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Resumo

O cancro da prostata (PCa) define-se por ser o tipo de cancro mais
frequentemente diagnosticado em todo o mundo, entre pessoas do sexo masculino. De
acordo com a International Agency for Research on Cancer (IARC), em Portugal ataxa
de incidéncia desta doenca oncoldgica ronda em torno dos 20%, podendo aumentar esta
percentagem para 22.4% em homens de idade mais avancada. A Six-Transmembrane
Epithelial Antigen of the Prostate 1 (STEAP1) é uma proteina integral com seis dominios
transmembranares, que desempenha funcGes cruciais na comunicacao celular, em
processos de adesao celular, atuando como proteina transportadora e canal i6nico, e na
estimulacdo do crescimento das células, o que podera contribuir para a progressao e
agressividade de um tumor. Intimeros estudos demonstraram que a expressao da
STEAP1 ¢é maioritariamente restringida a prostata, encontrando-se em niveis de
expressao mais elevados em tecidos neoplasicos da prostata, comparativamente atecidos
saudaveis. Assim, a STEAP1 pode ser considerada um biomarcador altamente especifico

para o PCa.

Posto isto, o principal objetivo deste trabalho foca-se no desenvolvimento de um
biossensor eletroquimico com base em polimeros de impressao molecular (do inglés,
molecularly-imprinted polymer, MIP) para a detecao e monitorizacdo do PCa, através
da detecdo da STEAP1. Para a detecdo especifica e seletiva da proteina foi utilizado um
material MIP obtido através da eletropolimerizacdo da mistura da STEAP1 com um
polimero (acido pirrol-2-carboxilico). Apds a eletropolimerizacio da mistura na
superficie do elétrodo de trabalho, a proteina foi removida da matriz polimérica através
de um tratamento enzimatico por meio da tripsina, dando origem as cavidades molde

especificas para a detecdo posterior da STEAP1.

De forma a controlar as modificacoes realizadas a superficie do biossensor, foi
utilizada a analise por espectroscopia de Raman e técnicas analiticas, nomeadamente
impedancia eletroquimica (do inglés, electrochemical impedance spectroscopy EIS) e
voltametria ciclica (do inglés, cyclic voltammetry CV). Adicionalmente, recorreu-se a
microscopia eletronica de superficie (do inglés, surface electron microscopy SEM) para

a analise morfol6gica da superficie do biossensor ao longo das diferentes modificacoes.

A anélise do desempenho analitico do biossensor foi realizada recorrendo as
técnicas de EIS e de voltametria de onda quadrada (do inglés, square wave voltammetry

SWYV) através da avaliacdo da resposta obtida com soluc6es padrao entre 0.00013 ug/mL



e 13 ug/mL de STEAP1 preparadas em PBS e num meio mais complexo, o pellet de

extratos celulares LNCaP.

De forma geral, o biossensor apresentou um bom desempenho analitico,
demonstrando boa sensibilidade e linearidade de resposta, em ambos os meios. A
avaliacao da seletividade do biossensor foi realizada recorrendo a trés possiveis espécies
interferentes, através da incubacdo destes em mistura com uma dada concentracao de

STEAP1, sendo posteriormente avaliada a variacao da resposta.

Face ao referido, o biossensor desenvolvido neste trabalho apresentou
caracteristicas essenciais como seletividade, sensibilidade e reprodutibilidade para a sua
aplicacdo em pesquisa médica e clinica na detegdo da STEAP1 para um diagnostico e

prognostico nao evasivo do cancro da prostata.
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Abstract

Prostate cancer (PCa) is defined as the most frequently diagnosed cancer
worldwide among males. In Portugal, the incidence rate of this disease is around 20%,
and this percentage may increase to 22.4% in older men. Six-Transmembrane Epithelial
Antigen of the Prostate 1 (STEAP1) is an integral protein with six transmembrane
domains, which plays crucial roles in cell communication, cell adhesion processes, acting
as a carrier protein and ion channel, and in stimulating cell growth, which may contribute
to tumor progression and aggressiveness. Numerous studies have shown that STEAP1
expression is mostly restricted to the prostate, being found at higher expression levels in
prostate neoplastic tissues compared to healthy tissues. Thus, STEAP1 can be considered

a highly specific biomarker for PCa.

Therefore, the main objective of this work is focused on the development of an
electrochemical biosensor based on molecularly imprinted polymer (MIP) for the
detection and monitoring of PCa, through the detection of STEAP1. For the specific and
selective detection of the protein was used a MIP material obtained by
electropolymerization of the mixture of STEAP1 with a polymer (pyrrol-2-carboxylic
acid). After electropolymerization the mixture on the working electrode surface, the
protein was removed from the polymeric network by enzymatic treatment with trypsin,

giving rise to the specific template cavities for further STEAP1 detection.

In order to control the modifications made to the biosensor surface, Raman
spectroscopy and analytical techniques, namely electrochemical impedance
spectroscopy (EIS) and cyclic voltammetry (CV) were used. In addition, surface electron
microscopy (SEM) was used for the morphological analysis of the biosensor surface

throughout the different modifications.

The analytical performance of the biosensor was analyzed using EIS and square
wave voltammetry (SWV) techniques by evaluating the response obtained with standard
solutions between 0.00013 pug/mL and 13 ug/mL of STEAP1 prepared in PBS and in a
more complex medium, the pellet of LNCaP cellular extracts. Overall, the biosensor
showed good analytical performance, demonstrating good sensitivity and linearity of
response, in both media. The evaluation of the biosensor selectivity was performed using
three possible interfering species, by incubating them in mixture with a given

concentration of STEAP1, and then evaluating the response variation.

xii



In view of the above, the biosensor developed in this work presented essential
features such as selectivity, sensitivity, and reproducibility for its application in medical

and clinical research in STEAP1 detection for non-evasive PCa diagnosis and prognosis.
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Capitulo 1- Fundamentacao tedrica

1.1 Cancro da préstata

O cancro da prostata (PCa) é considerado o tipo de cancro mais frequentemente
diagnosticadoem todo o mundo em pessoas do sexo masculino. De acordo com a International
Agency for Research on Cancer (IARC), o PCa apresenta uma incidéncia de 7.3% em todo o
mundo e de 20% em Portugal [1]. De entre varios fatores que podem aumentar o risco de
desenvolvimento desta doenca, os mais comuns sdo a idade avancada, a ancestralidade e o
histéricofamiliar. Num estagioinicial de PCa, o paciente, em regra geral, ndo apresenta sintomas.
No entanto, o maior desafio associado a esta doenca oncolbgica foca-se na gestao do diagnostico
e respetivo tratamento de modo a alcancar o controlo da patologia, o que pode ser limitante para

a sobrevivéncia e qualidade de vida do paciente [2], [3].

A prostata é considerada um 6rgao glandular, que pertence ao sistema genital masculino.
Em termos anatémicos, esta esté inserida abaixo na bexiga, a frente do anus, envolvendo o inicio
da uretra (Figura 1.1). A sua principal funcfo incide na secre¢ao de um fluido alcalino que auxilia
a mobilidade e contetido nutricional do esperma, sendo um fator importante na ejaculacdo. Em
termos de constituicdo, a prostata divide-se em quatro zonas, com arquitetura e
compartimentalizagdo distintas: zona periférica, central, de transicio e quatro zonas

fibromusculares, sendo que a maioria dos casos relatados de PCa tém origem na zona periférica

[4].
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Figura 1.1: Localizagdo da prostata. Imagem adaptada de [5].



O PCa apresenta elevada heterogeneidade, podendovariar desde tumores debaixo grau
e tamanho, para tumores de dimensoes elevadas, agressivos, colocando a vida do paciente em
causa [6]. Neste sentido, é essencial compreender a origem e a fungao fisioldgica das células que
constituem a prostata, de modo a identificar os mecanismos celulares associados a esta patologia.
Histologicamente, a prdstata é constituida por dois tecidos diferentes, que originam diferentes
compartimentos separados por uma membrana basal: o tecido estromal e epitelial, que contém
um vasto nimero de diferentes tipos de células. O epitélio (tecido epitelial) é constituido por duas
camadas de células, uma camada formada por células luminais e outra adicional que contém
células basais [7]. Especificamente, estas células produzem diferentes tipos de proteinas
associadas a diferentes patologias da proéstata, algumas das quais referidas na Tabela 1.
Relativamente ao compartimento de células estromais (tecido estromal), este é constituido por
uma vasta gama de diferentes tipos de células, destacando-se em maior percentagem as células

estromais e as células musculareslisas [8].

Existem varias hipoteses que explicam a origem celular do cancroda prostata. Uma das
abordagens é que as células luminais terminalmente diferenciadas, ao sofrerem uma
transformacao, originam células parcialmente diferenciadas, que adquirem imortalidade. Outra
possibilidade refere que a transformacfo oncogénica ocorre nas células estromais da prostata e
nao nas células luminais. Tal transformacao, devido a diferenciacao incompleta das células filhas,
leva ao aparecimento de células proliferativas com um fenétipo luminal que, consequentemente,

leva a geracdo do tumor [9].

De modo geral, o PCa é uma doenca oncolédgica que, na maioria dos casos, tem inicio
nas células glandulares secretoras do esperma e é denominado de adenocarcinoma (ou cancro
glandular) que resulta, tal como outros tipos de cancro, de células que, ao sofreram mutacoes,
perdem a capacidade de controlar a sua proliferacdo e que, consequentemente, originam um

tumor [4].

Existem diversas patologias associadas a prostata, que podem ou nao ser consideradas

precursoras do PCa, tal como pode ser observado na Tabela 1.1:



Tabela 1.1: Breve resumo das diferentes patologias que possam estar associadas a prostata
e o seu papel no aparecimento e desenvolvimento do PCa [4], [10], [11].

Patologia Descricao

Neoplasia intraepitelial | E considerado um carcinoma in situ, pode ser de elevado grau (precursor do

prostatica (PIN) PCa) ou de baixo grau (nao precursor). Normalmente incide na zona
periférica da prostata.
Adenocarcinoma da Patologia normalmente resultante de uma transi¢ao da neoplasia, na qual
prostata ocorreram alteracgoes histologicas a nivel das células epiteliais invasivas. A

maioria dos casos de PCa sao considerados adenocarcinomas.

Hiperplasia prostatica Patologia resultante do aumento do tamanho da glandula da prostata em
benigna (BPH) homens de idade mais avancada. A BPH nao é considerada uma precursora
do PCa.

1.1.1. Epidemiologia e Incidéncia

Atualmente e de acordo com os dados apresentados pela IARC em 2022, em ambos os
sexos e considerando todas as faixas etarias, o PCa apresenta uma taxa deincidénciade 7.3% em
todo o mundo, emrelacdoa outrostipos de cancro. Especificamente e considerando apenas o sexo
masculino, o PCa apresenta uma taxa de incidéncia de 14.1%. E também de salientar que, com a
limitacao da faixa etéria, a taxa de incidéncia vai aumentando cada vez mais, podendo alcancar a
percentagem de 17.6% em individuos do sexo masculino com idade compreendida entre os 65 €
0s +85, jAqueaidadeavancadarepresentaumdosfatoresderisco doPCa [12]. Dadosestatisticos
preveem que, de2020 a 2030, existird um aumento percentual de 28.3% de doentes com PCa sem

faixa etaria definida [13].

Especificamente para Portugal, a TARC apresenta dados estatisticos atualizados que
referem que o PCa apresenta umataxa deincidéncia (emrelacaoa outrostipos de cancro)de 20%
em individuos do sexo masculino, compreendendo todas as idades. Neste caso, a maior taxa
percentual (22.4%) enquadra-se em individuos com idade compreendida entre 0s 60 e +85 anos
[1]. A IARC apresenta dados estatisticos que apontam para um aumento percentual de 16.1% em

casos de PCa nos proximos anos (de 2020 até 2030) em individuos do sem faixa etaria definida

[14].



1.1.2. Fatores de risco

Diversos estudos tém sido realizados em torno dos possiveis fatores que possam
influenciar o aparecimento e desenvolvimento de doencas oncolégicas. No que diz respeito ao
PCa, os fatores de risco com maior predominéncia sdo a idade avancada, a etnia, os fatores

genéticos e o historico familiar [3].

Segundo Prashanth Rawla e colaboradores, o risco de incidéncia de PCa, em casos em
que nao existe histérico familiar, aumenta aos 50 anos em homens brancos e aos 40 anos em
homens de raca negra [15]. A etnia e os diferentes grupos raciais representam um fator de risco,
o que podera ser explicado tanto por fatores socioeconémicos como por fatores biologicos. Do
ponto de vista socioecondémico, alguns grupos raciais recebem menos cuidados de satide e, desta
forma, existe uma menor frequéncia de diagnoéstico (devido aos baixos cuidados de satide). Por
outro lado, fatores bioldgicos como a predisposicao genética, levam a uma maior probabilidade
de diagnostico de PCa [16].

Um exemplo de fator biologico é abordado por Prashanth Rawla e colaboradores, que
refere que homens Afro-Americanos possuem variantes mais comuns do cromossoma 8q24, que
estd associado a um risco acrescido de desenvolvimento de PCa. Além disso, também foi
comprovado que homens Afro-Americanos contraem uma forma mais agressiva da doenca, o que

podera estar associado a diferencas genéticas e biologicas [15].

No que diz respeito ao histérico familiar, este representa um fator de risco bem definido
de PCa, segundo Gayathri e colaboradores, homens com histoérico familiar, especialmente em
casos de primeiro grau de parentesco, apresentam um risco acrescido de contrair PCa [17]. Posto
isto, é necessario que exista um maior controlo e vigilancia no caso de individuos com casos de
PCa na familia, de modo que haja um diagnostico antecipado, para que o tratamento a efetuar

apresente uma eficacia elevada [18].

Outros fatores como a dieta (nomeadamente o consumo de gordura animal, carnes
vermelhas, vegetais, entre outros), o consumo de suplementos de vitaminas e minerais, a
obesidadee a atividadefisica constituem outrosfatoresderiscoque podem de alguma forma estar

relacionados com o PCa [15].

1.1.3. Diagnostico

O diagnostico do PCa num estagio inicial é fundamental para a sobrevivéncia e qualidade
de vida do paciente, o que nem sempre acontece, uma vez que muitas vezes a doenga s6 é

diagnosticada numa fase mais avancada.



Este facto tem sido mais recorrente desde o inicio da pandemia relativa ao Coronavirus (que teve
iniciono anode 2020), na qual o focomédico foi deslocadono sentidode tratamento de pacientes
infetadoscom o virus, adiando o diagnostico prévio de varios tipos de cancro, incluindoo PCa [5],
[17].

Em relacdo aos métodos de diagnéstico de PCa, os mais comuns sao o exame retal digital
(DRE), o screening do antigénio especifico da prostata (PSA) na matriz biologica e a biopsia
guiada por um ultrassom transretal (TRUS) [19], [20]. No entanto, segundo Jean-Luc Descotes e
a equipa de investigacdo, a maioria dos pacientes diagnosticados sao assintomaéticos,
apresentando um DRE normal e uma elevada concentracao de PSA no sangue. E de salientar que,
quando existe um elevado nivel de PSA no sangue, é muito provavel que este esteja associado a
um maior risco de PCa. No entanto, é relevante referir que a PSA é uma proteina especifica para
os 6rgaos (prostata) e ndo do PCa e, desta forma, os niveis elevados desta proteina poderao estar
associados a patologias benignas (como a BPH) e nao especificamente relacionados com o PCa
[6]. Assim, torna-se fundamental realizar uma biépsia (TRUS) para analisar o nivel de PSA no
contexto do estado clinico do paciente, relacionando também outros fatores de risco como o

histérico familiar, a idade, entre outros jaA mencionamos anteriormente.

Por outro lado, devido a heterogeneidade do PCa, é fundamental avaliar o tamanho,
localizacao e agressividade do tumor para que se consiga um melhor prognoéstico e,
consequentemente, umtratamentomaiseficaz. Desta forma, o TRUS é realmente o método eleito
para confirmar o diagnéstico do PCa [6]. No entanto, durante o procedimento clinico via TRUS,
a agulha é posicionada de forma aleatéria para colher a amostra de tecido, havendo alguma
probabilidade de ocorrerem falsos negativos. Além disso, foram também relatados casos nos quais
tumores de baixo grau foram confundidos com tumores agressivos, o que resultou num

tratamento desnecessario e excessivo ao paciente, levando a efeitos colaterais indesejaveis [21].

Em termos de diagndstico, é importante introduzir o conceito de escala de Gleason.
Segundo o Prostate Conditions Education Council (PCEC) este conceito define-se por ser uma
escala numérica fundamental para a classificacio histologica da agressividade do cancro,
podendo variar de 1 a 5, sendo atribuida a pontuagdo mais baixa em casos em que a bidpsia mais
se assemelha ao tecido saudavel e, por contraste, a pontuagdo mais alta quando a biopsia se
assemelha mais a tecido nao saudavel. No caso do PCa, uma vez que este é constituido por uma
elevada heterogeneidade de células com diferentes graus de divisdo celular, sdo atribuidos dois
graus da escala de Gleason, o primeiro representa o grau das células que cobrem a maior area do
tumor e o segundo das células que cobrem a restante area, sendo que a pontuacao final resulta da

soma das duas[21], [22].

