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Resumo

O presente trabalho versa o desenvolvimento de um biossensor piezoelétrico para a
determinacédo do &cido Urico em amostras de urina na perspetiva do controlo e prevencao de
gota Urica. A motivagdo principal deste trabalho prende-se com o desenvolvimento de uma
metodologia alternativa aos procedimentos de diagnosticos estabelecidos, em particular um
imunossensor piezoelétrico, para determinacdo precoce de acido urico na urina,
caracterizada, essencialmente, por um procedimento simplificado, uma resposta rapida, pela
possivel reutilizacdo e por um baixo custo associado.

O elemento de reconhecimento bioldégico ou biorecetor do biossensor desenvolvido,
consistiu em anticorpos policlonais contra o 4cido Urico. Este elemento de reconhecimento foi
imobilizado na superficie do transdutor selecionado para o biossensor desenvolvido que
consistiu num cristal de quartzo, piezoelétrico, com 14 mm de didmetro, recoberto com um
elétrodo de ouro em ambas as superficies e exibindo uma frequéncia de ressonancia nativa
de 10 MHz. Como complemento do sistema de transducéo, foi utilizada uma microbalanca de
cristal de quartzo, a qual permitiu a medicdo da variacao da frequéncia de vibrag&o do cristal
piezoelétrico decorrente da ligacao da espécie de interesse ao biorecetor.

O procedimento de imobilizacdo do biorecetor incluiu a preparagdo inicial de uma
monocamada automontada de acido 11-mercaptoundecandico na superficie do sensor,
ativada com uma mistura de N-Hidroxissuccinimida e 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida. As condicdes experimentais inerentes a formacdo da biocamada foram
otimizadas com base numa andlise de variancia (ANOVA) de acordo com um planeamento
fatorial do tipo 23. Neste sentido, foram estudados 3 fatores, designadamente a concentracéo
de A&cido 11-mercaptoundecandico, a relacdo entre o 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida e o N-Hidroxissuccinimida e a diluicdo da solucdo de anticorpo comercial e 2
niveis para cada fator. Devido a limitac6es do planeamento, foram realizados alguns ensaios
adicionais visando a otimizacdo da resposta analitica biossensor e que versaram,
nomeadamente, o efeito do tempo de ligacdo dos anticorpos policlonais a monocamada
automontada e do tempo de incubacdo do antigénio ao biorecetor. Em termos da sua
performance analitica, o biossensor desenvolvido exibiu um intervalo de resposta linear entre
10 mM e 500 mM de acido Urico, uma sensibilidade de 0,578 Hz ug™* mL, um limite de detegédo
de 5,0 ug/mL, um limite de quantificacdo de 18,0 ug/mL e um tempo de resposta de ~20min.

O biossensor desenvolvido foi utilizado na determinacao da concentragdo de acido Urico
em amostras de urina fortificadas com uma solucédo de antigénio comercial. Obteve-se um
erro relativo inferior a 10% para todas as concentracfes de controlo, homeadamente
20 pg/mL, 75 pg/mL e 150 pg/mL de &cido drico, o que traduz uma exatiddo bastante
significativa das medidas efetuadas.

Palavras-chave: Imunossensor, transducao piezoelétrica, acido Urico, urina.






Abstract

The present work deals with the development of a piezoelectric biosensor for the
determination of uric acid in urine samples in the perspective of control and prevention of gout.
The main motivation of this work was the development of an alternative methodology to the
established diagnostic procedures, in particular a piezoelectric immunosensor, for the early
determination of uric acid in urine, characterized essentially by a simplified procedure, a fast
response, the possible reuse and a low associated cost.

The biological recognition element or bioreceptor of the developed biosensor, consisted of
polyclonal antibodies against uric acid. This recognition element was immobilized on the
surface of the transducer selected for the developed biosensor which consisted of a quartz
crystal, piezoelectric, 14 mm in diameter, covered with a gold electrode on both surfaces and
exhibiting a native resonance frequency of 10 MHz. As a complement of the transduction
system, a quartz crystal microbalance was used, which allowed the measurement of the
variation of the vibration frequency of the piezoelectric crystal resulting from the binding of the
species of interest to the bioreceptor.

The immobilization procedure of the biorecetor included the initial preparation of a self-
assembled monolayer of acid 11-mercaptoundecanoic acid on the sensor surface, activated
with a mixture of N-Hydroxysuccinimide and 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide.
The experimental conditions inherent to the formation of the biolayer were optimized based on
an analysis of variance (ANOVA) according to a 23 factorial planning. In this sense, 3 factors
were studied, namely the concentration of 11-mercaptoundecanoic acid, the ratio between
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide and N-hydroxysuccinimide and the dilution of
the commercial antibody solution and 2 levels for each factor. Due to planning limitations, some
additional assays were performed aiming to optimise the biosensor analytical response,
namely the effect of the binding time of the polyclonal antibodies to the self-assembled
monolayer and the incubation time of the antigen to the biosensor. In terms of its analytical
performance, the developed biosensor exhibited a linear response range between 10 mM and
500 mM uric acid, a sensitivity of 0,578 Hz pg™ mL, a limit of detection of 5,0 ug/mL, a limit of
guantification of 18,0 ug/mL and a response time of ~20min.

The developed biosensor was used in the determination of uric acid concentration in urine
samples fortified with a commercial antigen solution. A relative error lower than 10% was
obtained for all control concentrations, namely 20 ug/mL, 75 ug/mL and 150 ug/mL of uric acid,

which translates into a very significant accuracy of the measurements performed.

