e d) sensor 4.

Estes resultados permitem-nos concluir que para a Analise em Componentes Principais
(PCA), tanto de cada um dos sensores individuais, quanto da lingua eletrénica (o conjunto de
todos os sensores) é importante considerar uma determinada gama de frequéncias e ndo ape-
nas um valor de frequéncia fixo e, também, que para além de ter em conta os valores de im-
pedancia é importante também considerar os valores da tangente de perdas pois, fornece bons

resultados.
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5.3.3 Analise em Componentes Principais (PCA)

Comegou-se por verificar através da PCA se os sensores eram distinguiveis. Através da visuali-
zacgao da figura 5.14 é possivel notar que a PC1 separa bem todos os sensores excetuando os
sensores 1 e 2. SGo também os sensores 2,3 e 4 aqueles que apresentam uma maior lineari-
dade na resposta quando imersos nas diferentes concentracbes de antigene (5 x 10711 a
5 X 107* (v/v) por década de concentracdo). Para além de conseguir distinguir os sensores a

PCA também é capaz de distinguir as diferentes concentragdes.
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Figura 5.14 - PCA dos 4 sensores quando imersos a diferentes concentragdes de antigene. Cada sensor possui 8
pontos referentes as 8 diferentes concentragdes de antigene, comecando da mais baixa até a concentracdo mais
alta.

ApOs este passo analisaram-se os resultados para uma lingua eletrénica formada pelos

4 sensores e comparou-se com os resultados de uma lingua eletrénica formada pelos sensores

2,3 e 4 (considerado os melhores sensores).
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Figura 5.15 - PCA das linguas eletrénicas formadas pelos sensores quando imersos em diferentes concentragdes de

antigene, lingua eletrénica 4 sensores e lingua eletrénica 3 melhores sensores.

Considerando as tendéncias e padrdes das respostas das linguas eletrdnicas quando
imersos em solucao de antigene (figura 5.15), verifica-se que a lingua eletrénica formada pelos
3 melhores sensores apresenta uma maior linearidade (amostras mais juntas a linha de ten-
déncia). Sabendo-se que a sensibilidade do sensor é dada pelo declive da reta que se ajusta
ao grafico dos dados é possivel verificar que a lingua eletrénica formada pelos 4 sensores
possui uma sensibilidade maior, S = 1617 + 247 e que a lingua eletrénica formada pelos 3
melhores sensores possui uma sensibilidade, S = 1463 + 190. Apesar de possuir uma sensibi-
lidade maior possui uma incerteza relativa de 15,3% em comparacdo aos 13% da lingua ele-
trénica formada pelos 3 melhores sensores, o que do ponto de vista laboratorial e hospitalar
o uso da 22 lingua eletrdnica € mais viavel.

A figura 5.16 representa uma PCA a duas dimensdes aplicada a LE com os 3 melhores

sensores.
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Figura 5.16 - Representacao da relacdo entre a concentragdo de antigene (v/v) e as componentes principais PC1 e

PC2 da L.E formada pelos 3 melhores sensores.

Podemos observar que o PC1 apresenta uma tendéncia de crescimento a medida que
a concentragdo de antigene aumenta com excecao das concentracbes 5x 1078 e 5x 1077. 0
PC2 ndo apresenta nenhuma relagdo com a concentragao.

Na tabela 5.2 encontra-se sintetizado o estudo comparativo entre a lingua eletrénica
formada por todos os sensores, considerando os 3 melhores sensores e o melhor sensor (sen-

sor 3), onde sdo analisados os parametros da sensibilidade e resolucdo. A resolucdo dos
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sensores é a menor quantidade de concentracao que os mesmos conseguem discriminar e foi
obtido através da seguinte expressao: 4log(C) = log(C) — log(C;), em que C; corresponde ao

erro

valor da concentracao mais baixa usada e Alog(C) = = k. A resolugdo é dada por

sensibilidade
C; x 10,

Através da analise dos dados da tabela 5.2 podemos confirmar que o uso de uma ma-
triz de sensores (lingua eletrénica), torna os resultados mais robustos do que usando apenas
o melhor sensor (sensor 2), pois a incerteza associada a sensibilidade é menor e os valores das
resolucdes sdo praticamente iguais. Também conclui-se que os sensores que usam as camadas
de filmes finos de polieletrolitos (sensores 1, 2 e 3) possuem maior sensibilidade em relacdao

ao sensor 4 (sem filmes finos de polieletrolitos).