Atualmente, o Novo Sistema de Classificacao de PCa surgiu como uma extensao a escala
de Gleason para que fosse possivel determinar o estagio da patologia de forma mais simples e
precisa. O novo sistema de classificagao divide o PCa em cinco categorias, baseando-se em

caracteristicas patologicasena escala de Gleason[23], tal como podeser observadona Tabela 1.2.



Tabela 1.2: Novo Sistema de Classificacdo de acordo com a escala de Gleason [23], [24]

Exemplo

Novo Sistemade

Escalade Descricao
Classificacao

Gleason

Estdao apenas
presentes glandulas Escala 1

bem desenvolvidas.

A presenca de
glandulas bem

desenvolvidas é

3+t4=7
Escala 2

maioritaria, mas
estdo presentes
algumas glandulas
com ma formacao.

As glandulas com

4+3=7 ma4 formacdo
predominam Escala 3

relativamente as
glandulas bem

desenvolvidas.

Apenas glandulas Escala 4

com ma formacao.

Sem formacao de
glandulas e
com/sem glandulas

0-10 Escala 5

com ma formacao.




De forma a definira escala de Gleason para um tumor, sendo esta baseada numaavaliacdo
histologica, é fundamental proceder a técnicas como a imunohistoquimica e a imunocitoquimica.
A imunohistoquimica é uma técnica que, tal como o nome indica, utiliza anticorpos que
reconhecem e se ligam especificamente a certos constituintes do tecido alvo funcionando como
antigénios, o que permite a identificagao de certas substancias tanto no proprio tecido como nas
células constituintes. Por outro lado, a imunocitoquimica é uma metodologia que recorre a
utilizacdo de imuno-ensaios de especificidade elevada paralocalizar o epitopo de um antigénio de
interesse em esfregacos citologicos. A principal diferenca entre as duas técnicas é que a
imunohistoquimica utiliza amostras de tecidos, a0 passo quea imunocitoquimica realiza a analise
in situ, ou seja, diretamente num conjunto de células, oqueé denominado de esfregaco citologico.
No entanto, apesar de semelhantes, a imunocitoquimica tem a desvantagem de néo se conseguir
obter o nivel de sucesso que se obtém com a imunohistoquimica, tendo esta igualmente
desvantagens associadas, como é o caso do elevado tempo do processo, a sua complexidade e o

elevado custo, principalmente associado ao uso de anticorpos [24].

1.1.4. Biomarcadores associados ao cancro da proéstata

A identificacdo e desenvolvimento de biomarcadores especificos é essencial para que seja
possivel diagnosticara doenga oncolégica antes que haja a sua progressao para um estado mais
avancado, que podera reduzir tanto a eficacia do tratamento como a qualidade de vida do
paciente. Até ao momento ja foram descritos diversos biomarcadores associados ao PCa,
destacando-se o seu papel na avaliacao doriscode desenvolvimento da patologia, obtencdo de um

diagnostico fidedigno e subsequente prognostico [25].

Na Tabela 1.3, estdo descritos alguns dos biomarcadores que tém sido alvos de estudo,

bem como a sua correlacdo com o PCa.



Tabela 1.3: Biomarcadores associados ao PCa [27]-[34].

Biomarcador

Definicao

Correlacao

Fosfatase acido prostatica
(PAP)

Antigénio de membrana
especifico da prostata
(PSMA)

Antigénio de células
estaminais da prostata
(PSCA)

Gene do cancro da prostata

3 (PCA3)

SCHLAP1

DLX1

Seis antigénios epiteliais
transmembranares da
prostata (STEAP)

Antigénio especifico da
prostata (PSA)

Glicoproteina secretada pelo
epitélio da préstata que esta
envolvido na liquidificacdo do

esperma.

Metaloprotease de zinco de
ligacdo a membrana, expressa
pelas células epiteliais da

prostata.

Proteina de superficie
envolvida na sobrevivéncia das

células estaminais.

RNA nio codificante
exclusivamente sobrexpresso

em neoplasias prostata.

RNA longo néo codificante,
expresso em alguns casos de
PCa.

Membro da familia genética
DLX homeobox, que pode atuar
como oncogene de varios tipos

de cancro.

Familia de proteinas com
funcdo de metaloredutases e de
canais de iGes em jungoes
célula-célula, facilitando a
comunicacao celular.
Protease de serina segregada
por células epiteliais da

prostata.

Progressao;
Extensio das metastases;
Prognostico na diferenciacdo entre

PCa intermédio e PCa de alto risco.

Progressao;
Extensio das metéstases;
Tempo de recaida;
Detec¢do em estagio inicial.
Diagnostico;
Prognostico;

Biomarcador terapéutico.

Diagnoéstico;

Monitorizagao.

Recorréncia;
Progressao e extensio das
metastases;
Discriminac¢do entre formas

agressivas e formas indolentes.

Diagnostico em estado precoce;

Target terapéutico.

Rastreio;
Monitorizacao;

Prognostico.

Detecao precoce;

Progressao.



Em 1986, a PSA foi o primeiro biomarcadordo PCa a ser aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA), o que teve um enorme impacto em termos do diagnostico do PCa em
estagios mais precoces, em relacao a outras técnicas de detecdo utilizadas que apenas permitiam
detetar a doenca oncologica em estagios de metastases mais avancadas [26]. No entanto, é
importantesalientar quea PSA, que ésecretada peloepitélioda prostata, éespecificadeum orgao,
nao do cancro, o que significa que outros tipos de patologias que possam ocorrer na prostata
também poderdo alterar os niveis de PSA, como é o caso da BPH, os niveis de androgénios
(aumentam os niveis séricos de PSA), a retencdo urinaria, entre outros fatores descritos [27].
Assim, podemosconstatar quea PSA nao apresenta muita especificidadenoquedizrespeitoa sua
utilizacdo como um biomarcador do PCa [28]. Desta forma, a procura de outros biomarcadores

associados ao PCa é fundamental.

Os seis antigénios epiteliais transmembranares da prostata (STEAP) sdo uma familia de
proteinas que sdo diferencialmente expressas em células do PCa. A familia STEAP é constituida
por 4 tipos de proteinas diferentes (STEAP1-4), que estdo envolvidas em varios processos

biol6gicos, como é o caso do controlo da proliferacao celular, stresse oxidativo, entre outros [29].



Tabela 1.4: Proteinas pertencentes a familia das STEAPs [38]-[42].

Proteina Contribuicao para o PCa Expressao Estrutura
Expressa no tecido prostatico e em outros _—
6rgios a baixos niveis. A sua Aumentada. : Fb ¥
superexpressao nas células cancerigenas Elevados niveis de
STEAP1 inibe a apoptose, aumenta a proliferagao STEAP1 estao
celular e a invasdo de células, induzindo relacionados com
também a transacao de células epiteliais um mau
para mesenquimais, o que contribui paraa  prognostico de PCa. i
~ o s Small Molecules A
progressao e agressividade do tumor. Ndtierls ~ ©
Expressa principalmente no tecido
prostatico, podendo ser igualmente Aumentada.
encontrada em outros 6rgaos (ovério, Presente em niveis
cérebro e pincreas). Em condigdes de baixa superiores no
STEAP2 regulacao suprime a proliferacao celular, a carcinoma do que
invasao das células e o potencial de em caso de
metéstase. Contrariamente, a sua hiperplasia,
superexpressdo incrementa a capacidade podendo ser
de migragdo e invas@o das células do PCa,  correlacionada com 1 A
podendo entdo ser uma proteina associada  a escala de Gleason. ?
ao estado avancado do cancro.
Expressa em niveis baixos em diferentes
tipos de tecidos, estando em niveis de Aumentada.
expressao mais elevados na medula6ssea,  Elevados niveis de
STEAP3 no figado e nos ganglios da raiz dorsal. STEAP3 estao
Contém um elemento p53 que é ativado em inversamente
resposta ao stress, o que sugere o seu papel  relacionados com a
na supressao dos tumores. Por outrolado,  sobrevivéncia global
a sua elevada expressao esté relacionada do paciente.
com a progressao do PCa em estagios mais
avancados da doenga, o que contribui para
a metastase.
Cu* o Cu
Altamente expressa no tecido adiposo, na Aumentada. , For™ o
medula 6ssea, no corag¢io, na placenta,no O silenciamento na
STEAP4 pulmao e na prostata. A sua elevada sua producdo leva a

expressao aumenta o stress oxidativo, o
que incrementa a proliferacao e a

progressao do PCa.
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A STEAP1foi a primeira proteina da familia STEAP a ser descoberta. Relativamente a sua
localizacg@o e estrutura, a biomolécula contém 6 dominios transmembranares ligados por dois
loops intramembranares e trés loops transmembranares, encontrando-se presente na membrana
plasmatica das células epiteliais, mais especificamente nas jun¢oes célula-célula, o que permite a
comunicacao celular [30]. A sua principal func¢io foca-se na comunicacgio celular e na adesao das
células, atuando como proteina transportadora eigualmente como canal deides. Adicionalmente,
a STEAP1 esta igualmente envolvida no crescimento das células, através do aumento da
concentracao celularde espécies reativas de oxigénio [31]. A STEAP1 é principalmente expressa
no epitélio da prostata, estando presente em niveis significativamente mais baixos em outros
orgaos (rim, figado, pancreas e muisculo esquelético). Altos niveis de expressio desta biomolécula
estdo relacionados com diferentes tipos de cancro, incluindo o PCa, o carcinoma pancreéatico,

cancro da cabeca e do pescoco, entre outros [32].

No PCa, os niveis de expressao da STEAP1 sdo altamente elevados quando comparados
aos niveis de expressao em tecidos saudaveis. Além disso, os niveis desta biomolécula também
podem ser correlacionados com a progressao do tumor, o que sugere que esta podera fornecer
informacgdes ndo s ao nivel da presenga do tumor, mas também do nivel da sua agressividade.
Adicionalmente, a STEAP1 encontra-se sobrexpressa antes do desenvolvimento do PCa, em
doencas precursoras como as lesoes interepiteliais da prostata, o que permite associar os seus
niveis fisiol6gicos a um diagnoéstico precoce de PCa. Ja no caso de BPH (doenga nao precursora
do PCa), a STEAP1 é expressa em niveis baixos, o que reduz a possibilidade de resultados falsos
positivos e inducdo de tratamento excessivo e desnecessario ao paciente [28]. Finalmente,
segundo Sandra M.Rocha e colaboradores, os niveis de expressdo da STEAP1 podem também ser
relacionados com a sobrevivéncia global do paciente, ou seja, niveis elevados da biomolécula

poderao ser associados a uma menor probabilidade de sobrevivéncia do paciente [33], [34].

No entanto, apesar da STEAP1 apresentar caracteristicas fundamentais como
biomarcadordoPCa, ainda ndo existem evidéncias concretas acercada sua excregio pelascélulas,
pelo que ainda nao foram definidos os seus limites fisiol6gicos. Apesar desta questao, existem

algumas evidéncias acerca da sua presenca tanto no plasma como no soro humano [34], [35].

Desta forma, pode-se constatar que a STEAP1 como biomarcador do PCa apresenta
inimeras vantagens, como a sua alta especificidade, possibilidade de diagnostico precoce,

progressao da neoplasia e possivel associacdo com a probabilidade de sobrevivéncia do paciente.
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1.1.5. Quantificacio de Biomarcadores

Atualmente, € essencial submeter potenciais biomarcadores a um método de anélise, de
modo que se obtenham informacoes essenciais acerca da sua funcio biologica, estrutura quimica
e até dos niveis em que se encontram expressas num organismo. No caso de doencas oncologicas,
como é o casodo PCa, a maioria dos casos de mortalidade deve-se ao diagnostico da doenga numa
fase tardia. Assim, a dete¢do de biomarcadores e dos seus niveis de expressao é essencial para a
identificacao precoce de diversas patologias, assegurando assim um tratamento eficaz e

melhorando a qualidade de vida dos pacientes [36], [37].

Na literatura, encontram-se descritos diferentes métodos utilizados para a quantificacao
e identificacdo de biomarcadores associados ao PCa, como € o caso de métodos 6ticos, métodos
separativos e métodos bioquimicos [38]-[40]. No entanto, cada técnica apresenta limitagcoes que
as destacam das restantes, como é o caso do elevado custo e tempo associado, a necessidade de

constantes otimizagdes e também a baixa eficiéncia e reprodutibilidade.

Os métodos 6ticos baseiam-se tanto em medidas de absorvancia como de fluorescéncia,
mais especificamente em fendémenos de emissdo, difracdo, absor¢io refracao, dispersdo e
polarizacao que ocorrem no espectro eletromagnético. Um dos métodos 6ticos mais utilizados é a
espectroscopia, cujo principio de funcionamento se foca na analise de radiacao eletromagnética
que pode ser absorvida ou emitida pelas substancias, pelo que além de ser um método qualitativo
também pode ser considerado quantitativo, uma vez que a luz que € absorvida pela amostra pode
ser relacionada com a concentracao de analito em solucao. No entanto, aos métodos 6ticos estio
associados a algumas desvantagens tais como a baixa sensibilidade, a complexidade no manuseio

e o elevado custo associado a cada técnica [38].

Relativamente aos métodos separativos, nomeadamente os processos cromatograficos,
estes constituem uma técnica de separacao que sebaseia na distribuicdo doscomponentes de uma
certa mistura (que contém o produto de interesse) entre duas fases, uma fase mével e uma fase
estacionaria. No caso especifico das proteinas, a cromatografia é principalmente aplicada como
uma técnica de purificacao, podendo também ser utilizada com o objetivo de quantificar a
proteina de interesse. Dos intimeros processos cromatograficos descritos na literatura, o mais
usualmente aplicado a proteinas é a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). No
entanto, podem ser associadas imensas limita¢Ges a este método, nomeadamente o elevado custo
e tempo associado, a constante necessidade de otimizacoes e dificuldade no manuseio, a
necessidade de um pré-tratamentoda amostra eo factodenaopermitira portabilidadeea anélise

in loco [39].

Até ao momento, os imunoensaios, mais especificamente o ensaio de imunoabsorcao
enzimatica (ELISA), tem sido o método de eleicao para a anélise de biomarcadores associados a

uma variedade de doencas, como é o caso do PCa.
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O seu principio de funcionamento foca-se na utilizagdo de anticorpos especificos para um dado
antigénio (o biomarcador), de forma que haja umaidentificagao e quantificagdo tendo por base a
ligacdo altamente especifica anticorpo/biomarcador. No entanto, tais ensaios requerem um
elevado custo, devido a utilizacido de enzimas e anticorpos naturais, um elevado tempo de
manipulagio associado, por ser uma técnica que exige varios procedimentos, um elevado cuidado
nas condi¢Oes de armazenamento, devido a utilizacao de elementos de reconhecimento naturais
que poderao tornar-se instaveis caso os kits de teste ndo sejam armazenados em condicGes
especificas de temperatura, o que leva a impossibilidade de anélise in loco. Os fatores referidos

tém vindo a limitar e a colocar em causa a utilizagdo de imunoensaios como técnicas de detecao

[37], [41].

Na literatura estao relatados trabalhos de imunoensaios com a STEAP1, como exemplo o
trabalho desenvolvido por Mallory R. Gordon e colaboradores, que recorre ao método ELISA para
detetar o anticorpo anti-STEAP1 com o objetivo de estudar o efeito de um farmaco conjugado de

anticorpo como uma terapia emergente no tratamento do PCa [42].

Como alternativa, os biossensores surgem como uma tecnologia emergente com a
capacidade de detetar e mensurar de forma rapida e precisa um biomarcador, fornecendo a
capacidade de monitorizacio tanto da angiogénese como da metastase do tumor, de forma a que
além da detecdo da doenca, possa ser determinada a eficacia de um agente terapéutico ao longo
do tratamento da oncologia [43]. Ao longo deste trabalho sera abordada uma revisao acerca da

vasta area dos biossensores, sendo esse o foco do trabalho.
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1.2. Biossensores

Os biossensores constituem uma ferramenta inovadora que surgiu como uma alternativa
aos métodos convencionais de anélise anteriormente referidos, de forma a colmatar as limitactes

associadas a estes [44].

De forma geral, um biossensor é um aparelho constituido por 3 componentes principais:
(i) biorrecetor (ou elemento de biorreconhecimento); (ii) transdutor e (iii) sistema de
componentes eletrénicos. A combinacao destes componentes resulta na possibilidade de detetar
e/ou quantificar analitos de elevada importancia biolégica, tais como biomarcadores associados
a diversas doencas, como o PCa. A interacao entre o biorrecetor e o analito de interesse resulta
numa alteracdo das propriedades fisico-quimicas, sendo estas posteriormente detetadas pelo
transdutor, que tem como principal fun¢ido transformar um sinal biolégico (interacdo

biorrecetor/analito) num sinal que possa ser mensuravel (resposta eletronica) [44], [45].

Processamento da resposta biolégica

>

#:HHH—

Ligagio do Analito

Resposta eletrénica

Figura 1.2: Esquema relativo a constitui¢ao geral de um biossensor. Imagem adaptada de [46].

Atualmente, os biossensores sao utilizados numa vasta gama de aplicacGes e podem ser
aplicados em intimeras areas, tais como a indtstria alimentar, a 4rea ambiental, o setor maritimo
e a area da satde, mais especificamente na detecao e na monitorizacio de doencas (através da

analise dos biomarcadores associados) bem como no estudo de novos farmacos [47].