Keywords: Immunosensor, piezoelectric transduction, uric acid, urine.
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Capitulo

1

Enguadramento do trabalho

A monitorizagdo da saude da populacdo e o diagnostico precoce de diversas patologias
sdo fatores cruciais para a prevencao e selecdo/desenvolvimento de tratamentos mais
eficazes. Nesta perspetiva, torna-se importante desenvolver ferramentas e metodologias com
a capacidade de diagndstico precoce e caracterizadas por uma operacionalidade simples, de
execucdo rapida e com baixo custo associado. Estas caracteristicas sdo destacadas pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), como objetivos a serem levados em considera¢do no
desenvolvimento de novos métodos de diagndstico (Merkogi et al. 2021).

O acido urico presente na urina ou no soro excretado pelos rins € o produto final do
metabolismo da purina e dos seus derivados provenientes do consumo excessivo de carne,
peixe ou marisco. O aumento da sua concentragdo no organismo humano esta associado a
varias condicbes médicas como a gota, a hiperuricemia, a insuficiéncia e a doenca
cardiovascular. Torna-se, portanto, muito importante a sua monotorizacao de forma regular.
Os métodos comumente utilizados para a detecdo de &cido Urico na prética clinica incluem,
por exemplo, a cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC, do inglés High Performance
Liquid Chromatography), a espetrofotometria, andlises por quimioluminescéncia, a
microscopia e exames imagiol6gicos. Estas técnicas caracterizam-se por serem morosas, por
requerem técnicos especializados e, ainda, por um elevado custo associado. (Yan et al.,
2020).

A procura por novas tecnologias alternativas tem envolvido a ciéncia numa
interdisciplinaridade bastante dindmica e produtiva, integrando o conhecimento de diversas
areas de conhecimento, colmatando as limitacdes particulares das metodologias tradicionais.
A combinacéo destas tecnologias emergentes com a extensa troca de conhecimento entre as
varias areas, permitiu o desenvolvimento de técnicas mais completas e abrangentes. Nesta
perspetiva incluem-se, entre outras ferramentas analiticas, os biossensores. Estes
dispositivos analiticos, que produzem um sinal mensuravel resultante da interacao entre um
elemento de reconhecimento biolégico ou biorecetor e o analito através de um transdutor, tém
vindo a despertar cada vez mais atencdo, encerrando vantagens como a simplicidade de
montagem e operacao, a elevada sensibilidade e seletividade e o baixo custo associado.

O presente trabalho teve como principal objetivo o desenvolvimento e montagem de um
biossensor piezoelétrico para a determinacéo precoce do acido Urico na urina, levando em
consideracdo as caracteristicas supramencionadas. A metodologia proposta assenta na

utiizacdo de um sistema de imunodetecdo associada a um processo de transducdo



piezoelétrica baseado numa microbalanca balanca de cristal de quartzo, visando a sinalizacéo
analitica do reconhecimento e ligacdo do acido Urico (espécie de interesse) ao elemento de
conhecimento bioldgico, que consistiu em anticorpos policlonais de coelho contra o antigénio

referido.



Capitulo

2

Introducao

2.1. Acido urico

O acido drico (AU) é um composto organico com a férmula quimica CsHaN4Os, cuja a
presenca no nosso organismo resulta do metabolismo das purinas produzidas no organismo
humano (Oliveira e Burini, 2012; Yan et al., 2020), mas também ingeridas através dos
alimentos ricos em proteinas. Este composto é formado pelo figado, a partir de fontes de
purinas exdgenas (por exemplo, ingestdo de carnes vermelhas e marisco) e enddgenas
(derivadas da morte celular), sendo 70% excretado pelo trato urinario e 30% pelo trato
gastrointestinal (Ambrosio et al., 2012). Uma funcdo renal anormal ou um metabolismo
excessivo das purinas podem determinar concentragfes elevadas de AU no sangue
(hiperuricemia), em face da superproducéo ou remocao insuficiente do composto da corrente
sanguinea (Oliveira e Burini, 2012). A remocdo insuficiente é a causa mais frequente de
hiperuricemia e estd associada a 90% de todos os casos desta patologia (Bai et al., 2017).
Embora a hiperuricemia esteja associada a varias condi¢cdes de salde, como a doenca
cardiaca, a insuficiéncia renal, a leucemia ou a sindrome de Lesch Nyhan, a condicdo mais
prevalente € a gota Urica, que consiste numa forma de artrite inflamatéria.

A gota Urica, comumente designada apenas por gota, é caracterizada por dor intensa nas
articulagcbes ou, em estados mais avancados, pela erosdo 6ssea e destruicao articular. Esta
condicdo inflamatéria € desencadeada por depdsito de cristais de monourato de sddio,
semelhantes a agulhas, nos espacos sinoviais das articulagdes (Falohun e McShane, 2020),
afetando cerca de 1-2% dos adultos em paises desenvolvidos (Oliveira e Burini, 2012). Para
além do tipo de alimentag&o parece existir, ainda, alguma predisposicao hereditaria para esta
patologia. Os principais sintomas séo a dor, o inchagco e a dificuldade em movimentar as
articulacoes.

Do ponto de vista epidemiolégico, os valores de referéncia para o 4cido Urico no sangue
situam-se entre 3,4 e 7,0 mg/dL, no caso do homem e entre 2,4 e 6,0 mg/dL no caso da mulher
(Cardoso et al, 2005). Na urina o seu valor varia entre 250 e 750 mg/24h
(Ratautaite et al., 2021).