Tabela 5.2 - Resumo comparativo das carateristicas de cada um dos sensores, da lingua eletrénica formada pelos 4
sensores e da lingua eletrénica formada pelos 3 melhores sensores através da analise de parametros como a sen-

sibilidade e resolucdo fornecida a partir do PCA.

Tipo de Componente Intervalo de Sensibilidade Resolugao
Sensor principal concentragio (v/v) (por década de
concentragdo)
Sensor 1 PC1 5x 10711 -5x 107* 720+ 430 1,98 x 10710
Sensor 2 PC1 5x 1071 -5x107* 1440+ 190 6,78 x 10711
Sensor 3 PC1 5x10711 -5x 10~* 190+80 1,32x 10710
Sensor 4 PC1 5x10711 -5x 107* 162+22 684x10711
L.E 4 sensores PC1 5x10711 -5x 107* 1617 + 247 7,13 x 10711
L.E 3 melhores PC1 51071 -5x107™* 1463 +190 6,73 x 10711

5.3.4 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade do sensor foi também analisada. Devido ao atraso de entrega nos materiais
este estudo so foi possivel ser realizado durante o més de setembro com as solugdes anteri-
ormente usadas uma vez que ja nao havia material para a producdo de solu¢des novas.

Na figura 5.17 é possivel observar os resultados obtidos pela LE inicialmente produzida
durante o més de julho (medida 1) e a LE produzida durante o més de setembro (medida 2).
Pode-se observar que ambas as curvas apresentam o mesmo comportamento (evolucdo cres-
cente com o aumento da concentragdo de antigene), porém houve uma perda de sensibilidade
(passou de S = 1617 + 247 para S = 48,8 + 22) que podera estar associado a perda de ativi-
dade das biomoléculas usadas na producao dos sensores bem como do uso de novos dispo-

sitivos sensores com elétrodos interdigitados.
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Figura 5.17 - Estudo da reprodutibilidade da Lingua eletrénica formada pelos 4 sensores. Medida 1 correspondente

a medidas feitas em julho e medida 2 correspondente a medidas feitas durante o més de setembro.
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6

CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

6.1 Conclusoes

Neste trabalho desenvolveu-se um protétipo de uma lingua eletronica baseada em filmes finos
de anticorpos da proteina Stanniocalcina-1 para o diagnéstico do cancro da proéstata. Para tal
desenvolveu-se uma matriz de sensores capaz de detetar concentracdes de antigene da pro-
teina STC1 na gama de concentracbes entre 5 x 1071 e 5 x 107* (v/v).

Os sensores que compuseram a LE foram compostos por filmes finos de diferentes
materiais depositados sobre dispositivos sensores com elétrodos interdigitados usando as téc-
nicas de deposi¢do camada — sobre — camada e automontagem. O uso destas técnicas permite-
nos garantir que as camadas depositadas possuem espessuras na ordem dos nanémetros. Fo-
ram produzidos 4 tipos de sensores em que os suportes sélidos com elétrodos interdigitados
foram revestidos de filmes finos de (PAH/PSS), (QT/PSS), e (PEI/PSS) e sobre cada um destes
sensores foi ainda depositada a proteina A, o bloqueador de superficie BSA e os anticorpos
STC1. Por fim o quarto sensor ndo possuia filmes finos de polieletrélitos, mas possuia a prote-
ina A tiolada, o bloqueador de superficie e os anticorpos.