Até ao momento nao foram relatados estudos na area dos biossensores envolvendo a
STEAP1, o que seria de prever uma vez que ainda existe pouca informacao relativamente aos
niveis fisiologicos e ao comportamento desta biomolécula no tumor. No entanto, em relacio a
PSA estao relatados na literatura varios biossensores, como é o caso de biossensores

piezoelétricos, biossensores eletroquimicos, biossensores 6ticos, entre outros [48]—[50].
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Ao longo deste topico sera realizadauma revisao acerca dos principais componentes de
um biossensor, como € o caso dos diferentes elementos de biorreconhecimento que podem ser
utilizadoseda variedade de transdutores que podem ser implementados, originand o a tao diversa

gama de biossensores atualmente estudados e aplicados nas mais diversas areas.
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Figura 1.3: Componentes que caracterizam um biossensor. Figura adaptada de “Biosensors Classification
and Applications”, por BioRender.com (2022).

1.2.1. Elementos de Biorreconhecimento

O elemento de biorreconhecimento é um dos principais componentes de um biossensor,
influenciando parametros como a sensibilidade, seletividade, reprodutibilidade e reutiliza¢do do
dispositivo. De forma geral, a fungao deste elemento consiste em fornecer afinidade e seletividade
de forma a que o analito de interesse se ligue ou interaja especificamente com o biossensor [50].
E também relevante realcar que a escolha do elemento de biorreconhecimento esta altamente

dependente do tipo de analito que se pretende detetar e/ou quantificar.
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I. Enzimas

Os biossensores que utilizam enzimas como elemento de biorreconhecimento podem ser
denominados de biossensores enzimaticos. Estas biomoléculas contém uma estrutura 3D com
cavidades deligacao as quais o analito seliga com elevada especificidade. No entanto, a utilizacao
de enzimas como biorrecetores tem algumas limitacdes, como é o caso da sua baixa estabilidade,
quer atravésda utilizacio de solventes organicos, comona sua exposi¢ao a temperaturasaltas,em
fatores que podemlevar a sua desnaturacao por perda da sua estrutura biologicamente ativa, com

consequente perda de atividade [50], [51].

Figura 1.4: Esquema ilustrativo de um biossensor enzimaético.

II. Acidos nucleicos

Os biossensores que utilizam acidos nucleicos como elementos de biorreconhecimento
sio denominados de genossensores. O seu principio de funcionamento baseia-se na
complementaridade das cadeias, ou seja, assim que definida a sequéncia do analito, é produzida
artificialmente uma cadeia complementar que sera posteriormente imobilizada na superficie do
elétrodo como biorrecetor. No entanto, apesar da elevada especificidade da complementaridade
das cadeias, a sua aplicacgao é limitada apenas quando o objetivo é detetar/quantificarum acido

nucleico [52].
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Acido nucleico

Figura 1.5: Esquemailustrativo de um genossensor.

III. Anticorpos

Os biossensores que utilizam anticorpos como elementos de biorreconhecimento sao
denominados de imunosensores. O principio de funcionamento baseia-se na imobiliza¢ao de um
anticorpo na superficie do elétrodo e, ap6s o contacto do imunosensor com a amostra biolégica,
o analito de interesse, que funciona como antigénio, liga-se especificamente e seletivamente ao
anticorpo imobilizado, dando-se a formacao de um imunocomplexo altamente estavel. Contudo,
a utilizacao de anticorpos esta associada a um elevado custo do processo, nao s6 no caso de
anticorpos comerciais, mas também no caso da sua producio recombinante ou sintética, uma vez
que além de exigir estudos em animais, sdo necessarias etapas downstream de isolamento e

purificacgdo [50], [52].

) /Anallto/Antigemo
&8 »

Figura 1.6: Esquema ilustrativo de um imunosensor.
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IV. Aptameros

Os aptameros sdo oligonucledtidos de cadeia simples que podem ser imobilizados na
superficie de um biossensor com o objetivo de ligar especificamente varias moléculas, como é o
casode ides metalicos, proteinas, pequenas moléculaseaté outrotipode analitos mais complexos,
como é o caso de células inteiras. A principal vantagem na sua utilizacado foca-se na sua
versatilidade, sendo que estes além de apresentarem maior estabilidade do que os acidos
nucleicos e do que os anticorpos, possuem uma estrutura que pode divergir entre trés diferentes
estados: aptamero livre, aptamero ligado ao alvo e aptamero ligado a DNA complementar. No
entanto, os aptadmeros apresentam uma elevada sensibilidade ao pH, sendo que em condigdes
muito acidas pode dar-se a sua depuracao. Além disso, o elevado custo associado a producao de
uma sequéncia de aptamero altamente especifica para o alvo ainda é um fator a ser ponderado no

design destes biossensores [50], [53].

Aptamero

-

+
Proteina

Figura 1.7: Esquema ilustrativo de um biossensor que utiliza aptimeros como elementos de
biorreconhecimento.

V. Células

Nos tltimos anos, uma ampla variedade de diferentes tipos de células tém sido
imobilizadas na superficie dos biossensores. A principal vantagem na sua utiliza¢do foca-se na
producdo de um biossensor de forma mais simples e econémica do que no caso da utilizacao de
biomoléculas como enzimas e anticorpos. Além disso, a utilizacao de células vivas torna possivel
a producao de uma resposta quantitativa a certos estimulos, devido a terem a capacidade de
expressar uma ampla variedade de recetores especificos, 0 que permite também a detecdo e

quantificagdo de mais do que um analito através de um tnico biossensor.
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No entanto, a vida 1til de armazenamento, a sua regeneracao, a baixa seletividade e a alta
probabilidade de ligacGes nao especificas sdo fatores ainda a ter em consideragdo antes da

producao deste tipo de biossensores em larga escala [54], [55].

VI. Polimeros de Impressao Molecular (MIPs)

Os elementosde biorreconhecimento que provém de fontes naturais, apesar de possuirem
uma elevada afinidade e seletividade para o analito, em muitos casos tém a sua aplicagao limitada
devido a sua durabilidade, estabilidade em certas condi¢ées (como a temperatura e pH),
apresentandoalongoprazouma baixa estabilidadee, consequente perda de atividade, sem referir
os altos custos que provém da sua produgao, especialmente no caso dos anticorpos [56]. Devido
a estas restricoes, nos tltimos anos a tecnologia de impressao molecular tem-se tornado cada vez
mais um método alternativo a utilizacao de biomoléculas de origem natural, valorizando-se por
ser uma alternativa mais barata, simples e de alta especificidade e seletividade para o analito de

interesse [51].

Os polimeros de impressio molecular (MIPs), também denominados de anticorpos
plasticos, sao produzidos sinteticamente através da jun¢do de uma molécula molde (analito), com
mondmeros que, apoés um processo de polimerizacao, formam uma rede polimérica altamente
estavel que envolve o molde através de ligacGes nao covalentes. Em seguida, a molécula molde é
removida da matriz através de métodos quimicos ou enzimaticos, levando a formacao de
cavidades de ligacao especificas em tamanho, forma e funcionalidade para o analito em solugao.

A Figura 1.8 representa de forma sucinta e esquematica o processo geral de produciao de MIPs
[56], [57].
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Figura 1.8: Esquema ilustrativo de um biossensor que utiliza polimeros de impressdo molecular como
elemento de biorreconhecimento. Em (A) tanto a molécula molde como os monémeros encontram-se livres
em solugao e, ap6s um processo de polimerizacao ocorre a formagao de uma matriz polimérica que envolve
amolécula através de interagdesnao covalentes (B). Seguidamente, é realizada a remogao da molécula molde
ficando apenas a sua cavidade especifica na matriz polimérica (C). Por fim, aquando do contacto do
biossensor com uma solugéo que contém o analito, ocorre uma ligac¢do altamente especifica e seletiva deste
as cavidades da molécula molde, ao qual é denominado de processo de religac¢io (D).

Na area dos biossensores, tem ocorridouma crescenteinvestigacaona utilizaciode MIPs,
nao sb por tornarem a constru¢ao do biossensor mais econdémica, mas também devido a outros
fatores como a simplicidade do processo, o seu facil ajuste aos diferentes tipos de biossensores, a
altareprodutibilidade, tornando possivel a sua produgdoalarga escala, a elevada estabilidade que
apresentam a longo prazo e, como j4 foi referido, a seletividade e especificidade que apresentam
paraamoléculaalvo [56]. Destaforma, taiselementos de biorreconhecimentotaoinovadorestém
sido aplicados nas mais diversas areas, incluindo a area da satide (detecao e quantificacao de
biomarcadores associados a diversas patologias), area alimentar (dete¢do de fatores de risco
associados a seguranca alimentar) e area ambiental (detecdo de potenciais contaminantes

ambientais) [57]-[59].

a) Sintese de MIPs

De forma geral, para a sintese de um MIP sao necessarios alguns componentes como a
molécula molde (template), o monémero funcional, um agente de ligacao cruzada ou “cross-
linker”, o iniciador e o solvente porogénico. De salientar que nem sempre sao necessarios todos
estes componentes, pelo que a sua utilizacdo estid altamente dependente do tipo de MIP a ser
produzido [60].
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Na Tabela 1.5 descrevem-se os componentes acima mencionados, bem como as suas

principais fun¢6es aquando da sintese de um MIP.

Tabela 1.5: Componentes que constituem um biossensor [61].

Componente

Descricao

Exemplos

Molécula Molde ou

template

Monémero

Funcional

Cross linker

Iniciador

Solvente

porogénico

Elemento fundamental na impressdo molecular, uma vez
que o template sera o proprio analito, sendo este
molecularmente impresso e seguidamente removido da
matriz polimérica, formando uma cavidade molde e
especifica.

A sua escolha depende do analito, devendo apresentar
grupos funcionais complementares com os grupos
funcionais do template, para que seja possivel a formacao

da matriz polimérica em torno deste.

A sua principal funcao é manter a rigidez da estrutura da
matriz polimérica apds a remoc¢ao do template, de modo
que a cavidade se mantenha intacta. Deve conter uma
reatividade semelhante ao monémero, de modo que a
polimerizacao ocorra de forma uniforme em toda a
matriz.

A sua fungio consiste em iniciar o fen6meno de
polimerizacao para a formacao da matriz polimérica. O
iniciador podera ser um composto quimico, um estimulo
elétrico ou um composto fluorescente.

O seu papel foca-se na solubiliza¢io de todos os
componentes necessarios na etapa de sintese, bem como

no auxilio na formacao de poros.

I6es
Moléculas Organicas
Biomacromoléculas

Células e Virus

Acido Acrilico
Acrilamida

Pirrol

Divinilbenzeno
Metacrilato de
Glicidila

Pero6xido de Benzoila
(BPO)
Persulfato de
Potassio (KPS)
Acetona
Acetonitrilo

1,4-Dioxano

Em relacao aos métodos de sintese de MIPs, mais especificamente no caso da impressao

molecular de proteinas, que é o foco deste trabalho, existem dois métodos que se destacam na

literatura: a Polimeriza¢iao em Bulk e a Polimerizacdo em Superficie.

1. Polimerizaciao em Bulk

A polimerizacio em bulk distingue-se por ser o método mais simples e rapido na sintese de

MIPs [62]. O método consiste em misturar o template com o mondémero funcional, para que estes

formem ligacoes especificas e complementares.
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De seguida, é adicionado o agente de ligacao cruzada e o iniciador pelo que, ap6s um processo de
polimerizacao, seguido de um processo de remocao do template, sera produzido um MIP com
estrutura heterogénea e rigida, sendo que em alguns casos sera necessario recorrer 8 moagem
deste antes da devida utilizacdo. No entanto, este método de sintese é preferencialmente aplicado
para moléculas molde de pequenas dimensoes, uma vez que é facilitada a sua remocao dos locais
de ligacdo de forma reprodutivel. Para moléculas de maiores dimensoes, como é o caso das

proteinas, existem algumas limitacoes associadas a esta técnica [60], [63].

Em resumo, apesar deste método ser mais simples e rapido, uma vez que apenas consiste em
misturar todos os componentes numa solugdo, em casos em que ha a necessidade de moagem,
esta etapa podera levar a distribuicao irregular do polimero produzido. Além disso, também
podera correr uma desintegracao mecanica das cavidades formadas pelo molde, o que reduzira

significativamente a sensibilidade do método em si [60], [63].

Contudo, apesar das desvantagens referidas, a utilizacio deste método depende muito da
aplicacao desejada, da propria molécula a utilizar, do mondémero e de diversos outros fatores que

podem posteriormente ser otimizados tendo em conta as limita¢oes da polimerizacio em bulk.

2. Polimerizacio em Superficie

O método de polimerizacao em superficie distingue-se por ser uma técnica mais sofisticadae,
tal como o nome indica, esta refere-se a reacoes de polimerizacdo que ocorrem na superficie de
uma matriz sblida, ou seja, a formacao dos locais de ligacao da-se na superficie do polimero. De
forma geral, em termos de funcionamento, esta técnica inicia-se com a formacao de um complexo
entre o mondémero funcional e o template. De seguida, a polimerizacao tem inicio na superficie de
uma matriz s6lida com o auxilio do iniciador e do agente de ligacao cruzada. Por fim, ocorre a
remocao do template através de métodos quimicos ou enzimaticos, de forma a que ocorra a

formacao das cavidades molde [64].

Esta técnica é preferencialmente aplicada a proteinas, uma vez que é facilitada a difusio de
moléculas de maiores dimens6es na matriz polimérica. As suas principais vantagens focam-se na
maior robustez fisica, a facilidade de integracao na superficie de sensores, a maior eficiéncia e a

rapidez deligacdo entre o monémero funcional e a molécula molde [65].

Em resumo, no caso dos biossensores, a polimerizagdo em bulk da-se pela mistura de
todos os componentes necessarios numa solucao, sendo esta posteriormente inserida na
superficie do sensor para que decorra o processo de polimerizagao, tornando esta técnica mais
simples e rapida. J4 no caso da polimerizacao em superficie, os componentes sao adicionados

camada a camada a superficiedo sensor, o quetorna esta técnica maissofisticada, masdemorosa.
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b) Técnicas de inducao de polimerizacao
Ja foram referidos os dois principais métodos de sintese de MIPs. No entanto, outro fator
relevante é os diferentes procedimentos de polimerizacao, deentre os quais a eletropolimerizacao,
a polimerizacdo radicalar, a polimerizacdo por ultravioleta e a polimerizacao termal. As
metodologiasdistintas saoaplicadasdeforma ainiciar/induzir a polimerizacao, ou seja, de forma

queocorra a formacaoda matriz polimérica que envolvera a proteina molde. ATabela 1.6 descreve
os diferentes métodos acima mencionados.

Tabela 1.6: Descricdo das diferentes técnicas de polimerizagido [66]-[69].

Procedimento Descricao

Dé-se através da aplicacdao de um potencial, gerando processos de
oxidacao/reducao que levam a formagao da matriz polimérica. Requer a
Eletropolimerizacao utilizacao de um monémero funcional e o template deve ser inerte para
assegurar que seja impresso na sua forma natural e ndo na forma oxidada ou

reduzida.

Requer a utilizacao de um mondémero funcional que tenha dupla ligagao, de
forma a que a quebra origine radicais livres, o que permite a adicao de outros
monoémeros, levando ao crescimento da cadeia e consequente polimerizacao.
Polimerizacao Dependendo do tipo de monémero a utilizar podera ser ou ndo necessaria a

radicalar aplicacao de uma alta temperatura para que haja o rompimento da dupla

ligacdo. Usualmente é necessério um iniciador.

Requer a utilizagdo de mondémeros que sejam responsivos a luz UV e, aquando
Polimerizagao por dairradiacdo da superficie do sensor, ira dar-se inicio ao fen6meno de

uv polimerizacao.

Requer a utilizagdo de um mondémero funcional que sofra decomposicao a uma

dada temperatura. A decomposicao do monémero promove a ligacao dos grupos

Polimerizacao funcionais expostos e a formac¢ao de uma matriz polimérica estavel. No entanto,
térmica é necessario que a molécula molde apresente estabilidade a temperatura
utilizada.

No presente trabalho, foi utilizada a técnica de eletropolimerizacao por ser um processo
simples e por permitir a otimizacao de varios parametros, como é o caso da espessura da matriz
polimérica formada e da sua porosidade, através do ajuste dos parametros do processo

eletroquimico.
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1.2.2. Transdutores

Atendendo ao que anteriormente foi mencionado, os biossensores contém elementos de
biorreconhecimento que, ao interagirem com o analito, produzem uma resposta biolégica. No
entanto, seria impossivel quantificar uma resposta biologica. Sendo assim, acoplado ao elemento
de biorreconhecimento estd um transdutor, que tem a capacidade de transformar a resposta

bioldgica numa resposta que possa ser mensuravel.

O elemento transdutor é dos principais componentes de um biossensor e, portanto,
diferentes transdutores originam diferentes tipos de biossensores, que podem ser divididos em
quatro categorias diferentes: eletroquimicos, 6ticos, calorimétricos e tendo por base as diferencas
de massa (piezoelétricos e de ondas actsticas). E de salientar que a escolha do transdutor esta
altamente dependente do elemento de biorreconhecimento escolhido, uma vez que estes tém de

ser compativeis para que possa dar-se a conversao do sinal biol6gico num sinal mensuravel [70].