Existem diferentes doencas com sintomas idénticos a gota. Por esse motivo, um
diagndstico correto é crucial, sendo, também, o histdrico clinico um fator bastante importante

(‘Gota, CUF’). Assim, a determinacdo precoce do AU em amostras biologias é desejavel,




podendo constituir um indicador fundamental para a detecédo atempada da doenca (Bai et al.,
2017).

O diagnéstico de gota é tipicamente efetuado através da identificacdo da presenca de
cristais de monourato de sodio em estruturas articulares, recorrendo a microscopia de luz
polarizada, com medicdo da percentagem de birrefringéncia. Este diagnostico pode ser
complementado com exames imagiolégicos como a radiografia, a ecografia, a tomografia axial
computorizada ou a ressonancia magnética. Exames complementares incluem, ainda, a
uricémia e a uricosuria. As técnicas referidas caracterizam-se por serem de dificil execucéo e
interpretac@o, por exibirem um tempo global de andlise elevado e por serem bastante
onerosas.

Neste ambito, os biossensores tém vindo a receber particular atengdo exibindo vantagens
associadas a uma montagem simples, a uma facilidade de miniaturizacdo, uma elevada
sensibilidade e seletividade e um baixo custo associado (Yan et al., 2020). Nesta perspetiva,
o presente trabalho versa o desenvolvimento de um biossensor com transducgéo piezoelétrica,

que se pensa poder vir a constituir uma alternativa viavel a estas técnicas mais tradicionais.

2.2. Técnicas utilizadas na determinacédo do acido urico

Em termos historicos, o primeiro método desenvolvido para a analise de acido Urico no
sangue foi introduzido por Offer em 1894. Este método era baseado na oxidagdo quimica do
acido Urico a alantoina, com reducéo do acido fosfotingstico a um cromoéforo de cor azul de
tungsténio que era determinado espetrofotometricamente. A absorvancia medida entre 660 e
720 nm era proporcional a concentracé@o do &cido urico. No entanto, este método apresentava
varios problemas, especialmente o de interferéncias devido a outras espécies capazes de
absorver na mesma gama de comprimento de onda ou a turvagéo provocada pela matriz da
amostra bioldgica (Erden e Kilig, 2013). Uma abordagem mais seletiva incluiu o uso da enzima
uricase ou urato oxidase (EC 1.7.3.3), que catalisa a oxidacdo do &cido Urico com a producéo
da alantoina, peréxido de hidrogénio e dioxido de carbono, conforme expressa a seguinte a
equacgéo (2.1):

uricase

acido arico + 0, + H,0 ——— alantoina + C0O, + H,0, (2.1)

Em 1941, Bulger e Johns introduziram outro método para a determinacdo de acido Urico
também com uso da enzima uricase. Este método baseava-se na medi¢cédo da variacdo da
absorvancia de uma amostra de AU a 290 nm antes e apds a conversao/oxidagao pela enzima
uricase permitindo, assim, a determinacdo da concentracdo original desta espécie. Embora

esteja comercialmente disponivel, a sua aplicagdo € limitada devido ao custo da enzima




uricase, tornando-se um fator limitante (Erden e Kili, 2013; Parthasarathy e
Vivekanandan, 2018).g

Métodos alternativos para determinacdo de acido Urico surgiram desde entdo e varias
técnicas, ainda atualmente utilizadas no diagndstico clinico desta espécie, como a
espectrofotometria ou a cromatografia liquida de alto desempenho foram relatadas
(Erden e Kili¢, 2013).

Varios sensores eletroquimicos usando elétrodos de platina modificados com filmes
semipermeéveis (Hoshi et al, 2003); nanotubos de ouro (Wang et al.,2007) ou carbono vitreo
modificado com diversos polimeros (Revin e John, 2011) foram, também, desenvolvidos para
a determinacdo de &cido Urico. Estas metodologias eletroquimicas exibem, tipicamente,
elevada sensibilidade, resposta rapida e baixo custo associado. No entanto, o &cido Urico e o
acido ascoérbico comumente coexistem em fluidos biol6gicos humanos, principalmente no
sangue e urina e o principal problema com a determinacdo eletroquimica de é&cido Urico
prede-se com a proximidade dos potenciais de oxidacdo de ambas as espécies, 0 que resulta
numa resposta sobreposta com baixa seletividade (Erden e Kilic, 2013). No entanto, a
seletividade e também a sensibilidade dos métodos eletroquimicos para a determinacgéo do
acido urico, puderam ser otimizadas com recurso a utilizagdo de enzimas como elemento de
reconhecimento. Os biossensores eletroquimicos desenvolvidos com base neste racional
analitico mostraram-se como uma ferramenta interessante em termos de analise de amostras
biologicas para a determinacdo de AU.

Com efeito, desde o trabalho de Clark e Lyons em 1962, com o desenvolvimento do
primeiro biossensor para a determinacdo da glucose no sangue, que 0s biossensores
eletroguimicos, que utilizam enzimas como elemento de reconhecimento biologico, tém
constituido uma area de investigacdo e desenvolvimento permanentes, uma vez que tém uma
capacidade Unica de reconhecer moléculas-alvo com rapidez, sensibilidade e seletividade
bastante significativas, mesmo em amostras reais de matriz complexa (Y. Liu et al., 2013).