O crescimento dos filmes de (PAH/PSS), (QT/PSS), e (PEI/PSS) foi analisado por es-
pectroscopia UV- visivel em que através da analise de picos especificos no espectro compro-
vou-se que havia formagdo das varias bicamadas de filmes finos de polieletrélitos e que o
crescimento destes filmes € proporcional ao numero de bicamadas depositadas o que garante
um controlo da espessura das camadas. Também se estudou a dessorcdo dos filmes finos em
diferentes concentracdes de PBS (1 M,0,1 M e 0,01 M) uma vez que, para a produgdo das solu-
¢Oes das outras biomoléculas era necessario o uso do PBS de forma a garantir um pH estavel
aumentando assim a eficiéncia dos mesmos. Concluiu-se que para filmes finos de (PAH/PSS)
houve uma dessor¢do e que o mesmo é tanto maior quanto maior for a concentracdo de PBS
quando expostos durante Th ao PBS. Para os filmes de (PEI/PSS) houve uma menor dessorcao
que os restantes filmes finos e esta dessorcao mantém-se constante independentemente da
concentragao de PBS.

Recorreu-se também ao uso da Espectroscopia de Impedancia para estudar a formagao

dos filmes finos dos polieletrélitos sobre os dispositivos sensores com elétrodos interdigitados
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e concluiu-se que para os filmes de (PAH/PSS) e (QT/PSS) apos a adsorcao dos filmes finos
houve um aumento da impedancia ao longo de todo o espectro, provando que estes compos-
tos possuem baixa condutividade (muito resistivos) e que para os filmes finos de (PEI/PSS)
houve uma diminuicdo da impedancia.

Todos os sensores demonstraram-se capazes de detetar a concentragdao de antigene
de5 x 10~* e que o tempo médio de saturacdo era de cerca de 20 minutos. Todos os sensores
foram capazes de distinguir diferentes concentra¢des de antigene, apesar dessa distin¢do ser
mais percetivel para determinadas frequéncias (baixas).

Todo o conjunto de dados obtidos pelos diferentes sensores foi analisado estatistica-
mente através do método analise em componentes principais (PCA) e o mesmo revelou-se
capaz de separar tanto os sensores como as respetivas concentra¢cdes com uma variabilidade
nos dados de 99%. Os sensores que usam camada de polieletrolitos possuem maior sensibili-
dade.

Analisando a matriz de sensores (lingua eletrdnica), esta demonstrou resultados muito
interessantes apresentando uma evolucéo positiva a medida que a concentracdo de antigene
aumentava. A LE formada pelos 4 sensores apresentou uma sensibilidade de 1617 + 247 e a
LE formada pelos 3 melhores sensores uma sensibilidade de 1463 + 190, o que demostra que
para fins laboratoriais ou médicos seria mais aconselhavel o uso da LE formada pelos 3 melho-
res sensores visto que, apresenta uma menor incerteza. Fez-se também a comparacdo deste
resultado com o melhor dos sensores e chegou-se a conclusdao de que o uso da LE de fato
produz resultados mais robustos e crediveis. Finalmente, os resultados obtidos permitem con-

cluir que este protétipo pode avancar para a fase de calibragdo com amostras reais.

6.2 Limitagdes e perspetivas futuras

Dada a dificuldade no controlo da temperatura e sabendo que os anticorpos e antigenes de-
vem estar sempre armazenados a baixas temperaturas, a criagdo de um sistema de controlo
de temperatura demonstra-se ser crucial para a obtencdao de melhores resultados. Também
seria interessante fazer novos estudos da reprodutibilidade dos sensores.

Em termos de técnicas de deposi¢do dos filmes finos podia-se usar outras técnicas como MIPs
(molecularly imprinted polymers), pois esta técnica permite um controlo uma grande seletivi-
dade para as moléculas adsorvidas e os filmes sdo também de espessura controlada e repro-

dutiveis. Os filmes deveriam também ser caracterizados por microscopia de forga atémica.

60



Desenvolvimento de nanosensores baseados em anticorpos da proteina STCT para diagndstico do cancro da pros-

tata

Em relacdo a proteina STC1 a recolha de dados de concentracao no tecido (criacao de
uma base de dados) e o respetivo relacionamento com os diversos estagios de evolugdo do
cancro da prostata seria importante para perceber que intervalo de concentragdo de antigene
usar nos sensores desenvolvidos e como os resultados obtidos a partir da PCA se relacionam

diretamente com o cancro da préstata.
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ANEXOS
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8.2 Sensor 3
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8.3 Sensor 4
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