I. Oticos

Um biossensor 6tico contém o elemento de biorreconhecimento acoplado a um
transdutor 6tico, que tem por objetivo produzir um sinal proporcional a concentracao de analito
a interagir com o biorrecetor. O método de detecao destes biossensores baseia-se nas
propriedades 6ticas do elemento de biorreconhecimento, como adsor¢do, emissdo e reflexao.
Além disso, a transducao 6tica pode ser dividida em dois modos distintos: o modo label-free, no
qualadetecaodo sinal é gerada diretamente pela interacao doanalitocom o transdutor, eo modo
label-based, pelo qual o sinal é gerado através de métodos colorimétricos, fluorescentes ou

luminescentes [71].

II. Calorimétricos

Os biossensores calorimétricos contém acoplado um transdutor capaz de medir o calor
envolvido na reacdo, ou seja, aquando da ligacdo ou interacao do analito com o elemento de
biorreconhecimento ira estar envolvida energia na forma de calor. Desta forma, o calor sera
medido e convertido num sinal eletrénico através do transdutor, para que possa posteriormente
ser mensuravel. De forma geral, os biossensores calorimétricos sdo especialmente utilizados
quando o processo envolve enzimas, uma vez que estas biomoléculaslibertam calor aquando da
acaoenzimatica, querem casosda sua detecao, ou em casosem quesao utilizadascomo elementos

de biorreconhecimento [72].
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III. Baseados em diferencas de massa

a) Piezoelétricos

Os biossensores piezoelétricos utilizam materiais especificos que contém propriedades
piezoelétricas. Aquando da funcionalizacio da sua superficie com o elemento de
biorreconhecimento, ird ocorrer uma alteracao das caracteristicas do material piezoelétrico,
gerando-se um sinal (o0 que nos permite confirmar a funcionalizacdo). Ap6s a ligacdo/interacao
do analito ao biorrecetor, ird ocorrer a formacao de um sinal diretamente proporcional a
concentracao de analito, devido a variagdo de massa a superficie, que causa um stress mecanico
ao material piezoelétrico, levando a conversao da forca mecanica produzida num sinal elétrico

mensuravel [72], [73].

b) Ondas acuasticas

No caso dos biossensores acusticos, estes tém a capacidade de detetar/produzir ondas
acusticas através da superficie de materiais piezoelétricos aquando da ligacdo/interacdo do
analito com o elemento de biorreconhecimento. Em termos praticos, quando ocorre uma ligacao
ou intera¢do do analito com o biorrecetor, ocorre uma alteragao quer na velocidade, amplitude ou
frequéncia das ondas acusticas produzidas pelo material piezoelétrico. Desta forma, através do

transdutor actstico, ocorre a conversao do sinal destas ondas num sinal elétrico mensuravel [74].

IV. Eletroquimicos

Os biossensores eletroquimicos tém recebido especial aten¢ao nos tltimos anos nas mais
diversas areas de aplicacgdo. Estes aparelhos surgiram como uma ferramenta importante para
colmatar as desvantagens associadas a técnicas mais convencionais, como € o caso do limite de
detecdo, sensibilidade, estabilidade, reprodutibilidade, custo associado, entre outros. Tal
subclasse de biossensores conjuga a elevada sensibilidade de um transdutor eletroquimico com a
especificidade do processo de biorreconhecimento. Desta forma, uma larga gama de diferentes
tipos de elementos de biorreconhecimento esta disponivel para ser incorporada neste tipo de

aparelho, desde enzimas a tecidos [75].

O principio de funcionamento dos biossensores eletroquimicos baseia-se na
interagdo/ligacdo do analito com o elemento de biorreconhecimento. Aquando deste fenémeno,
ha a producdo de um sinal que é proporcional a concentracido de analito a superficie.
Posteriormente, este sinal é transformado num sinal elétrico pelo transdutor, de forma a que

possa ser mensuravel [76].
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Tipicamente, é necessario um sistema de elétrodos para o funcionamento de um biossensor
eletroquimico. No caso de um sistema de trés elétrodos, que é o mais convencional, este é
constituido por um elétrodo de trabalho (WE), um elétrodo de referéncia e um elétrodo auxiliar.
O WEé o quefaz contacto com o analito, tendo como fung¢ao aplicar um potencial controlado de
forma a que seja facilitada a transferéncia de eletrées da solugao para o elétrodo, tendo assim que
ser constituido por um material inerte (como o carbono) na gama de potencial de interesse. No
que diz respeito ao elétrodo de referéncia, este ¢ mantido a uma certa distancia do WE para que
seja mantido um potencial estavel, conhecido e constante, de modo a que seja possivel determinar
a diferenca de potencial no sistema de interesse. Por fim, o elétrodo auxiliar (ou contra elétrodo)
¢ introduzido na célula eletroquimica de modo a assegurar que a corrente produzida no sistema
nao interfira no potencial constante do elétrodo de referéncia, e estabelecendo ligacao com a
solucdoeletrolitica para que o potencial possa seraplicadoao WE, tendo assim que ser constituido

por um material condutor e quimicamente estavel [77], [78].

Existe uma ampla variedade de elétrodos, sendo que os mais utilizados sdo os de ouro (Au),
prata (Pt) e carbono (C-SPE). Uma das vantagens dos biossensores eletroquimicos é que se
encontram disponiveis inimeros tipos de elétrodos econémicos, que podem ser conjugados com
um sistema eletrénico portatil e simples para monitorizacao [74], [76]. No caso de materiais a
base de carbono, como é o caso da grafite, estes apresentam a vantagem de serem inertes e
oferecerem uma baixa resisténcia a passagem de corrente, o que torna o sistema de detecdo mais
sensivel. Além disso, estes materiais apresentam uma estrutura cristalina que evita a formacao

de corrente residual ao passo que promove o aumento do racio sinal-ruido [79].

Atualmente, sdo aplicados diferentes métodos eletroquimicos para a medigao do sinal.
Estes podem ser baseados quer em alteracoes de corrente, modificacoes de potencial,
modificacoes na condutividade e alteracdo da impedancia. Desta forma, os biossensores
eletroquimicos podem ser divididos em: sensores voltamétricos (enquadram-se em técnicas de
voltametria ciclica ou voltametria de onda quadrada); sensores amperométricos; sensores
condutimétricos; sensores potenciométricos e, por fim, sensores impedimétricos (utilizam

medidas de impedancia) [79].

a) Sensores Voltamétricos

« Voltametria ciclica (CV)

Avoltametria ciclica (CV) édescrita naliteratura como uma técnica eletroquimicausualmente
aplicada quando o objetivo é estudar o comportamento de oxidagdo/redugio de uma espécie
quimica. De forma geral, esta técnica eletroquimica origina um grafico denominado de
voltamograma ou voltamograma ciclico, cujo eixo das ordenadas (eixo-x) representa o potencial
aplicado (E) (que varia consoante as condicGes experimentais) e o eixo das abcissas (eixo-y)

representa a resposta a esse potencial, ou seja, a corrente resultante (i).
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No grafico da Figura 1.9 estao representados dois picos que se destacam, os quais correspondem
a oxidacao e reducdo da espécie quimica que é normalmente um complexo metal, como por
exemplo o [Fe(CN)s]3- / [Fe(CN)s]+-[79], [80].

Figura 1.9: Exemplo de voltamograma [81].

No caso da aplicacao desta técnica eletroquimica na area dos biossensores, a sua importancia
foca-se na possibilidade de analisar mudancas na superficie do sensor ao longo do processo de
detecdo do analito, ou seja, aquando da ligacdo/interacdo do analito com o elemento de
biorreconhecimento, regista-se uma alteracao no voltamograma, pelo que a resposta de corrente

seré proporcional a concentragao de analito na amostra [82].

% Voltametria de onda quadrada (SWV)

A voltametria de onda quadrada (SWV) é uma técnica voltamétrica eletroquimica que se
distingue pela sua rapidez e alta sensibilidade. Em termos de funcionamento da técnica, esta
consiste em definir uma escala de potencial que é modificada em pulsos com forma quadrada.
Cada etapa darampa de potencial é constituida por dois potenciais opostos, mas iguais em altura.
A juncao de ambos os potenciais dao origem a um ciclo de SWV, que ¢ repetido varias vezes até
originar o voltamograma tipico obtido por esta técnica. E também importante referir que, a cada
cicloem SWV, o elétrodo trabalha tanto em forma anddica como cationica [81], [82]. Aforma em
onda, como pode ser visualizado na Figura 1.10, provém da simetria da onda quadrada em forma

de escada.
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Figura 1.10: Exemplo de grafico obtido através da técnica de SWV. Imagem adaptadade [83].

Em relacgio a técnica eletroquimica de SWYV, esta tem sido frequentemente empregue na
area dosbiossensores devido a sua elevada sensibilidadeerapidez, o que sdo consideradosfatores
cruciais no desenvolvimento deste tipo de sensores, uma vez que a sua eficicia é diretamente

proporcional a sensibilidade e seletividade o analito de alvo [84].

b) Sensores Amperométricos

A amperometria é uma técnica eletroquimica cujo principio de funcionamento se baseia
em aplicar um potencial constante, o que leva a ocorréncia de transferéncia de eletrdes, com uma
taxa de difusdo controlada, o que permite que o processo seja controlado por fenémenos de
transferéncia de massa. Desta forma, é de salientar que nesta técnica a corrente formada é
diretamente proporcional a concentracao deanalito, que provoca alteragcoes de massa a superficie
do WE [52],[84].

A cronoamperometria € uma técnica eletroquimica que utiliza os pulsos amperométricos
a potencial constante com o objetivo de monitorizar e medir a corrente gerada em funcao do
tempo [85]. A técnica de amperometria tem sido comumente utilizadana 4rea dos biossensores
devido as suas vantagens inerentes, como é o caso da sua simplicidade e de conferir ao sistema
um baixo limite de detecao. Além disso, o facto de ser aplicado um potencial constante e
caracteristico para cada espécie, promove diminuicao de interferéncias no sinal, que tendem a

afetar olimite de detecao [86].
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¢) Sensores Condutimétricos

Um sensor condutimétrico utiliza um transdutor condutimétrico cujo principio de
funcionamento se foca na medicao de alteragoes na condutancia entre dois elétrodos metalicos,
que resulta da interagdo/ligacdo do analito ao componente de biorreconhecimento. Assim, a
diferenca na condutancia é diretamente proporcional a concentracao de analito a superficie do
WE[87].

Em termos da aplicacdo de transdutores condutimétricos na area dos biossensores,
existem varias vantagens associadas a estes, nomeadamente o facto de nao ser necessaria a
presenca de um elétrodo de referéncia, apresentarem facil monitorizacdo em termos de
aparelhageme o facto de operarem a umabaixa amplitude em termos de voltagem (o que previne
aocorréncia deprocessos faradaicosnoselétrodos) [87], [88]. No entanto, algumasdesvantagens,
comoé o casoda baixa seletividade, ainda tendem a restringir a sua utilizagao em aplica¢des como
sensor de pH, biossensor para a detecado de compostos como a arginina em produtos

farmacéuticos, entre outros [89], [90].

d) Sensores Potenciométricos

Os sensores potenciométricos constituem uma subclasse de biossensores eletroquimicos
que se baseia em elétrodos seletivos de iGes e em campos sensiveis a iGes de efeito transitorio. De
forma geral, este tipo de sensores tém a capacidade de determinar a concentracao de analito
através da diferenca entre o potencial de dois elétrodos, o WE e o elétrodo de referéncia. Mais
detalhadamente, ap6s o contacto do WE com o analito de interesse, ira ocorrer uma acumulacio
de potencial na sua superficie, ao passo que o elétrodo de referéncia estara com um potencial de
zero ou proximo deste. Assim, a maior acumulacao de potencial no WE em comparacio com o
elétrodo de referéncia é diretamente proporcional com a concentracio de analito. E também de
salientar que este tipo de biossensores apresentam iniimeras vantagens associadas, como por
exemplo, a facilidade de operacdo e de otimizagao, portabilidade, rapida resposta e, ndo menos

importante, baixos custos de producao [91], [92].
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e) Sensores Impedimétricos

Os sensores impedimétricos utilizam a técnica de espectroscopia de impedéancia
eletroquimica (EIS), aqual élargamenteutilizada devido a sua sensibilidade para a determinagao
quantitativa de processos eletroquimicos [93]. Tipicamente, durante uma analise EIS, podem ser
obtidos dois tipos de graficos: Bode e Nyquist.

O grafico de Bode (Figura 1.11) resulta da juncao de dois graficos em apenas um, sendo o
eixo das abcissas (eixo-x) a escala logaritmica da frequéncia (log (f)) e o eixo das ordenadas (eixo-
y) a escala logaritmica da impedancia (log |Z|). A principal vantagem da sua utilizacdo enquadra-
se na analise dos dados, nomeadamente a maior clareza dos dados obtidos e ao facto da escala

logaritmica facilitar a visualizacao dos processos [94].

log|Z]
A A
< 9
1)0
: >
log(f)

Figura 1.11: Grafico de Bode [95].

O grafico de Nyquist (Figura 1.12) tem como ordenada a componente imaginaria da
impedéancia (Z') e como abcissa a componente real da impedancia (Z'). Outro fator importante a
referenciar é a 4rea do semicirculo presente no grafico de Nyquist, que representa a resisténcia a
transferéncia de carga, ou seja, quanto maior a area do semicirculo (Rt), maior a resisténcia.
Apesar do grafico de Nyquist ser mais complexo de analisar, este é preferencialmente utilizado

devido a maior sensibilidade [96].
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Figura 1.12: Gréfico de Nyquist. Imagem adaptada de [97].

Aquando da ocorréncia de processos de biorreconhecimento numa superficie
devidamente modificada, ocorrem alteracGes a nivel das propriedades interfaciais. Tais
alteracOes, em processos eletroquimicos, envolvem a transferéncia de eletroes na superficie do
WE, o que se deve a transferéncia de cargas e de massa entre a solucao de bulk e a superficie
modificadado elétrodo, o que provoca modificacGes a nivel da resisténcia eletrolitica e a possivel
adsorcao de espécies eletroatrativas, sendo estas posteriormente estudadas através da técnica de
EIS na presenca de uma dupla de ides redox (por exemplo, Fe2+ e Fe3+). Ao nivel dos dados
gerados, a adsor¢do do analito de interesse na superficie do elétrodo modificado, leva a uma
alteracao da resisténcia a passagem de corrente. Desta forma, através da alteracdo deste
parametro é possivel prever se ocorreu ou nao a interacao/ligacao do analito ao elemento de
biorreconhecimento. Adicionalmente, as medidas de impedancia na area dos biossensores
também sdo frequentemente impostas quando o objetivo é verificar a ocorréncia das diferentes
modificagoes na superficie, de modo a confirmar se realmente ocorreram ou nao e qual o seu

efeito ao nivel da resisténcia a passagem de corrente [95], [97], [98].
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Figura 1.13: Imagem ilustrativa de um sensor impedimétrico. Em (A) est4 presente apenas a superficie do
WE modificada com o elemento de biorreconhecimento e em (B) a ligacdo/interacio do analito ao elemento
de biorreconhecimento, com os respetivos graficos de EIS. E de notar que, neste caso exemplar, a ligacéo do
analito provocou um aumento da resisténcia na superficie do WE, dados observados através do grafico de
Nyquist. Imagem adaptada de [97].

1.2.3. Analise Qualitativa dos Materiais

I. Espectroscopia de Raman

A espectroscopia de Raman consiste numa técnica analitica vulgarmente utilizadana area
dos biossensores com o intuito de caracterizartanto a superficie do biossensor como os processos
envolvidos nos mecanismos de detecao. Esta técnica analitica permite uma rapida identificacdo
em termos de estruturas quimicas, arranjos espaciais e estrutura das moléculas, sendo de
salientar que esta nao é de todo invasiva para o material, o que significa que ap6s a anéalise sera

possivel utilizar o biossensor para detegao, sem que este tenha que ser descartado [99].

Em termos de principio de funcionamento, o Raman realiza uma analise extremamente
especifica dos materiais, sendo que cada material possui um espectro especifico que o distingue
dos restantes, tal como uma impressao digital, o que os torna facilmente distinguiveis em termos
espectrais [100]. O seu principio de funcionamento foca-se na utilizacao de um laser na gama do
visivel /infravermelho que incide fotGes sobre a amostra. Posteriormente, os fotdes incididos
interagem com as moléculas vibracionais presentes na amostra, transferindo energia de forma
vibracional. Uma vez que os espectros de energia vibracional dependem da composi¢do quimica
daamostra, seraooriginados espectrosaltamente especificos, sendo possivel distinguir diferentes

materiais [99].

32



Graphite

r T T T T 1

400 900 1400 1900 2400 2900
Raman shift (cm?)

Figura 1.14: Exemplo de espectro de Raman especifico para a grafite. Imagem adaptada de [101].

II. Microscopia eletrénica de superficie (SEM)

A microscopia eletrénica de superficie (SEM) é utilizada fundamentalmente para a
analise da superficie de materiais, como € o caso da superficie dos biossensores. O principio de
funcionamento foca-se em aplicar um feixe de eletroes de elevada energia, usualmente através de
uma fonte térmica, de modo a varrer toda a superficie da amostra. Posto isto, € gerada uma
corrente secundaria de eletrées que é posteriormente captada por um sensor, gerando um sinal
elétrico que é seguidamente convertido para a forma de pixel numa tela, gerando-se a imagem
topografica requerida, com formato tridimensional. Desta forma, o SEM tem a capacidade de
produzirimagenstridimensionaisa pretoebrancodealta resolugio, tornando-se uma ferramenta

essencial para a analise da superficie de materiais [102].
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1.3. Objetivo geral da Dissertacao

A presente dissertacao consistiu no desenvolvimento de um biossensor eletroquimico
utilizando MIPs para a detecao da proteina STEAP1, devido a uma série de evidencias cientificas

que a associam como um potencial biomarcador para o diagndstico e prognostico do PCa.