Relativamente a utilizagdo particular de um biossensor na determinacdo de acido Urico,
salienta-se o trabalho de Moraes, et al. (2007) que exploraram a técnica de camada por
camada para imobilizar a enzima uricase em substratos de 6xido de indio dopado com
estanho e revestidos, posteriormente, com uma camada de Azul da Prissia. As camadas de
uricase foram alternadas com polietilenoimina ou policloreto de dialildimetilaménio, e as
biocamadas resultantes foram usadas na montagem de biossensores amperométricos para a
determinacédo do acido Urico.

Ahuja et al. (2010) descreveram um biossensor amperométrico para a quantificacdo de
acido urico em solucdo aquosa. A superficie de uma placa de vidro revestida com 6xido de
indio dopado com estanho foi modificada pela formac¢do de uma monocamada automontada

de 3-aminopropiltrietoxissilano, que permitiu a imobilizacdo subsequente de enzima uricase



por meio de uma ligacdo amida utilizando bis(sulfosuccinimidil) suberato como reagente de
reticulacdo. Como resposta analitica mediu-se a corrente elétrica em funcdo da concentracéo
de &cido drico, com aplicacdo de uma diferenca de potencial (d.d.p) de +0,26 V conjugado
com [Fe (CN) 6]* como marcador redox.

Ani Mulyasuryani et al. (2011) desenvolveram um biossensor condutimétrico enzimatico
para a detecdo do AU. A uricase utilizada foi isolada de Candida utilis e imobilizada na
superficie de um elétrodo de platina modificado com biocelulose. A aplicacdo do biossensor
na determinacdo de acido Urico em soro humano permitiu a obtencdo de resultados
favoravelmente comparaveis com os obtidos em laboratérios médicos.

O trabalho de Y. Liu et al. (2013) conduziu a um método simples e de fécil imobilizagdo da
uricase em superestruturas de nanoparticulas de ouro (NPsAu) e sua aplicagao na construgéo
de um biossensor amperométrico para determinacao de &cido Urico em amostras de sangue.
O desempenho do biossensor apresentou uma elevada sensibilidade e reprodutibilidade de
108 mM~ Y/cm™2 num tempo de resposta inferior a 4s.

Ghosh et al. (2015) apresentaram um biossensor eletroquimico para a determinagdo de
acido Urico no sangue usando ferroceno encapsulado pela uricase seguido da sua
imobilizacdo com uma membrana de nafion na superficie de um elétrodo de carbono vitreo.
O uso deste sistema de detecdo em amostras de sangue exibiu um limite de detecdo de
230 nM em comparacao com o método de referéncia colorimétrico (Bera et al., 2011) . Além
disso, mostrou excelente seletividade para o AU na presencga de agentes interferentes, como
o0 acido ascorbico, a glicose ou a xantina.

E importante referir que os dispositivos mencionados acima representam apenas uma parte
de diversos biossensores descritos na literatura para a detecéo do acido urico sendo, na sua
maioria, dispositivos eletroquimicos. Ainda assim, as suas aplicacdes em amostras biolégicas
apresentam, no entanto, algumas limitacoes.

Neste sentido, 0 objetivo do presente trabalho versou o desenvolvimento de um biossensor
para a determinacdo do acido Urico em amostras biolégicas, nomeadamente em urina com
recurso a uma transducao do tipo piezoelétrica, visando a otimizacao de parametros analiticos
relacionados com a analise referida, incluindo a sensibilidade, a seletividade e os limites de
detecdo (LOD, do inglés Limit of Detection) e quantificacdo (LOQ, do inglés Limit of
Quantification), o intervalo de resposta linear, entre outros.

Com efeito, uma revisao bibliografica revelou que, atualmente, ainda ndo existe nenhum
trabalho publicado que utilize a transducéo piezoelétrica para a determinacao deste tipo de
metabolito, tornando, nesta perspetiva, este trabalho pioneiro e, de certa forma, inovador.
Pretende, assim, desenvolver-se um biossensor que assente numa metodologia que se
caracterize por ser de f4cil operacao, resposta rapida, reutilizavel e com um custo de utilizagcéo

reduzido, o que possa traduzir-se, também, em vantagens significativas relativamente a



algumas metodologias ja desenvolvidas. Salienta-se, ainda, a possibilidade de determinacao
direta do acido Urico sem recurso a marcadores da reacdo de reconhecimento molecular,
como os do tipo 6tico, ou enzimatico ou redox, 0 que tornaria a aplicacdo bastante mais
onerosa. No dispositivo desenvolvido foi utilizado como elemento de reconhecimento bioldgico
um anticorpo policlonal (pAbs, do inglés Polyclonal Antibodies) contra o acido Urico,
otimizando a utilizacdo do dispositivo em amostras reais de matriz complexas, como por
exemplo, em amostras bioldgicas.

Tendo em conta que o objetivo do trabalho se prende com o desenvolvimento de um
biossensor, serd dedicada uma seccdo especial a este tipo de tecnologia onde serdo
abordadas as principais caracteristicas relacionadas com a construcdo do mesmo, bem como
os diferentes tipos de traducbes e metodologias de imobilizacdo do elemento de
reconhecimento biolégico.

2.3. Biossensores
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Atualmente, o desenvolvimento de biossensores é uma area multidisciplinar em forte
crescimento, que envolve o conhecimento e competéncias de areas tao distintas como a
biotecnologia, a genética, a quimica e a fisica, a ciéncia dos materiais ou a eletronica
(figura 2.1), numa perspetiva de complemento muatuo e satisfagdo das necessidades e

limitacBes de cada uma (Lowe, 2008; Malhotra e Chaubey, 2003).