O principal objetivo foca-se na produgdo de um biossensor seletivo com base em MIPs

para a detecao da proteina STEAP1. Para tal:

1. O C-SPE foi pré-ativado por tratamento eletroquimico;

2. Nasuperficiedo WE foifixadoum nanocompésito de nanoparticulas de platina aminadas
com nanotubos de carbono (CNTs-PAH/Ptd);

3. Foi efetuada a sintese eletroquimicado MIP e do NIP;

Procedeu-se a remocao enzimatica da proteina da matriz polimérica.

De forma a atingir os objetivos tragados, foi desenvolvido um biossensor eletroquimico
recorrendo a técnica deimpressaomolecular, que sebaseou em modificar um elétrodode carbono
impresso (C-SPE) primeiramente com um pré-tratamento eletroquimico por
cronoamperometria, aplicando um potencial de 1,7V durante 200 s (1). Posteriormente foi
imobilizado na superficie do C-SPE um nanocompdsito (CNTs-PAH/Ptd) (2), seguindo-se a
eletropolimerizacio utilizando uma mistura contendo o monémero acido pirrol-2-carboxilico
(PY-COOH) e a proteina STEAP1 (3). O passo final consistiu na remocao da proteina por agao
enzimatica por via da tripsina, tendo-se dado a formacao de cavidades molde especificas para a
detecdo do biomarcador em solucdo (4). As técnicas eletroquimicas utilizadas foram

cronoamperometria, CV, SWV e EIS.

Ao longo do trabalho experimental foram realizadas otimizagtes em termos do passo de
eletropolimerizacio, da composicao da solugdo de polimerizacao e de outros parametros na

modifica¢io da superficie do elétrodo.

Para a anélise do desempenho do biossensor foram realizadas calibra¢bes em solucao
tampao (PBS) e em pellet de extratos celulares LNCaP. Seguidamente, foram realizados testes de
seletividade para alguns possiveis interferentes, de forma a garantir a seletividade do biossensor
paraa STEAP1.

Por fim, para a anélise qualitativa do biossensor, foram implementadas técnicas como a

Espectroscopia de Raman e SEM.
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Capitulo 2- Desenvolvimento de um
Biossensor Eletroquimico

Este capitulo tem como objetivo descrever e retratar os diferentes métodos, materiais e
procedimentos quelevaram ao design de um biossensor eletroquimicopara a detecioda STEAP1,

potencial biomarcador para o PCa.

2.1. Procedimento Experimental

2.1.1. Materiais

a) Equipamentos

Para a preparacio das solugoes foram utilizadas micropipetas da marca Gilson de volume
regulavel (100-1000 pl, 20-200 pl, 1-10 pl e 500-5000 pl). Relativamente a pesagem dos
reagentes, recorreu-se a uma balancga Mettler Toledo (modelo MS105DU e precisao + 0,0001g).
As solucgoes foram preparadas em bal6es volumétricos de classe A (com capacidade de 10 mLede
500 mL) e no caso das solu¢Ges com volume na gama dos pl, em tubos eppendorfde1.0e de 2.0
mL. Além disso, para solucdes de dificil dissolu¢ao, recorreu-se ao agitador deliquidos de baixa
tensao superficial, da marca Fisherbrand. De forma a fixar o nanocompdsito na superficie do
sensor, recorreu-se a utilizacao de uma mufla da marca Nabertherm a uma temperatura de 60°C.

Para aincubacgio a 37°C com o agente de remogao, foi utilizada uma estufa P Selecta.

As técnicas eletroquimicas foram aplicadas recorrendo a um potencidstato/galvanostato
Metrohm Autolab (Figura 2.1) (controlado através do Software Nova 2.1) e a uma caixa conectora
DropSens (DRP-DSC) (Figura 2.2 A), em interface com o aparelho Autolab. Os sensores C-SPE
(Figura 2.2 B) foram adquiridos a DropSens (DRP-C110) e sao constituidos por: substrato de
ceramica, contactoselétricosdeprata, WE decarbono (4 mm de didmetro), elétrodo dereferéncia
de prata e elétrodo auxiliar de carbono. Por tultimo, para a anélise qualitativa do biossensor,
recorreu-se a técnica de espectroscopia de Raman, pela utilizacao de um espectrometro Thermo
Scientific DXR Raman com microscopia confocal, equipado com umlaser de excitagiode 532 nm
(Figura 2.3). A analise SEM foi efetuada no microscépio FESEM, JEOL-JSM 67700F equipado com
um sistema Oxford Inca EDX para a analise composicional e com um detetor de eletrées de

retrodifusao retratil.
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Figura 2.1: Potenciostato/galvanostato Metrohm Autolab.

Figura 2.2: (A) Caixa conectora DropSens (DRP-DSC). (B) Chips C-SPE DropSens (DRP-C110).

Figura 2.3: Thermo Scientific DXR Raman.
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b) Reagentes

Na Tabela 2.1 discriminam-se todos os reagentes utilizados no desenvolvimento deste

trabalho, bem como a sua origem comercial.

Tabela 2.1: Lista de materiais e reagentes utilizados.

Reagentes Origem
Cloreto de Potassio (KCI) Merck
Hexacianoferrato (II) de Potéassio (K4[Fe(CN)s]) Riedel-de-Haen
Hexacianoferrato (III) de Potéassio (K3[Fe(CN)s]) Riedel-de-Haen
Tampao Fosfato-Salino (PBS) VWR
Acido pirrol-2-carboxilico (CsHsNO=) (PY-COOH) Alfa Aesar
Tripsina Sigma Aldrich
STEAP1 Merck
Proteinase K VWR
Sal monossédico de acido L-glutdmico monohidratado Sigma Aldrich
(CsHsNNaO4.H=0)
Acido Oxalico (C2H204.2H20) Merck
Acido 3-aminobenzéico (C;H/NO2) Sigma Aldrich
CEA Merck

¢) Solucoes

Para a realizacio dos ensaios eletroquimicos, foi necessaria a preparacao de algumas
solucoes. A solucao de PBS (tampao fosfato salino) foi preparada com uma concentracio de 100
mM em agua ultrapura Milli-Q, apresentando um pH de aproximadamente 7.4. Por sua vez, a
solucao redox de ferro ([Fe(CN)6]3/4) foi preparada através da combinacio de hexacianoferrato
(IT) de potassio (K4[Fe(CN)6]) com hexacianoferrato (IIT) de potassio (K3;[Fe(CN)e]) em PBS a
uma concentracao de 5 mM. A solucdo de cloreto de potassio (KCl) foi preparadaigualmente em

PBS com uma concentragdo de 100 mM.
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No que diz respeito as solucoesdos diferentes agentes de remocao, assolugoes de tripsina
e proteinase K foram ambas diluidas 100x em PBS. A solucao de acido oxalico foi preparada agua
ultrapura a uma concentracio de 50 mM. Para a preparacgdo da solucdo de PY-COOH, este foi
preparado em PBS com uma concentracdo de 10 mM. Relativamente a STEAP1, esta foi diluida

em PBS para alcancar uma concentragao final de 1 pug/mL.

Relativamente as solugoes reacionais de polimerizacao, foram preparadas duas solugoes
de 500 pl, uma com proteina (solucdo de MIP) e outra sem proteina (solu¢dao de NIP). Para a
solucdo com proteina, foram adicionados 100 pul da solucdo de PY-COOH (concentracao final de
20 mM) e 50 pl da solucao diluida de STEAP1 (concentracao final de 0.1 ug/mL) e, por dltimo,
foram adicionados 350 ul de PBS para prefazer o volume final de 500 pl. Para a solucao sem
proteina, o volume de PY-COOH foi o mesmo, sendo adicionado um maior volume de PBS (400

ul) para refazer o volume final.

Foram preparadas duas solugdes padrao para a realizacdo da reta de calibragdo. A
primeira foi preparada através de dilui¢bes consecutivas da solucdo mae (130 ug/mL) em PBS, tal
como esta ilustrado na Figura 2.4. A segunda solucao padrao foi preparada da mesma forma, com
o pormenor de que as dilui¢oes foram realizadas com pellet de extratos celulares LNCaP ao invés
de PBS.

5 pl + 45 pl de PBS

——

Padrdo 6 Padrdo 5 Padrdo 4 Padréo 3 Padrdo 2 Padrdo 1

13 pg/ml 1,3 pg/ml 0,13pg/ml  0,013pg/ml  0,0013 pug/ml 0,00013 pg/ml
Solugdo mae

Figura 2.4: Esquema ilustrativo referente a preparacido de diferentes padroes através de diluigoes
consecutivas da solu¢do mae concentrada de STEAP1 (130 pg/mL).

Por fim, o estudo da seletividade foi realizado recorrendo a utilizacao de acido L-
glutdmico (C=2 pg/mL), Acido aminobenzoico (C=0.1pg/mL)e umabiomolécula, a proteina CEA
(antigénio carcinoembriogénico) (C= 0.00025 pg/mL). Para a preparacao das solugbes de
interferentes, no caso do acido L-glutimico e do 4cido aminobenzobico, estes foram pesados e

diluidos em PBS até atingir a concentracao final pretendida.
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No caso da CEA, foram realizadas diluices sucessivas em PBS até atingir a concentracao final de
0.00025 ng/mL. Posteriormente, cada uma das solugoes de interferentes foram misturadas com

uma solugdo de STEAP1(0.013 pg/mL).
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2.2. Procedimentos Analiticos

Relativamente a construcao do biossensor, esta foi realizada em cinco etapas distintas:
(1) sintese do composito CNTs-PAH/Ptd, (2) pré-tratamento eletroquimico, (3) fixacdo do
composito CNTs-PAH/Ptd na superficiedo WE, (4) eletropolimerizacaoe (5) remocaoda STEAP1

da superficie do sensor, tal como esta representado na Figura 2.5.

Fixacdo do nanocompésito
CNTs-PAH/Ptd na
superficie

) Pré-tratamento
(\ @ » eletroquimico

CNTs-PAH/Ptd

8" * Pirrol-COOH

Agente de
remocio

Remocao da

STEAP1
* STEAP1

Eletropolimerizacio

Figura 2.5: Esquema queilustra as diferentes etapas na constru¢do de um biossensor eletroquimico com
base num MIP para a detegao da proteina STEAP1.

Sendo que um dos principais objetivos desta metodologia é demonstrar que a técnica de
impressdo molecular da proteina é essencial para a detecdo da STEAP1, foram desenvolvidos
biossensores com e sem impressao molecular, os NIPs (sem impressao molecular da STEAP1) e

0s MIPs (com impressao molecular da STEAP1).

Ao longo da descricao de cada um dos passos, serdo igualmente referidas as diferentes

otimizacoes realizadas ao longo do trabalho, cujos resultados serao descritos no capitulo 3.

41



2.2.1. Sintese do compésito CNTs-PAH/Ptd

O composito CNTs-PAH/Ptd foi sintetizado pelo grupo CINBIO, Nanomaterials,

TeamNanoTech, da Universidade de Vigo de acordo com o seguinte protocolo:

I.

IT.

III.

O primeiro passona sintese do compositofoi a funcionalizacdo dosnanotubosdecarbono
(CNTs) com (poli)eletroélitos. Para tal, CNTs de paredes maltiplas (CNTs, Nanolab, 5-20
um de comprimento e 10-15 nm de didmetro) foram filtrados numa mistura de
acetona/EtOH (1:1, 20 mL) durante 10 minutos e seguidamente centrifugados trés vezes
(9000 rpm, 20 minutos) e depois redispersos em agua ultrapura (18 MQ cm-). Apoés este
processo, a amostra resultante sofreu liofilizacao durante 48 h e foi seguidamente
utilizada sem qualquer tratamento posterior. O passo seguinte focou-se na dispersao dos
CNTs (7.5 mg) numa solucdo aquosa de NaCl 500 mM (50 mL) com concentracaode 1%
em peso de cloridrato de poliallamina (PAH), resultando numa concentragao final de 150
mg/L. Para o revestimento dos CNTs por PAH, o pH da solucao resultante foi ajustado
para 9.5. Posto isto, a solucao resultante de CNTs com PAH foi agitada magneticamente,
sendo seguidamente sonicada com uma sonda ultra-sonica durante 3 h para assegurar
queocorresse dispersao. Para aremocaodo excesso de PAH em soluc¢ao, foram realizados
3 ciclos de centrifugacdo (12000 rpm, 24 h), seguidos de uma redispersao por sonicacao
em agua. Apés medicdo da absorvancia e construcao de uma curva de calibracao foi

determinada a concentracdo de CNTs com o valor de 0.6 mg/mL;

Para a sintese das nanoparticulas de platina dendriticas (Ptd-NPs), foi injetada uma
mistura de NaBH,numa mistura de citrato de sédio tribasio di-hidratado (1.25 mL, 100
mM) em H-O (21.52 mL) a 800 rpm de agitacdo. Por fim, a mistura resultante foi agitada

durante 10 minutos;

Para a deposicao dos CNTs, foram adicionados a mistura de Ptd-NPs (10 mL. 4950 mM)
20 uL de CNTs-PAH (0.6 mg/mL) anteriormente sintetizados, sendo a mistura
seguidamente agitada durante 30 minutos. Por fim, a dispersao resultante foi
centrifugada a 9000 rpm durante 10 minutos (procedimento repetido 2 vezes) e

redispersada em 5 mL de H.O com uma concentragdo de 0.0024 mg/mLde CNTs.

2.2.2, Pré-tratamento eletroquimico

7 N

A primeira etapa na construcdo do biossensor é proceder a designada limpeza

eletroquimica, que se define por ser essencial na eliminacdo de possiveis impurezas e

contaminantes que possam estar presentes na superficie do C-SPE.
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Além disso, tal etapa conduz a promocao da ativacdo de grupos funcionais que facilitam a
formacao da matriz polimérica a superficie do WE e a consequente ligacao/interacao da proteina
com a matriz. Para esta etapa recorreu-se ao cloreto de potassio (KCl) (100 mM) como solugao de
limpeza e & cronoamperometria como técnica eletroquimica, tal como descrito por M. Azizure

colaboradores [103].

Paratal, foicolocado um volume de 150 pl na superficie do C-SPEe aplicado um potencial
de 1.7V durante 200 s. Além disso, para confirmar o sucesso da limpeza foi realizada uma leitura
com a solucao redox de ferro antes e apos a limpeza, de forma que fosse possivel visualizar a
diferenca do sinal eletroquimico e comparar os sensores C-SPE entre eles. E igualmente
importantesalientar queasleiturascom asolucao redox de ferro sdo realizadasrecorrendoa uma
compilacdo de técnicas eletroquimicas: EIS (potencial circuito aberto (OCP) com gama de
frequéncia entre 0.1e 100 KHZ e amplitude 0.010 V), CV (10 ciclos com potencial compreendido
entre -0.6 e 0.6 V e velocidade de varrimento 0.5 V/s) e, no caso da calibragdo, SWV (com

potencial compreendido entre -0.1¢e 0.5 V e velocidade de varrimento 0.5 V/s).

2.2.3. Fixacao dos CNTs-PAH/Ptd na superficie do sensor

A segunda etapa foca-se na tentativa da inclusdo de um nanocompésito no biossensor,
neste caso CNTs-PAH/Ptd. O objetivo passou por levar a uma diminuicao da resisténcia a
passagem de corrente, uma vez que as nanoparticulas sdo altamente condutoras, o que levaria a
um consequente aumento da sensibilidade na etapa de detecao. Além disso, o facto de estarem
presentes grupos amina nas nanoparticulas ira favorecer a sua ligacdo aos respetivos grupos
carboxilo da STEAP1 e do Py-COOH, através de pontes de hidrogénios e ligacoes electroestaticas,
o queformara um complexo estavel entre o nanocomposito, a STEAP1ea matriz polimérica [104].
Relativamente aos nanotubos de carbono, estes sdo essenciais nao s6 no ponto de vista da sua
elevada condutividade, mas também pelo facto de diminuirem a resisténcia a passagem de
corrente da matriz polimérica, que resulta de uma transferéncia de tensdo da matriz para os

nanotubos [105], [106].

Neste sentido, de forma a fixar o nanocomposito CNTs-PAH/Ptd na superficie do C-SPE,
sao colocados 5 ul da solucdo devidamente homogeneizada no WE. De seguida, o sensor é
submetido a uma temperatura de 60°C durante 20 minutos, sendo este processo repetido duas
vezes. Por fim, é realizada uma leitura com a soluc¢ao redox de ferro para avaliar a variacao do

sinal eletroquimico na superficie do sensor ap6s a funcionalizacio com CNTs-PAH /Ptd.

Durante o trabalho experimental, um dos objetivos foi confirmar se 0 nanocomp0ésito
CNTs-PAH/Ptd realmente melhorava a o desempenho analitico do biossensor, inicialmente
apenas a nivel da diminuicao da resisténcia a passagem de corrente e subsequentemente, ao nivel

do desempenho do biossensor na etapa de detecao.
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2.2.4.Sintese do MIP por eletropolimerizacao

A eletropolimerizacdo é uma etapa fundamental na formacao da matriz polimérica (filme
ultrafino que é formado na superficie do WE), a qual ira interagir e ligar a STEAP1 que, ap6s
remocao, originara cavidades molde representativas de um MIP. Assim, torna-se fundamental
escolher um polimero adequado para esta etapa. Neste sentido, foi escolhido o PY-COOH devido
a suas caracteristicasintrinsecas, nomeadamentea estabilidade, ofacto de ser facilmente oxidado
e a sua solubilidade em agua. O facto de ter sido escolhido o PY-COOH e nao simplesmente o
pirrol, deve-se ao facto de este apresentar o grupo carboxilico (COOH), que apresenta a vantagem
de interagir eficazmente com os grupos amina da proteina e com os grupos amina dos CNTs-
PAH/Ptd, formando um complexo altamente estavel. No entanto, apesar de todas as suas

vantagens, este polimero esta altamente dependente das condicGes de eletropolimerizacao [107].

Posto isto, foi selecionada a técnica de CV para a etapa de eletropolimerizacao.
Primeiramente, houve a necessidade de definira gama de potencial a utilizar via a analise do pico
de oxidacao/redugao do polimero. Ap6s o estudo, uma vez que o pico de oxidagao do PY-COOH
foi observado a 0.9V, foi definido um potencial compreendido entre -0.8 € 1.1V com um total de

10 ciclos.

Apo6s definira gama de potencial e o nimero de ciclos, outra varianteimportante na etapa
de eletropolimerizacao é a velocidade de varrimento, a qual esta diretamente relacionadacom a
porosidade da matriz polimérica, ou seja, uma maior velocidade de varrimento originara uma
matriz polimérica com poros de maior didametro. Assim, foram testadas duas velocidades de

varrimento diferentes: 0.02 e 0.05 V/s.

Outro fator adicional em estudo foi a concentragio de proteina a utilizar na mistura
reacional, a qual influenciara no nimero de cavidades formadas apds a sua remocgao, correndo o
risco de ocorrer saturacdo e bloquear a eletropolimerizacdo do PY-COOH a concentracoes
demasiado elevadas da proteina. Assim, foram estudadas diferentes concentragoes de STEAP1:

0.1 ug/mLe 1 ug/mL.

Apbs o processo de eletropolimerizacao sao realizadas um total de trés leituras com a
solucao redox de ferro, de modo a estabilizar a superficie do WE, de forma a que nao ocorram

alteracoOes aolongo do tempo.

2.2.5. Remocao da STEAP1

Seguidamente a etapa de eletropolimerizacao, segue a etapa de remocao da proteina,

passo altamente desafiante na técnica de impressao molecular.
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O objetivo desta etapa foca-se em remover a STEAP1 da matriz polimérica anteriormente
formada, através da quebra da cadeia polipeptidica da proteina em péptidos de menor dimensao,
que acabam por sair naturalmente da matriz devido ao seu reduzido tamanho em comparacio

com a cavidade formada pela proteina intacta.

O desafio passa pelo facto de o agente de remocao afetar inevitavelmente a matriz polimérica.
Devido a este desafio é fundamental a comparagdo de NIP com MIP, sendo que o objetivo é que o
agente de remocao pouco ou nada altere o NIP, uma vez que como este nao contém proteina,
qualquer alteracio na sua superficie se deve ou a adsorcao do agente de remocao na superficie do

sensor ou a alteracao da propria matriz polimérica, por indugdo de danos na mesma.

Posto isto, testou-se o efeito de diferentes agentes de remocao, nomeadamente o efeito de
diferentes enzimas com fungoes de quebra de cadeias peptidicas, a proteinase K e a tripsina. No
caso da proteinase K, esta foi testada isoladamente e na presenca do acido oxalico, que tem por
objetivo remover enzima que possa ter adsorvido a superficie, sendo que aquando da conjugacio
com o acido, houve a necessidade de incubar o WE 30 minutos com PBS, de forma a neutralizar

0 mesmo.

Em relacdo a tripsina, esta foi testada em diferentes pHs, 6 e pH fisiologico, sendo que
em ambos os casos se procedeu a uma limpeza eletroquimica com PBS (através da técnica de CV)

para clarificar a superficie do WE de qualquer enzima que possa ter adsorvido a superficie.

Para todos os agentes de remocao testados, foram realizadas trés leituras com a solucao

redox de ferro para confirmar o efeito e a estabilizacdo apds a remocao da STEAP1. A Tabela 2.2

apresenta o procedimento realizado com os diferentes agentes de remocao.

Tabela 2.2: Lista de agentes de remocao utilizados e respetivo procedimento prético.

Agente de remocao Procedimento
Proteinase K Incubacgao de 5 ul no WE durante 2 horas a temperatura ambiente em
meio hamido.

Incubacdo de 5 ul no WE durante 2 horas seguida de 1leitura com a

Proteinase K + Acido soluc¢do redox de ferro. Seguidamente, incubacio de 5 pl de 4cido oxéalico
oxalico no WE e, por fim, neutraliza¢io de 30 minutos em PBS (5 ulno WE).

Todo o procedimento foi realizado em ambiente himido a temperatura

ambiente.
Todas as solucoes foram preparadas em PBS a pH 6. Iniciou-se a

Tripsina a pH 6 incubacao de 5 pl de tripsina no WE durante 1hora a 37°C. Por fim,
realizou-se a limpeza eletroquimica com PBS.

Todas as solugoes foram preparadas sem alteracao do pH de

Tripsina a pH 7 aproximadamente 7,4 do PBS. Inicialmente, incubaram-se de 5 ul de

tripsina no WE durante 1hora a 37°C. Por fim, realizou-se a limpeza

eletroquimica com PBS.
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2.3. Analise do desempenho do biossensor

2.3.1. Curva de Calibracao

Apobstodo o processo de construgdodo biossensor, o passo seguinte focou-se na avaliacio
da sua capacidade de detecao da STEAP1, ou seja, na capacidade de religar/interagir com a
proteina através das cavidades molde formadas pela remoc¢ao da mesma. Posto isto, a curva de
calibracdo é de extrema importanciauma vez que representa a relacao entre a concentracao de
analito e o sinal medido. Além disso, através da curva de calibracao é possivel definir um limite
de detecdo (LOD), que é entendido por ser a concentragdo mais baixa de analito que é facilmente
distinguida de zero, ou seja, é a concentracao minima possivel de detetar através da variacao do
sinal. Adicionalmente, parametros como a sensibilidade e a qualidade de resposta também

podem ser mensurados através do declive de reta [108].

Deste modo, para a realizacdo da curva de calibracio, procedeu-se a estabilizagio do
biossensor, através de incubacdes sucessivas de 5 ul do branco (PBS) durante 20 minutos na
superficie do WE, sendo realizada uma leitura com a solugao redox de ferro ap6s cada incubacao.
Apbés a estabilizacdodosinal, sioiniciadasasincubacg6es com os padroes (Tabela 2.3),igualmente
com um volume de 5 pl durante 20 minutos na superficie do WE, seguindo-se uma leitura com a
solucao redox apés cada incubagdo. O papel da solucgao redox passa por avaliar o sinal produzido,
ou seja, uma variacao no sinal significa que ocorreu alguma alteragdo na superficie do biossensor,
havendo assim a possibilidade de criar uma curva de calibracdo que relacione a variagao do sinal

com a altera¢do da concentragao de proteina nos diferentes padroes utilizados.

Em suma, as curvas de calibrac¢do foram obtidas através da técnica de SWV e construidas
através do auxilio de um conjunto de pontos obtidos através da leitura com a solucao redox e que
variam consoante a concentracao de analito, 0 que nos permite assim ter uma relacao de

sinal/concentracao de STEAP1.
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Tabela 2.3: Conjunto de solu¢bes padrido de STEAP1 diluida em PBS e respetiva
concentracao.

Padrao (preparado em PBS) Concentraciao de STEAP1 (ug/mL)

1 0,00013

0,0013
0,013
0,13
1,3
13

AN O~ W N

2.3.2. Analise em pellet de extratos celulares LNCaP

Nesta fase, foram igualmente realizados ensaios em pellet de extratos celulares LNCaP,
de forma a avaliar a performance do biossensor em condigdes mais realistas, com a presenca de

outras moléculas que possam interferir na etapa de detegao.

Assim, iniciou-se igualmente o ensaio com a estabilizac¢do do biossensor, mas neste caso
em pellet de extratos celulares LNCaP, que funcionou como branco. Seguidamente, os padroes
(Tabela 2.4) foram preparados de acordo com o descrito no ponto 2.3.1, com a diferenca de que a
diluicao da proteina para as diferentes concentragoes foi realizada neste meio. Em termos do
procedimento, as incubac6es foram realizadas nas mesmas condig¢oes (5 pl durante 20 minutos

na superficie do WE), sempre seguidas de uma leitura com a solucao redox de ferro.

A curva de calibracao foi igualmente obtida através da técnica de SWV, pela utilizacao de

um conjunto de pontos obtidos através da incubac¢ao com os diferentes padroes.

Tabela 2.4: Conjunto de padrdes preparados através da solu¢io mie de STEAP1 em pellet
de extratos celulares LNCaP.

Padriao (Preparado em pellet de extratos Concentracio de STEAP1
celulares LNCaP) (ng/mL)

1 0,00013

2 0,0013

3 0,013

4 0,13

5 1,3

6 13
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2.3.3. Estudo da seletividade

Relativamente ao desempenho analitico de um biossensor, além da sua capacidade de
detetar o analito em diferentes concentracgoes, torna-se fundamental assegurar a sua seletividade
para a biomolécula. Este facto relaciona-se com a utilizacao do biossensor em testes clinicos, uma
vez que ira ser colocado em contacto com fluidos extremamente complexos, como € o caso de
extratoscelularesede matrizesbioldégicascomo osangue, a urina e o soro. Assim um dos objetivos
primordiais é que o biossensor seja capaz de identificar o analito num meio complexo. Desta
forma, é de extrema importancia certificar que o biossensor seja seletivo especificamente para o

analito em questao.

Nesta fase, o estudo da seletividade foi realizado incluindo alguns possiveis interferentes
como € o caso do acido 1-glutdmico (C= 2 pg/mL), o &cido aminobenzdico (0.1 ug/mL) e uma
proteina associada ao cancro colorretal, o antigénio carcinoembrionario (CEA) (C=0.00025
ug/mL). Relativamente ao procedimento experimental, foi realizado um estudo da seletividade
por mistura, ou seja, foram utilizados dois sensores (MIPs). Em um dos biossensores, apos
estabilizacdo em PBS, foi incubado o padrio 3 (0,013 pug/mL de STEAP1) preparado em PBS
durante 20 minutos, seguido de uma leitura com a solugdo redox de ferro. Relativamente ao
segundo biossensor, apds estabilizagio, foi incubada uma mistura do padrio 3 com a solugio
diluida de interferente durante 20 minutos, seguida de uma leitura com a solucao redox de ferro.
Apos a realizacdo de triplicados para cada interferente, pretendeu-se garantir que o sinal obtido
com a incubacio da mistura do padrao 3 com o interferente fosse minima ou até mesmo nula em
relacao ao sinal obtido pela incubacgdo com apenas o padrdo 3, o que ira garantir e assegurar a

seletividade do biossensor, pelo menos para os interferentes testados.

De salientar que a escolha das concentracgoes dos interferentes foram definidas tendo em
conta os seus niveis naturalmente presentes no meio utilizado para o crescimento das células
LNCaP, que esta contido no pellet de extratos celulares (no caso do acido L-glutamico e do acido
aminobenzoico). No entanto, uma vez que para efeitos de calibragdo o pellet foi diluido 10 vezes,
os interferentesforam diluidosigualmente 10 vezes. No caso da proteina CEA, a sua concentracgao

foi definida tendo em conta o seu limite fisiologico detetavel em amostras de soro (2.5 x 104

pg/mkL).
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2.4. Analise qualitativa dos materiais

2.4.1. Analise em Raman

Para analise da superficie do biossensor em Raman, foram preparadas diferentes
amostras, nomeadamente: C-SPE sem qualquer pré-tratamento; C-SPE funcionalizado com
CNTs-PAH/Ptd; MIP sem etapa de remog¢do; MIP com etapa de remocgao e NIP. Para a obtenc¢ao
dos espectros foi utilizado um microscopio confocal equipado com um laser de excitacdo de 532

nm com os parametros descritos na Tabela 2.5.

Tabela 2.5: Lista de parametros e respetiva configuragido para a obtencido dos espectros
em Raman.

Parametros Configuracao
Potential 532 nm
Aperture 50 umslit
Photo-Bleach 0.5 min
Max. Collect time 1.0 sec
Enlargement 50x
2.4.2. Analise em SEM

A andlise em SEM foi realizada externamente pelo grupo CINBIO “Nanomaterials,
TeamNanoTech”, da Universidade de Vigo para os seguintes materiais sensores: C-SPE sem pré-
tratamento; C-SPE funcionalizado com o nanocompoésito CNTs-PAH/Ptd; MIP com etapa de
remocao da STEAP1; MIP sem etapa de remog¢ao da STEAP1; MIP funcionalizado com CNTs-
PAH/Ptd com etapa de remocdo da STEAP1; MIP funcionalizado com CNTs-PAH/Ptd sem
remoc¢ao da STEAP1; NIP funcionalizado com CNTs-PAH/Ptd com etapa de remogao.
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Capitulo 3 — Discussao e Resultados

No desenvolvimento do biossensor eletroquimico para a detecao da STEAP1 foram
realizadas varias otimizacGes nos diferentes passos de construgdo anteriormente referidos no
capitulo 2. Desta forma, o objetivo do capitulo 3 é descrever e discutir as diferentes otimizacoes

quelevaram ao design final do biossensor.

3.1. Construcao do Biossensor

3.1.1. Sintese do MIP e do NIP

De forma a avaliar o efeito da impressao molecular na construcao do biossensor, foram
sintetizados dois materiais sensoriais, um MIP, que corresponde a um biossensor com impressio

molecular da STEAP1 e um NIP, que nao contém impressao molecular.

O presente trabalho foi inicialmente baseado no trabalho descrito por Rui S.Gomes e
colaboradores, o qual descreve o desenvolvimento de um biossensor para a detecdo de uma
proteina associada ao cancro da mama (CA 15-3), pela utilizacao da tecnologia de impressao
molecular. Para o desenvolvimento do biossensor, foi realizada a eletropolimeriza¢io de uma
mistura reacional de PY-COOH, CA 15-3 e nanotubos de carbono de parede multipla (MWCNTS)

através da técnica de CV, sendo a proteina posteriormente removida por via enzimatica com a

tripsina [44].

Posto isto, ap6s algumas modificacOes e otimizacoes, efetuou-se um pré-tratamento
eletroquimico com KCl, seguido da fixacdo do nanocompoésito CNTs-PAH /Ptd na superficie do C-
SPE para ambos os materiais MIP e NIP. Posteriormente, para o passo de eletropolimerizagao
foram realizadas duas misturas reacionais diferentes. No caso do MIP, foi realizada uma mistura
reacional contendo o PY-COOH e a STEAP1. Relativamente ao NIP, a mistura reacional apenas
continha o polimero PY-COOH.

Sendo que um dos objetivos na construcdo do biossensor seria incorporar o
nanocompo6sito de CNTs-PAH/Ptd na superficie, cujo objetivo se focou em tornar o biossensor
mais condutor e consequentemente mais sensivel a alteragdes na sua superficie, a primeira
otimizagdo passou por confirmar se realmente este nanomaterial apresentaria o efeito esperado

na superficie do biossensor.

Desta forma, ap6s o pré-tratamento eletroquimico, incubaram-se 5 pl da solucao de
CNTs-PAH/Ptd na superficie do WE a 60°C por 20 minutos, repetindo duas vezes este
procedimento. No final, através da leitura com solugao redox de ferro, obtiveram-se graficos de

EIS e de CV, tal como demonstrado na Figura 3.1.
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Figura 3.1: Resultados da leitura em solucao redox de ferro apés a fixacdo de CNTs-PAH/Ptd. (A)
representa o grafico de EIS antes e depois da fixacdo do composito. (B) representa o grafico de CV antes e
apos a fixacao do composito.

Apos a analise da Figura 3.1, relativamente ao grafico da EIS (A), é possivel concluir que,
comparandoa superficie C-SPE (ap6sa limpeza eletroquimica com KCl) e a superficiecom CNTs-
PAH/Ptd (ap6s a fixacao do nanocompdsito), tal como seria de prever, deu-se um decréscimo
explicito na resisténcia a transferéncia de carga, o que se deve principalmente a elevada

condutividade do nanocompbsito.

Em termos do grafico relativo a técnica de CV (B), é de notar um ligeiro aumento da
corrente nos picos de oxidagdo/reducdo da superficie CNTs-PAH/Ptd, facto este que permite
constatar que onanocompdsitoimplementa nosistema biossensor uma diminui¢ao da resisténcia

a carga devido as suas propriedades de condutividade.

Em suma, apds a analise dos resultados relativos ao papel dos CNTs-PAH/Ptd na
superficie do C-SPE, é de concluir que a sua utilizacao alcangou o objetivo previsto em termos de
melhoria da condutividade da superficie. No entanto, é igualmente fundamental comprovar o seu

efeito na etapa final de detecao, resultados esses que serao discutidos posteriormente.