Quimica  Biotecnologia  Electronica Fisica Materiais Genética

Figura 2.1 - Areas do conhecimento tipicamente envolvidos no estudo e desenvolvimento de biossensores,
evidenciado a multidisciplinaridade desta area de investigacéo.

Os biossensores sédo ferramentas analiticas com aplicacdes em diversos campos,
nomeadamente, no controlo da qualidade alimentar, no diagnéstico médico, na monotorizacéo
ambiental e em aplicacbes militares como, por exemplo, 0 combate ao terrorismo (Burcu e
Kemal, 2015; Mehrotra, 2015). Verifica-se que é na area biomédica que o desenvolvimento
de biossensores tem encontrado maior expressao, versando a monitorizacdo continua de
parametros, como a concentracdo de glucose, colesterol, lactato e outros metabolitos no
sangue, suor ou saliva (Narwal et al., 2019; Rathee et al.,, 2016; Sabu et al. 2019), o
diagndstico precoce de doencas cancerigenas (Cesewski e Johnson, 2020) ou

neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson (Yang et al.,, 2020) ou a detecdo de



microorganismos patogénicos em amostras bioldgicas (Cesewski e Johnson, 2020). O
sucesso dos biossensores na area biomédica perspetiva que estes dispositivos serdo, num
futuro préximo, uma ferramenta indispensavel na monitorizacao clinica da salde das pessoas
e também no diagndstico precoce de diversas patologias. (Metkar e Girigoswami, 2019). Ao
longo dos anos, tém sido feitos esforcos para tornar estes sistemas em tecnologias
point-of-care, de modo a aumentar a eficiéncia, portabilidade e simplicidade das andlises
(Malhotra e Chaubey, 2003).

A definicdo de biossensor foi convencionada pela IUPAC (International Union of Pure and
Applied Chemistry) e refere que um biossensor pode ser considerado como um “dispositivo
analitico que incorpora um elemento reconhecimento bioldgico (ERB) que reconhece e
interage com a molécula alvo ou analito presente numa amostra e, por meio do transdutor,
este evento de biorreconhecimento é transduzido num sinal elétrico discreto ou continuo,
diretamente proporcional a quantidade de analito na amostra” (Naranjo e Aguilar, 2019).
Assim, um biossensor é constituido, essencialmente, por um elemento de reconhecimento

bioldgico ou biorecetor e por um elemento transdutor (figura 2.2).
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Figura 2.2 - Principais elementos que constituem um biossensor. Adaptada de Thangamani et al., 2017

Um biossensor deve ser claramente diferenciado de um sistema bioanalitico ou
bioprocesso, que requer sucessivas etapas de processamento incluindo a adicdo de
reagentes (Koyun et al., 2012). Com efeito, os instrumentos analiticos que ndo incorporem um
elemento de reconhecimento biolégico ndo podem ser considerados biossensores, mesmo se
aplicados na andlise de amostras biolégicas. Além do mais, um biossensor deve ser um
dispositivo sem reagente, ou seja, a adicao de reagentes especificos ndo deve acontecer além
da relacionada com a disponibilizacdo da amostra a ser analisada (Monteiro e Almeida, 2019).
O proprio dispositivo ja incorpora 0s reagentes e elementos necessarios para a analise,

nomeadamente, o biorecetor e o elemento de transducéo.



O primeiro trabalho na area dos biossensores deve-se a Clark e Lyons (1962), com
descricdo do primeiro dispositivo para determinacdo de glucose no sangue. Este dispositivo
de 12 geracdo constitui a base para aquele que é hoje o biossensor mais utilizado,
designadamente, o medidor pessoal de glucose no sangue. Desde entdo, diversas melhorias
foram efetuadas, e apenas em 1987 foi introduzido no mercado o primeiro medidor de glucose
pessoal pela empresa “Medisense” (Matthews et al., 1987). Salienta-se, ainda, em termos de
biossensores comerciais de sucesso significativo, o desenvolvimento posterior do teste de
gravidez (T. Lee, 2008) e do dispositivo para medicdo do colesterol (Arya et al., 2008).

Os biossensores podem ser classificados de acordo com a natureza do elemento de
reconhecimento biolégico, o tipo de transducao do sinal ou uma combinagdo de ambos.

2.3.1. Elemento de reconhecimento biolégico

A principal caracteristica de um biossensor prende-se com o elemento de reconhecimento
gue neste tipo de sensores é um sistema bioldgico ou biorecetor, cujas caracteristicas naturais
e interacdo especifica com a espécies alvo sdo responsaveis pela elevada especificidade e
seletividade, tipicamente exibidas por estes dispositivos. De um modo geral, para a escolha
do elemento de reconhecimento bioloégico deve levar-se em consideragdo a natureza do
analito, a sua concentragdo na amostra, a presenca ou auséncia de substancias interferentes,
assim como outras condi¢fes inerentes a analise, nomeadamente, a temperatura e o pH do
meio reacional (Lowe, 2008).

Dependendo do tipo de elemento de reconhecimento biolégico utilizado, os biossensores
podem ser divididos em dois grupos: biossensores cataliticos e ndo cataliticos ou de afinidade.