No que diz respeito ao passo de eletropolimerizacdo, num passo inicial foi utilizada a
técnica de CV com gama de potencial entre -0.8 e 1.1 V e com velocidade de varrimento de
0.02V/s. A Figura 3.2 demonstra os resultados da eletropolimerizacdo para os diferentes
materiais MIP e NIP.
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Figura 3.2: Resultados relativos as leituras com a solu¢do redox de ferro para (i) C-SPE ap6s pré-
tratamento eletroquimico, (ii) apés a fixacdo a superficie do compésito CNTs-PAH/Ptd e (iii)) apds
eletropolimerizacdo para MIP (A) e NIP (B).

De acordo com os resultados referenciados na Figura 3.2 é possivel comprovar o sucesso
da eletropolimerizacio tanto no MIP (Figura 3.2 A) como no NIP (Figura 3.2 B), através do
aumento significativo da resisténcia & passagem de corrente presente em ambos os graficos
relativos a técnica EIS (grafico A1 e B1). Adicionalmente, em ambos os graficos relativos a CV
(grafico B1e B2) é possivel visualizar uma diminuigao significativa do valor da corrente dos picos
de oxidacao/reducio, oque maisuma vez remete paraaformacgaoda matriz polimérica em ambos
os materiais MIP e NIP.
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Ambas as alteragdes observadas podem ser explicadas pelo principio do aumento de massa a
superficie do C-SPE devido a formag¢ado da matriz polimérica isolante, o que consequentemente
leva a um aumento da resisténcia a passagem de carga a superficie, tornando esta menos

condutora [109].

No quediz respeito a diferenciacio entre os materiais MIP e NIP, é de notar que o MIP
apos eletropolimerizacao apresentou uma maior resisténcia a passagem de corrente, o que é
facilmente entendido devido a presenca de proteina, o que leva a um aumento adicional de massa

a superficie em relacdo ao NIP, que apenas continha polimero na sua mistura reacional.

Seguidamente foi efetuada a etapa de remocao da proteina tanto no MIP como no NIP
(ponto 3.1.3), de forma a avaliar o efeito do agente de remocao na matriz polimérica com e sem

proteina.

Ao longo dos préximos topicos serdo abordadas as diferentes otimizacGes realizadas,
sendo evidenciadasasdiferencassignificativasentre MIP e NIP, em especial na etapa deavaliacio

da performance do biossensor na detecao de STEAP1.

3.1.2. Efeito dos agentes de remocao na matriz polimérica

O papel do agente de remocao é essencial na performance do biossensor, isto porque,
uma vez que se trata de um MIP, o objetivo é remover a proteina sem danificar a matriz

polimérica.

Assim, em condic¢Oes ideais, o agente de remocao deve promover uma alteragao do sinal
do MIP e deve manter o sinal do NIP praticamente inalteravel, o que iria significar que ocorreu a
remocao da proteina sem riscos da sua adsorcdo a superficie e sem danificacao da matriz
polimérica. Desta forma, foram testados diferentes agentes de remocao tais como a proteinase K,

a proteinase K juntamente com o 4cido oxalico, a tripsina a pH 6 e a tripsina a pH fisiolégico.

Uma vez que o pontoisoelétrico da STEAP1 é de 9.28, dependendo do pH do meio, esta
pode encontrar-se em estado positivo ou negativo [110]. Uma vez que a pH fisioldgico (pH de 7.4)
a proteina se encontra com carga positiva e dado que a solugao redox de ferro ([Fe(CN)s]3-/4 )
contém cargas negativas, ira ocorrer uma interacao i6nica entre a proteina e a solucdo redox, o
que levara a uma diminuicao da resisténcia a passagem de corrente. No entanto, durante a
remocao da proteina por via do agente de remocao, da-se uma diminuicao do nimero de cargas
positivas no meio, o que leva a uma menor interacao com a solucao redox e a um aumento
consequente da resisténcia a passagem de corrente. Neste sentido, sera de esperar que apds a
remocao da proteina, com qualquer um dos agentes de remocao testados, haja um aumento da
resisténcia a passagem de corrente, uma vez que o pH do meio é sempre inferior ao ponto

isoelétrico da proteina.
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De forma a avaliar o efeito dos diferentes agentesde remocao, recorreu-seas leiturascom
a solucao redox de ferro, obtendo-se assim informacao acerca da alteracao da superficie aquando

da incubacao com tais agentes, tal como demonstrado na Figura 3.3.
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Figura 3.3: Resultados de leituras com solucao redox de ferro referentes a técnica EIS (A1e B1) e CV (A2e
B2) apos incubacio de quatro diferentes agentes de remocao em MIP (A) para: (i) MIP + proteinase K; (ii)
MIP + proteinase K + acido oxalico; (iii) MIP + tripsina a pH 6; (iv) MIP + tripsina a pH fisiol6gico e em NIP
(B) para: (i) NIP + proteinase K; (ii) NIP + proteinase K + acido oxélico; (iii) NIP + tripsina a pH 6; (iv) NIP
+ tripsina a pH fisiologico.
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Pela analise da Figura 3.3, tal como seria de prever, apds a remocao da STEAP1 com os
agentes de remocao, hi4 um aumento significativo da resisténcia a passagem de corrente (com
excecdo da remocao efetuada com tripsina a pH 6). Comparativamente ao trabalho descrito por
M. de Lurdes Gongalves e colaboradores, que focou no desenvolvimento de um biossensor
eletroquimico para a deteciao de interleucina-6 através da técnica de impressdao molecular,
aquando da remocao da biomolécula ocorreu igualmente um aumento da resisténcia a passagem
de corrente, ao invés da suposta diminuicao da resisténcia pela diminuicao de massa a superficie
do WE. Este fendmeno est4 associado a diminuicao de cargas positivas a superficie, uma vez que
antes da sua remocgao a proteina se encontrava protonada a superficie do WE e, ap6s a sua
remocao, deu-se uma diminuicdo da interacao iénica entre a proteina e a solugao redox de ferro

([Fe(CN)s]3-/4- ), levando a um consequente aumento da resisténcia a passagem de carga [111].

Relativamente a anélise do comportamento dos materiais NIP ap6s serem expostos aos
diferentes agentes de remocao, ha igualmente um aumento da resisténcia a passagem de corrente
ap6s o procedimento de incubacdo. Tal comportamento pode ser justificado nao devido a
interacaoi6nica, uma vez que nao existe proteina protonada na superficie, mas sim por motivos
ou de adsorcao do agente de remocao a superficie ou, simplesmente, por alteragdo quimica da
superficie da matriz polimérica, o que acaba por se tornar inevitavel. No que toca a impregnacao
da técnica de impressao molecular no desenvolvimento de um biossensor, € quase inevitavel que
asuperficiedoNIP nioseja alterada apds o processo de remocgao, tal como observadonaliteratura
[44], [111], [112].

Em relacio aos diferentes agentes de remocao testados, tanto a tripsina a pH 6, a
proteinase K e a sua conjugacao com o 4cido oxélico, ndo apresentaram qualquer resultado
positivo na performance do biossensor, tendo-se obtido calibra¢es sem linearidade. No entanto,
apesar da tripsina a pH fisiol6gico ter demonstrado uma maior variacao em termos de aumento
da resisténcia, esta foi a que levou a uma calibracao maislinear, tal como pode ser observado na

Figura 3.4.
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Figura 3.4: Resultados relativos a calibracdo com os diferentes padroes, utilizando a tripsina a pH
fisiologico como agente de remocdo. Em (A) estad presente o grafico relativo a SWV correspondente a
calibracdo em PBS de um MIP. Em (B) estdo presentes as retas de calibracdo com as respetivas barras de
erro de triplicados de MIP e NIP.

Da anélise dos resultados constata-se que, apesar de a tripsina a pH fisiologico ter
alterado notoriamente a superficie do NIP, a calibragdo do MIP demonstrou alta linearidade,
sendo que o aumento do sinal é diretamente proporcional ao aumento da concentragdo de
STEAP1. Alémdisso, no quedizrespeito as retas de calibracio, o MIP apresentou um melhorvalor
de declive (0.8219), que é sinénimo de maior sensibilidade, e maior valor de R2 (0.995) emrelagao
ao NIP (declive de 0.5581¢e R2 de 0.9486).

Assim podemos concluir que a tripsina a pH fisiol6gico é a melhor opcao como agente de
remocao, salientandoaideia deque a técnica de impressao molecular é realmente uma mais-valia

na performance do biossensor.

3.1.3. Otimizacao dos parametros de eletropolimerizacao

A eletropolimerizacao foi realizada recorrendo a técnica de CV. Inicialmente, foi
necessario definir a gama de potencial a utilizar, pelo que se concluiu que a melhor gama seria de

-0.8 a1.1V, uma vez que o pico de oxidacdo do PY-COOH ocorre ao potencial de 0.9 V.
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Posteriormente, outro fator a otimizar foi a velocidade de varrimento, de forma a obter uma
matriz polimérica mais estavel. Tal como ja foi referido anteriormente, a velocidade de
varrimento, no caso da impressao molecular, influencia diretamente a porosidade da matriz
polimérica, ou seja, quanto maior a velocidade de varrimento, maior a porosidade da matriz

formada pela eletropolimerizagao do PY-COOH.

Ao longo das otimizacGes anteriormente referidas, foi utilizada uma velocidade de
varrimento de 0.02 V/s, tal como descrito por Rui S.Gomes e equipa de investigacao [113]. No
entanto, foi testada uma velocidade superior de 0.05 V/s, de forma a analisar se este fator
facilitava a ligacao da proteina a matriz e a sua posterior remocao. A Figura 3.5 apresenta os
resultados das leituras com a solucdo redox de ferro referentes a alteracao da superficie do sensor

com as diferentes velocidades de varrimento testadas.
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Figura 3.5: Resultados relativos as leituras com solu¢do redox de ferro para diferentes velocidades de
varrimento (0.02 e 0.05 V/s). Em (A1) e (A2) estdo presentes os graficos de EIS e CV, respetivamente, para
a velocidade de varrimento de 0.02 V/s. Em (B1) e (B2) estdo presentes os graficos de EIS e CV,
respetivamente, para a velocidade de varrimento de 0.05 V/s.
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Em cada um dos graficos representados na Figura 3.5, estao referidas as leituras para o
sensor C-SPE, MIP e NIP apos a eletropolimerizacao. Pelos perfis obtidos constata-se que, para
0.02V/s de velocidade de varrimento existe um aumento significativo da resisténcia a passagem
de corrente em relagio a velocidade de 0.05 V/s (graficos A1 e B1). Este registo é explicado pela
porosidade da matriz polimérica, ou seja, quanto maior a velocidade de varrimento, maior o
didmetro dos poros formados pela eletropolimerizagdo do PY-COOH. Assim, e de acordo com
Alexandra R. T. Santos e colaboradores, maiores velocidades de varrimento originam poros que
possam dificultara impressao molecular devido ao tamanho destes ser superior ao didmetro da
biomolécula. Adicionalmente, com o aumento da velocidade de varrimento h4 um aumento da
transferéncia de eletrdes, com consequente diminuicdo da resisténcia a passagem de corrente

[114].

Posto isto, pela observacao dos gréaficos relativos a EIS (A1 e B1) existe uma elevada
discrepancia no que diz respeito a resisténcia a passagem de corrente. Com a velocidade de
varrimento de 0.05 V/s a resisténcia é significativamente menor, o que se deve a maior facilidade
de passagem de eletroes entre os poros da matriz polimérica. No que refere aos graficos relativos
a técnica de CV (A2 e B2) o mesmo sucede, hd uma diferenca acentuada nos picos de
oxidac¢do/reducdo, sendo estes mais evidentes para 0.05 V/s, devido a maior facilidade de

passagem de eletroes.

De forma e entender a influéncia das diferentes velocidades de varrimento testadas na
performance dobiossensor, a Figura 3.7 representa as retasde calibracaodos MIPs com 0.02 V/s

e com 0.05 V/s de velocidade de varrimento.
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Figura 3.6: Retas de calibragdo correspondentes ao MIP com 0.02 V/s e ao MIP com 0.05 V/s de
velocidades de varrimento.

De acordocom a Figura 3.6 a velocidadedevarrimentode 0.02 V/s foi, sem davida,a que
levou a melhor performance do biossensor (declive de 0.9364 e R2 de 0.9879), apresentando
linearidade de valores. No caso de 0.05 V/s nao foi possivel tracar qualquer tipo de reta, uma vez

que apresentou um resultado completamente aleatério na calibragao, sem linearidade.

Assim sendo, conclui-se que com 0.05 V/s podera nao ter ocorrido impressao molecular
devido ao diametro de poros da matriz polimérica ser superior ao didmetro da proteina, o que é
justificado nao s6 pela aleatoriedade da reta de calibragio, mas também pela reduzida resisténcia

a passagem de corrente.

3.1.4. Estudo das condicoes de concentracao de STEAP1

Apos a otimizagao da etapa de remocao da proteina, outro fator de estudo é a otimizacio
das condicdes da solucio de polimerizacdo, nomeadamente a concentracdo de STEAP1. E
importante salientar que a concentracao de proteina é fundamental para a impressao molecular,
uma vez que, quanto maior a concentracdo, maior o nimero de impressées da mesma na

superficie da matriz polimérica [110].
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Por outrolado, a utilizacdo deuma concentracao demasiado elevada poderalevarauma saturacao

darede, impedindo a certo ponto a eletropolimerizagao do PY-COOH [109].

No estudo das condigdes de remocao foi utilizada na solucao reacional uma concentracio
de proteina standart de 0.1 ug/mL. No entanto, optou-se por testar uma segunda concentragio
de 1 ug/mL, de forma a avaliar a performance do biossensor aquando de diferentes condi¢des de

concentracao, utilizando a tripsina a pH fisioldgico como agente de remocao.

Na Figura 3.7 estao presentes os resultados relativos as leituras com a solu¢ao redox de

ferro antes da remocao e ap6s a remog¢ao com tripsina.
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Figura 3.7: Resultados relativos as leituras com solucao redox de ferro para diferentes concentragoes de
proteina (0.1 e 1 pg/mL). Em (A1) e (A2) representam-se os graficos de EIS e CV, respetivamente, para a
concentracao de STEAP1 de 0.1 ug/mL. Em (B1) e (B2) estdo presentes os graficos de EIS e CV,
respetivamente, para a concentra¢io de STEAP1de 1 ug/mL.

Da analise dos resultados apresentados na Figura 3.7, podemos constatar que para o MIP
com 0.1 ug/mL de STEAP1, relativamente ao grafico A1, como seria de prever ocorreu um
aumento da resisténcia a passagem de corrente apds a remocao da STEAP1 devido a diminuicao

da interagdo idnica entre a proteina protonada e a solu¢ao redox de ferro.
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Por sua vez, no caso do grafico B1, relativo ao MIP com 1 ug/mL de STEAP1, ocorreu o inverso,
havendo uma reducdo da resisténcia a passagem de corrente. Tal facto ocorreu devido a
concentracao superior de proteina, que teve um maior impacto aquando da eletropolimerizacio
na matriz, devido a formacdo de um maior nimero de cavidades. Assim, uma vez que na
eletroquimica existe um balanco entre cargas e massa a superficie, ap6s remogao da STEAP1
ocorreu uma maior reducao de massa a superficie do WE, provocando uma diminuicdo na
resisténcia a passagem de corrente e balanceando o efeito da interagao i6nica. Além desse facto,
aquando da eletropolimerizacdo, o MIP com 1 ug/mL de STEAP1 apresentou uma maior
resisténcia a passagem de corrente (B1) do que o MIP com 0.1 ug/mLde STEAP1 (A1), o que se
deve ao aumento de massa a superficie devido & maior concentragdo de STEAP1 utilizada na

solug¢do de polimerizacéo.

De forma a comprovar as diferencas entre as duas concentragoes de proteina utilizadas
foram construidos triplicados de MIPs com 0.1 ug/mL de STEAP1, MIPs com 1 ug/mL de STEAP1
e NIPs (sem proteina), sendo posteriormente construidas retas de calibracdo com as médiasda
altura do pico relativo a técnica SWV para a incorporacao de barras de erro, de forma a definir a

melhor concentragdo de STEAP1 a utilizar, conforme demonstrado na Figura 3.8.
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Figura 3.8: Retas de calibracdo com as médias de triplicados, juntamente com as respetivas barras de erro.
(A) corresponde as retas de calibragao de MIP com 0.1 ug/mL de STEAP1 e de NIP. (B) corresponde as retas
de calibracdo de MIP com 1 ug/mLde STEAP1e de NIP.

Tendo em consideracao os resultados obtidos (Figura 3.8), é de concluir que o MIP com

0.1 pg/mLde proteina apresentou maior sensibilidade (declive de 0.8219) e um valor semelhante

de R2(0.995) relativamente ao MIP com 1 ug/mL de proteina (declive de 0.765 e R2de 0.9955).
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Desta forma, sabendo que o MIP com menor concentrac¢ao de proteina apresentou boa
linearidade, reprodutibilidade e maior sensibilidade, foi estabelecido avancar os restantes estudos

COm O mesmao.

Adicionalmente, constata-se na Figura 3.8 que a impressao molecular é indispensavel no
desenvolvimento do biossensor, uma vez que os resultados de calibracio em NIP sdo

insatisfatorios em relagdo a ambos os MIPs desenvolvidos.

3.1.5. Estudo do efeito do composito CNTs-PAH/Ptd na etapa
de detecao

Apesar de ja ter sido comprovado o efeito do composito CNTs-PAH/Ptd na superficie do
sensor, tal como descrito no ponto 1.1, resta provar se realmente a sua incorporagio tem um
impactosignificativona performance dobiossensor. Desta forma, foram realizadostriplicadosde

NIPs e MIPs com e sem CNTs-PAH/Ptd, cujos resultados constam na Figura 3.9.
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Figura 3.9: Retas de calibracio correspondentes a triplicados de MIP e NIP sem (A) e com (B) CNTs-
PAH/Ptd.
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De acordo com os resultados da Figura 3.8, é de notar que a incorporacao do compdésito
CNTs-PAH/Ptd melhora significativamente a detecao de STEAP1, o que pode ser comprovado
tanto pela maior linearidade das retas de calibracio obtidas, como pelos valores de declive e Rz,
correspondentes ao NIP e MIP com CNTs-PAH/Ptd (B) em comparacao com os seus

correspondentes sem 0 nanocompo6sito incorporado (A).

No entanto, no caso dos materiais sensores sem a incorporacao do nanocomposito (A), é
de notar um valor significativamente superior da corrente, o que pode ser justificado pela
utilizacao de diferentes lotes de chips C-SPE, nos quais existem algumas diferencas em termos da

condutividade, fator esse que nao pode ser contornado.

Posto isto, é de concluir que a inclusdo dos CNTs-PAH/Ptd apresenta um papel
fundamental, ndosé por tornara superficie do sensor mais condutora, mastambém por melhorar

a performance do biossensor na etapa final de detegao.

3.1.6. Avaliacao da performance do biossensor na detecao
de STEAP1 em pellet de extratos celulares LNCaP

Apos terem sido definidos todos os parametros para a construcdo do biossensor, é
fundamental perceber o seu comportamento aquando da detecao de STEAP1 num meio mais
complexo do que o PBS. Desta forma, foram realizadas calibragdes em triplicados utilizando
padrées diluidos em pellet de extratos celulares LNCaP (10 vezes diluido). A Figura 3.10

representa o grafico relativo a reta de calibracdo com as médias de triplicados de MIP.
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Figura 3.10: Reta de calibracao correspondente aos triplicados de calibragao em pellet de extratos celulares
LNCaP de MIP.

Pela observacao do grafico da Figura 3.10, salienta-se a linearidade nos resultados
alcancados e a boa sensibilidade do biossensor para a detecao de STEAP1 em pellet de extratos
celulares LNCaP, o que pode ser comprovado pelo valor de declive e R2da reta (2.2286 € 0.99,
respetivamente). Em paralelo, foi igualmente testado um NIP que, mais uma vez, ndo apresentou

resultados tao promissores como o MIP.

3.1.7. Estudo da seletividade do biossensor

Apbs comprovar que o biossensor tem a capacidade de detetar a proteina alvo num meio
mais complexo, no caso particular do pellet de extratos celulares LNCaP, analisou-se a
seletividade dobiossensor, deforma a compreender a sua capacidadededistinguira STEAP1num

meio com potenciais interferentes.

Desta forma, foianalisadaa composicao domeiode cultura de células LNCaP (meio RPMI
1640) e foram escolhidos dois componentes diferentes, nomeadamente um aminoéacido (acido L-

glutdmico) e uma vitamina (adcido aminobenzbico) [115].
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Tal como referido anteriormente no capitulo 2 (ponto 1.3.3.), o acido L-glutamico foi
utilizado a uma concentracao de 2 pg/mL (diluicao de 10 vezes) e o acido aminobenzoico a uma
concentracdo de 0.1 ug/mL (diluicdo de 10 vezes). Além disso, foi testado um 3° possivel
interferente, neste caso uma proteina, a CEA (antigénio carcinoembriogénico), pelo facto de, tal
como a STEAP1, ser uma biomolécula associada a uma doencga oncolégica, neste caso o cancro
colorretal. A CEA foi utilizada a uma concentracao de 0.00025 ug/mL, que constitui o seu limite

fisiologico detetavel em amostras de soro [116].

Posto isto, a percentagem de interferéncia foi avaliada através do método de mistura, que
consistiu em realizar dois MIPs, um no qual foi apenas avaliada a detecao de um padrao de
STEAP1(0.013 ug/mL) e outro em que se avaliou a interferéncia de uma mistura de STEAP1 com
o interferente, sendo que o objetivo passe por nao haver diferenca de sinal entre ambos os MIPs.
A Figura 3.10 representa o grafico relativo aos resultados de triplicados com os trés interferentes

testados e as respetivas variagoes percentuais.
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Figura 3.11: Graficoque representa os resultados doteste de seletividaderealizado para diferentes espécies
interferentes.

Pela analise da Figura 3.11, é de notar que o 4cido aminobenzoico foi o interferente com
mais impacto na superficie do biossensor, apresentando uma variacao de 14% em relagao ao sinal

da STEAP1.
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Por contraste, o acido L-glutamico foi o interferente com menos impacto na alteracao da
superficie do biossensor. No entanto, no geral todos os interferentes testados apresentaram uma

variacao dentro do limite aceitavel [117].

Em conclusao, apesar de s6 terem sido testados trés espécies interferentes, pode-se dizer

que o biossensor é seletivo para a detegio da STEAP1.
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3.2. Caracterizacao dos Materiais

3.2.1. Caracterizacao fisico-quimica em Raman

A espectroscopia de Raman é uma técnica de alta resolugdo que pode fornecer
rapidamente informacao quimica e estrutural de um material. Os espectros obtidos através desta
técnica possuem 3 picos caracteristicos e distintos: 1 pico referente a banda G, que corresponde a
ligacdo de carbono (C=C); 1 pico relativo a banda D, que corresponde aos defeitos, ou seja, a
desordem estrutural dos materiaise, por fim, 1 picocorrespondentea banda 2D, que corresponde

ao prolongamento da banda G com frequéncias mais elevadas [99], [118].

No quediz respeitoa banda G, relativa a frequéncia dedeslocamento tangencial (proxima
de 1590 cm-), esta € sensivel a transferéncia de carga entre a superficie do elétrodo e a mistura
reacional [119]. Além disso, a banda G est4 igualmente relacionada com o modo tangencial (no
plano) de dois &tomos de carbono em vibra¢ao um com o outro, modo denominado por simetria

de camada interna E.G, que representa o grau de cristalinidade dos materiais [118].

Por sua vez, a banda D, com intensidade compreendida entre 1290 e 1350 cm™, esta
relacionada com camada amorfa do carbono. Assim, a banda D est4 associada aos defeitos e as

modifica¢oes quimicas da estrutura hexagonal dos carbonos [120].

O indice ID/IG é particularmente 1til para avaliar as diferentes modificacGes nos
materiais. Assim, um valor de indice ID/IG superior esta associado a uma estrutura com mais
defeitos e, por sua vez, um indice ID/IG inferior esta associado a uma estrutura mais cristalina
[118].

Posto isto, foram analisados por Raman os seguintes materiais:

e C-SPE;
e CSPE-CNTs-PAH/Ptd;
e NIP;

e MIPsem remocaoda STEAP1;
e MIPcomremociaoda STEAP1.

Apoés a analise dos materiais acima mencionados, é necessario, através dos espectros de
Raman, avaliar a intensidade das bandas G e D, bem como analisar o valor do indice ID/IG, de

modo a que seja possivel comparar e avaliar as principais diferencas registadas.

Na Tabela 3.1 estao discriminados os valores relativos as bandas D e G e ao indice ID/IG

obtidos através dos espectros de cada um dos materiais em analise (Figura 3.12).
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Tabela 3.1: Resultados dos valores de bandas e indice ID/IG resultantes da analise em
Raman.

Materiais Banda D Banda G ID/1IG
(cm?) (cm™)

C-SPE 770.64 1000.76 0.772

C-SPE-CNTs-PAH/Ptd 550.34 764.37 0.725

NIP 561.57 912.73 0.615

MIP sem remocao 738.9 882.00 0.844

MIP com remocao 738.1 934.96 0.789
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Figura 3.12: Graficos resultantes da anélise em Raman para diferentes materiais sensores.

Analisando a estrutura geral do espectro (Figura 3.12), sao destacados dois picos muito
distintos. O primeiro pico esta presente na regiao a volta dos 1300 cm-(banda D) e o segundo na
regiao dos 1600 cm (G). Além disso, é igualmente indicado o racio da intensidade entre os picos
D e G, o que é especialmente 1itil para determinar a pureza e o grau de modificacdo quimica de
cada amostra. Assim, € possivel observar diferencas consideraveis de intensidade e deslocamento

dos picos entre os diferentes materiais.
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Comparando a presenca e o deslocamento das bandas entre o C-SPE e o C-SPE
funcionalizado com CNTs-PAH/Ptd, com valores de indice ID/IG de 0.772 e 0.725,
respetivamente, tal diminuicao do indice deve-se ao facto da presenca de um decréscimo dos
defeitos estruturais da amostra devido a presenca dos nanotubos de carbono (CNTs) no material
composito. Estes mesmos defeitos favorecidos em termos de decréscimo (ID/1G=0.615) com a
presenca do NIP na superficie do elétrodo modificado com o compoésito, 0 que comprova a

presenca de polimero na sua superficie.

Relativamente aos espectros Raman dos materiais MIP sem remocdao e MIP com
remocao, as informacoes mais relevantes envolvem o racio dos seus picos. Os racios ID/IG de
0.844 e 0.789 indicam que os defeitos diminuiram devido a remocao da proteina na matriz.
Assim, pode ser referido que a proteina interfere com a superficie do biossensor através da

inducao de desordenacio na estrutura do material.

No geral, tais resultados confirmam a ocorréncia de modificagdes quimicas no elétrodo,
sendo possivel distinguir as diferentes etapas de modificacio por este meio, tal como registado

em diferentes trabalhos presentes na literatura [117], [112], [121].

3.2.2. Microscopia eletronica de superficie (SEM)

A microscopia eletronica de superficie (SEM), € uma ferramenta essencial para a analise
morfolégica dos materiais, sendo capaz de produzir imagens tridimensionais de alta resolugao
[102]. Desta forma, torna-se essencial comprovar as alteracdes a superficie induzidas no

biossensor. Para tal, foram analisados os seguintes materiais:

e C-SPE;

e CSPE-CNTs-PAH/Ptd;

e MIP com etapa deremocaoda STEAP1;

e MIPsem remocaoda STEAP1;

e MIP funcionalizado com CNTs-PAH/Ptd com etapa de remoc¢ao da STEAP1;
e MIP funcionalizado com CNTs-PAH/Ptd sem remog¢ao da STEAP1;

e NIP funcionalizado com CNTs-PAH/Ptd com etapa de remogao;

e NIPcom etapa deremogao.

Foram analisados diferentes materiais com o objetivo de conseguir distinguir as diferentes
modificagOes na superficie do sensor. Neste sentido, na Figura 3.13 estao presentes as imagens

tridimensionais obtidas por SEM com um grau de ampliacao de 20 000, 50 000 € 100 000 X.
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Figura 3.13: Resultados relativos a analise por SEM de diferentes materiais sensores a diferentes
ampliacoes (20 000, 50 000 e 100 000x). Em A) e B), respetivamente, estdo apresentados os resultados
relativos aos materiais sem o compdsito CNTs-PAH/Ptd e os materiais funcionalizados com o compdsito
CNTs-PAH/Ptd.

Pela analiseda Figura 3.13, é possivel distinguir as diferentes modificacGes nos materiais.
Primeiramente, comparando a Figura 3.13 A com a Figura 3.13 B, cuja diferenca se foca na
presenca do nanocompoésito CNTs-PAH/Ptd, é possivel diferenciar no caso da Figura 3.13 B
esferasbrancas que correspondem ao compoésito CNTs-PAH/Ptd, o quesignifica que a sua fixacdo

a superficie foi realizada com sucesso.
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Adicionalmente, é possivel observar a presenca da matriz polimérica formada pela
eletropolimerizacdo do PY-COOH, que se encontra presente em todos os materiais com excecao
do material C-SPE e do material CSPE- CNTs-PAH/Ptd (que nao continham polimero), o que
pode ser visualizado pela diferenca na rugosidade da superficie. Relativamente a STEAP1, é
possivel comprovar a sua presenga na Figura 3.13 A pela diferenca entre o MIP sem remogao € o
NIP, através do aparecimento de manchas mais escuras que nao aparecem no NIP (que apenas
contéma matriz polimérica). No caso do MIP com remogao funcionalizado com o nanocomposito,
a proteina nao é tao visivel uma vez que se encontra complexada com o polimero e com os CNTs-
PAH/Ptd, o que dificulta a sua visualizacao a superficie. Além disso, a presenca da STEAP1 a
superficie do material pode também ser comprovada pela diferente rugosidade entre o NIP e o

MIP, tanto com remo¢ao como sem remoc¢ao.
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Capitulo 4 — Conclusao e Perspetivas Futuras

A nivel global, o PCa é uma doenca altamente incidente em pessoas do sexo masculino. A
principal causa de morte provém do diagnodstico da doenga num estado mais avancado,
minimizandoa eficaciadotratamentoea qualidadedevida do paciente. Assim, torna-se essencial
o estudo de novas estratégiaspara a detecao precoce desta oncologia. APSA, apesarde ser o inico
biomarcador aprovada pela FDA, apresenta algumas limitacoes, como é o facto de ser uma
proteina especifica do 6rgao e nao da patologia, o que podera levar a iniimeros falsos positivos.
Assim, a STEAP1 surge como um biomarcador alternativo ao convencional, apresentando
evidencias da sua elevada expressao apenas em células cancerigenas e maioritariamente na

prostata, o que a torna altamente especifica para o PCa.

Os biossensores eletroquimicos apresentam-se como uma alternativa a métodos de
detecdomaisconvencionais e evasivos, tendo recebido especial atencaonos tltimosanos nas mais
diversas areas de aplicacdo. O seu desenvolvimento vem colmatar diversas desvantagens
associadas a técnicas mais convencionais, como é o caso da sensibilidade, reprodutibilidade,

limite de detecao e estabilidade.

O presente trabalho focou-se no desenvolvimento de um biossensor eletroquimico para a
detecdo da STEAP1, incorporando a tecnologia da impressao molecular e um nanocompdsito
condutor de nanoparticulas de platina dendriticas aminadas com nanotubos de carbono (CNTs-
PAH/Ptd). Para a construc¢ao do material sensorial foi utilizada a técnica de eletropolimerizagao
de uma mistura de STEAP1 com um polimero, o PY-COOH e, por fim, a remoc¢ao enzimatica por

via da tripsina.

No desenvolvimento experimental desta dissertacdo foram realizadas diversas
otimizagOes, nomeadamente na escolha do melhor agente de remocao, selecio da melhor
concentracao de STEAP1 e otimizacao dos parametros que influenciam a eletropolimerizacao.
Assim sendo, ap6s serem estudados possiveis agentes de remocao, foi definido que a tripsina com
pH fisiologico seria a melhor opgao, uma vez que permitiu uma melhor linearidade na etapa de
detecdo. Além disso, a STEAP1 foi definida a uma concentracao de 0.1 pg/mlL, mostrando
sensibilidade e linearidade na resposta obtida. Na etapa de eletropolimerizacio, foi utilizada a
técnica de CV a um potencial compreendido entre -0.8 e 1.1 V durante 10 ciclos com uma
velocidade de varrimento de 0.02 V/s. Relativamente ao papel do compoésito CNTs-PAH/Ptd na
superficie do biossensor, a sua incorporacao levou a uma diminui¢ao da resisténcia a passagem
de corrente e a uma melhor performance na etapa de detecio da STEAP1, levando a um

incremento notorio tanto na sensibilidade como na linearidade de detecao.

Adicionalmente, foram aplicadas técnicas para a caracterizacdo da superficie do
biossensor, nomeadamente a espectroscopia de Raman e a microscopia eletrénica de superficie
(SEM).
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Com o auxilio destas técnicas de cariz mais quimico e de analise da estrutura de materiais, foi
possivel comprovar o sucesso das diferentes modificacoes realizadas na superficie do material

Sensor.

Em suma, o biossensor desenvolvido neste trabalho apresentou boas caracteristicas em
termos de seletividade, sensibilidade e reprodutibilidade, apresentando igualmente um baixo
tempo de medicao e elevada linearidade na etapa de detecao. Assim sendo, pode ser concluido
que a abordagem desenvolvida nesta dissertacdo podera, num futuro préximo, ser aplicada

clinicamente a detecdo da STEAP1nolocal de cuidado.

Futuramente, apesar do biossensor apresentar aptidao para a detecio da STEAP1, ainda
nao existem evidéncias cientificas acerca da excrecdo da proteina na forma de vesiculas
extracelulares como exossomas, ficando assim por definir o limite fisiolégico da proteina e a
amostra fisioldgica a utilizar para a sua detecao. Neste sentido, como perspetivas futuras, seria de
elevado interesse cientifico comprovar o papel da STEAP1 como biomarcador do PCa e,
posteriormente, adequar o biossensor desenvolvido na presente dissertacdo para a sua

comercializacdo em larga escala.
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