Os biossensores cataliticos usam, predominantemente, enzimas como o elemento de
reconhecimento biol6gico, sendo que neste caso, 0 mecanismo de reconhecimento molecular
assenta numa reacéo bioquimica catalisada por este tipo de biorecetor. A enzima utiliza a sua
seletividade para se ligar a um substrato especifico e catalisar a sua conversdo em produtos.
A reacao catalisada possibilita a producédo de um sinal por parte do transdutor, que pode ser
baseado quer nos produtos da reacdo que vao sendo formados, quer nos reagentes que vao
sendo consumindo (Luppa et al., 2001; Patel et al., 2010). Os biossensores cataliticos podem,
ainda, utilizar como ERB, células inteiras ou tecidos biologicos, sendo ambos o0s sistemas
considerados como fontes de enzimas, com um mecanismo de funcionamento semelhante ao
descrito anteriormente.

Os biossensores nado cataliticos ou de afinidade s&o baseados na interacdo (ou
reconhecimento) por afinidade especifica com formacédo de um biocomplexo entre o biorecetor
e o0 analito. Os elementos de reconhecimento bioldgico tipicamente utilizados neste tipo de

biossensores incluem anticorpos e cadeias simples de &cidos nucleicos que reconhecem,



respetivamente, antigénios e sequéncias nucleotidicas complementares (Luppa et al., 2001;
Patel et al.,2010). Contrariamente aos biossensores cataliticos, ndo existe
conversao/consumo do analito, logo a composicao quimica da amostra mantém-se inalterada
e, desta forma, a amostra pode ser reutilizada para novos ensaios com a mesma metodologia,
ou com outra diferente, com vista a validacao dos resultados obtidos.

Os biossensores podem, ainda, ser designados pela natureza do processo e de acordo
com o0 seu componente biolégico. Serdo, por exemplo, biossensores enzimaticos quando
utilizam uma enzima como biorecetor, imunossensores quando utilizam anticorpos ou
genossensores quando utilizam cadeias de acidos nucleicos (Pejcic et al., 2006).

Tendo em conta que o objetivo do presente trabalho se prende com o desenvolvimento de
um imunossensor piezoelétrico para a determinagéo do &cido Urico em amostras de urina, o

ponto seguinte aborda com mais algum pormenor este tipo de dispositivo.

2.3.1.1. Imunossensor

Os imunossensores tém-se tornado cada vez mais populares e utilizados devido ao seu
excelente desempenho analitico em termos de seletividade e sensibilidade. Adicionalmente,
0s Ultimos avancos na areas da eletronica e dos nanomateriais tém ainda permitido a
miniaturizacdo destes dispositivos sem comprometer o seu desempenho analitico (Lim e
Ahmed, 2019).

Os imunossensores sao dispositivos analiticos que podem ser utilizados, essencialmente,
para a determinacdo de macromoléculas, como por exemplo, proteinas, assim como de
diversas outras espécies de interesse e microrganismos patogénicos. Os imunossensores
utilizam anticorpos, como elemento de biorreconhecimento, cuja especificidade e seletividade
otimizam significativamente a performance analitica destes dispositivos. Embora os
imunossensores, por norma, contenham anticorpos imobilizados e sejam capazes de
reconhecer antigénios, a reagdo oposta também é possivel. Isso significa que o imunossensor
pode ser construido utilizando um antigénio imobilizado como ERB e ser utilizado para o
reconhecimento de um anticorpo especifico (Pohanka, 2018).

A funcéo priméria de um sistema imunolégico é reconhecer e identificar todas as células e
moléculas como parte do mecanismo de defesa e classifica-las como prejudiciais ou ndo
prejudiciais.

Os anticorpos séo glicoproteinas segregadas pelos linfocitos B do sistema imunitario, que
reconhecem e se ligam a um determinado antigénio (invasor estranho), geralmente a uma
proteina exdgena, desencadeando uma resposta imunitaria (Glick et al., 2009). A regido
especifica do antigénio reconhecida pelo anticorpo é denominado por epitopo ou determinante

antigénico e vai ligar-se a uma regido da imunoglobulina designada por paratopo.
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Os anticorpos pertencem a familia das imunoglobulinas (Ig) e estdo entre os componentes
proteicos mais abundantes no sangue, constituindo cerca de 20% da proteina total no plasma.
A unidade estrutural basica de uma molécula de anticorpo em forma de Y, consiste em quatro
cadeias polipeptidicas: duas cadeias leves (L) (cada uma contendo cerca de 220
aminoacidos) e duas cadeias pesadas (H) (cada uma contendo geralmente cerca de 440
aminoacidos) idénticas, que estédo ligadas por ligacao dissulfeto (S-S) e ponte de dissulfureto
(Alberts et al., 2008).

A nivel funcional possuem duas regifes principais, a variavel e a constante, sendo a
primeira a responsavel pelo reconhecimento do antigénio e a segunda possui propriedades
efetoras. O dominio variavel confere especificidade ao anticorpo, dada a diversidade das
sequéncias aminoacidicas da regido variavel das cadeias leves e das cadeias pesadas.

Em cada regido variavel existem trés sub-regides variaveis (hipervariaveis), ou regiées
determinantes de complementaridade (CDR, do inglés Complementarity Determining Region)
gue correspondem ao centro de ligacéo ao antigénio. Esta ligacao é estabelecida por ligacbes
electroestéaticas, pontes de hidrogénio, forcas de van der Waals ou forcas hidrofébicas
(Arosa et al., 2012).

A estrutura geral de um anticorpo encontra-se representada na figura 2.3
As moléculas de anticorpos podem ser digeridas por proteases. Quando a digestéo é efetuada
pela papaina com uma protease obtém-se um fragmento de ligacdo ao antigénio (Fab) que
inclui as extremidades variaveis do anticorpo e um fragmento cristalizavel bem conservado
(Fc). Quando a digestao é feita pela pepsina, é produzido um fragmento designado por
F(ab’)., onde os dois bracos do anticorpo permanecem unidos, e o restante é clivado em

varios fragmentos menores (Lee et al., 2013).
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Figura 2.3 - Estrutura geral de um anticorpo.
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O anticorpo liga-se ao antigénio alvo com alta afinidade e, portanto, € capaz de detetar um
determinado analito mesmo na presenca de substéncias interferentes. Os anticorpos,
dependendo da especificidade de ligacdo ao epitopo, podem ser classificados como
policlonais ou monoclonais (Karunakaran et al., 2015).

Os anticorpos policlonais sédo sintetizados pelo sistema imunitario de animais e, portanto,
sdo produzidos anticorpos em varias células B. Consequentemente, o antigénio pode ser
reconhecido de varias formas, isto €, estes anticorpos reconhecem Vvarios locais da proteina.
Sao altamente sensiveis, mas menos especificos, uma vez que podem reconhecer epitopos
diferentes, sujeitando-os a reatividade cruzada.

Os anticorpos monaoclonais séo idénticos aos policlonais, pois sdo produzidos a partir da
mesma linhagem de células B, mas sO reconhecem um local da proteina, tornando-os
altamente especificos. Devido a sua especificidade, os anticorpos monoclonais sao
excelentes como anticorpo primario em imunoensaios, ou até mesmo para detetar antigénios
especificos na presenca de moléculas interferentes (Karunakaran et al., 2015). Porém, a sua
producdo é mais onerosa e complexa, comparativamente a dos anticorpos policlonais que
séo de facil reprodugéo em laboratorio (Tothill, 2009).

Um biossensor baseado no conceito de imunologia, também conhecido como
imunossensaor, utiliza o anticorpo (Ab, do inglés Antibody) ou fragmentos como biorecetor para
o reconhecimento molecular especifico de antigénio (Ag, do inglés Antigen), ou seja, analitico
e, subsequentemente, formar um imunocomplexo estavel (AbAg) (equagdo 2.2). O
imunocomplexo é determinado e medido pelo acoplamento dessa reagdo a superficie de um
transdutor (Lim e Ahmed, 2019).

Os imunoensaios estdo entre as técnicas analiticas mais especificas, fornecendo limites

de detecdo extremamente baixos, podendo ser usados para as mais variadas substancias.

Ab + Ag = AbAg (2.2)

Idealmente, um imunossensor deve ser desenvolvido tendo por base as seguintes
premissas: (i) capacidade de identificar antigénios alvo rapidamente; (ii) capacidade de gerar
imunocomplexos sem a necessidade de adicionar reagentes suplementares; (iii) capacidade
de dar resultados com alta reprodutibilidade; e (iv) capacidade de detetar facilmente o alvo
em amostras reais (Lim e Ahmed, 2019).

Nos imunoensaios, a detecdo do analito alvo pode ser feita de forma direta, observando a
formagdo de imunocomplexos sem recurso a marcador, ou indireta, recorrendo a um
marcador, por exemplo, fluorocromos ou nanoparticulas de ouro para observar um evento de

ligacéo.
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Nas Ultimas trés décadas, o uso do conceito imunolégico em biossensores produziu
resultados importantes e interessantes. E comumente usado em varios setores industriais
(como agricultura e industrias farmacéuticas e alimentares), andalises e diagndsticos clinicos,
analises forenses, controlo de doencas epidémicas e programas de prevengao
(Lim e Ahmed, 2019).

Os imunossensores sao dispositivos que se caracterizam por apresentarem,
adicionalmente, elevada exatiddo, precisdo e baixo custo associado. Face ao exposto, ao
longo dos anos, varios tém sido os trabalhos publicados sobre a utilizacdo de
imunossensores, nomeadamente, na area de biomédica, para a determinacédo de diversas
patologias/metabolitos. Se seguida serdo apresentados alguns exemplos de imunossensores
até agora desenvolvidos.

Uma aplicacéo interessante é a determinagcédo da gonadotrofina coriénica humana (hCG)
por um imunossensor amperomeétrico, descrito por Chetcuti et al., 1999. Os autores utilizaram
Nafion, para imobilizar anticorpos monoclonais anti-hCG num elétrodo de carbono vitreo.

Chou et al.,(2004) desenvolveram um novo imunossensor de ferritina humana usando Ab
anti-ferritina humana, imobilizados no disco de ouro de uma microbalanga de cristal de
quartzo.

Liang et al. (2004) desenvolveram um imunossensor potenciométrico para a determinagéo
do antigénio do cancro de mama (CA15-3), utilizando glutaraldeido para imobilizar o Ab
CA15-3 num filme sol-gel funcional.

Al-Khafaji et al. (2012) desenvolveram uma abordagem simples e sensivel para a detecdo
do recetor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2). O ensaio proposto é
baseado num formato de sanduiche, no qual um anticorpo monoclonal primario anti-HER2 é
acoplado a esferas magnéticas modificadas com proteina A. As esferas modificadas séo
entdo utilizadas para capturar a proteina da solu¢cdo de amostra e o ensaio em sanduiche é
realizado pela adicdo de um anticorpo policlonal anti-HER2 secundario marcado com biotina.
O conjugado estreptavidina-fosfatase alcalina foi entdo adicionado para monitorizar a reacéo
de afinidade. O imunossensor desenvolvido apresentou resultados bastante satisfatérios e

promissores para uma aplicagdo em contexto real.

2.3.2. Transdutor

O transdutor € um elemento integrante de um biossensor, cuja funcéo é de converter o
resultado da interacé@o entre o ERB e a espécie de interesse numa resposta mensuravel com
“formato” analitico adequado. Nas Udltimas décadas, tem vindo a verificar-se o
desenvolvimento de diversas técnicas de transducdo possibilitando também o

desenvolvimento de novas arquiteturas de biossensores com diferentes metodologias e
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possibilidades mais alargadas de detecéo e quantificacdo de espécies de interesse. A figura
2.4 mostra os tipos de transducédo tipicamente utilizados na montagem de um biossensor

assim como a classificacdo ou designacéo dos dispositivos em fun¢éo do tipo de transdutor

que utiliza.
Transdutores
I
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Amperométricos Potenciométricos CGHGMLétriCOS Redsggﬁlﬁif;*d%e(gggf}”a Fuorelcéncia Qumiolumlinescéncia

Figura 2.4 - Classificagcao do biossensor baseado nos diferentes tipos de transdutores.

Os transdutores eletroquimicos sdo os mais amplamente utilizados na tecnologia dos
biossensores tendo em conta, designadamente, a possibilidade de miniaturizacdo que
oferecem, sobretudo em face do tipo de materiais envolvidos na sua montagem permitindo,
inclusivamente, o desenvolvimento de dispositivos implantaveis, como por exemplo o medidor
de glucose pessoal (Tothill, 2009).

No entanto, recentemente, os transdutores 6ticos e piezoelétricos tém também vindo a
ganhar uma maior notoriedade e a sua utilizacdo esta em grande expansao com aplicacées
praticas (Pirzada e Altintas, 2020; Lemana e Sabahudin, 2017).

Tendo em conta o0 objetivo do presente trabalho sera dada maior atencédo aos transdutores
piezoelétricos, considerando, também, as caracteristicas principais dos restantes tipos de

transdutores.

2.3.2.1. Transdutores eletroquimicos

Os biossensores com transducgdo eletroquimica sdo os biossensores mais amplamente
investigados e utilizados, cujos principios operacionais dependem das propriedades
eletroquimicas do analito e do transdutor. Estes transdutores detetam e medem alteragcdes
eletroquimicas que ocorrem na sua superficie onde o ERB é tipicamente imobilizado em
resultado da interacdo que este estabelece com o analito.

A vantagem dos biossensores montados com este tipo de transducdo prende-se com a
simplicidade de operacdo, o baixo custo associado e a variedade de materiais disponiveis
para o efeito. Adicionalmente, diversos tipos de materiais e nanomateriais tipicamente

utilizados como transdutores eletroquimicos permitem uma facil miniaturizacdo dos
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dispositivos, visando a fabricacdo de biossensores implantaveis (Patel el al., 2016). Os
transdutores eletroquimicos englobam os do tipo amperomeétrico, potenciométrico e

condutimétrico, cujas principais caracteristicas se descrevem a seguir.

2.3.2.1.1. Transdutores amperométricos

A transducé@o amperométrica envolve a producdo de uma corrente elétrica em resultado da
ocorréncia de uma reacgéo da oxidacdo ou reducdo de uma espécie eletroativa envolvida no
processo de reconhecimento molecular. A forca eletromotriz para a reac¢ao de transferéncia
de eletrdes das espécies eletroativas resulta da aplicacdo de uma diferenca de potencial entre
um elétrodo de trabalho (tipicamente o transdutor) e um elétrodo de referéncia. A corrente
obtida, proporcional a concentracdo da espécie de interesse, € uma medida da velocidade de
transferéncia de eletrdes entre o analito e o transdutor, e ao mesmo tempo um indicador da
ocorréncia do processo de reconhecimento molecular (Lim e Ahmed, 2017
Karunakaran et al., 2015). Os materiais de elétrodo tipicamente utilizados neste tipo de
aplicacéo incluem a plantina, o carbono vitreo, o ouro, o grafeno, os nanotubos de carbono e
nanoparticulas metélicas.

Este tipo de transdugdo permite uma resposta rapida, sensivel, com uma preciséo
significativa e para um intervalo de resposta linear relativamente alargado. No entanto, a
seletividade pode ser por vezes comprometida, em face das interferéncias de outras
substancias eletroativas presentes na amostra com potenciais redox semelhantes ao da

espécie de interesse (Naresh e Lee, 2021).

2.3.2.1.2. Transdutores potenciométricos

A transducao potenciométrica envolve a medi¢do de uma diferenca de potencial entre um
elétrodo de trabalho e um elétrodo de referéncia, quando a corrente elétrica é nula (corrente
zero) que é funcdo da variacdo da concentracdo de espécies idnicas na amostra. Na
realidade, esta diferen¢a de potencial traduz a acumulag&o ou deplecao de espécie com carga
tipicamente ides, em resultado da reacdo de reconhecimento molecular.

O transdutor pode ser um elétrodo seletivos de ides (ISE, do inglés lon-Selective Electrode)
que € um sensor eletroquimico baseado em filmes finos ou membranas seletivas na superficie
das quais é imobilizado o ERB (Thévenot et al., 2001). A diferenca de potencial resultante, no
caso de um ISE, é linearmente dependente do logaritmo da atividade do ido alvo na amostra

de acordo com uma equacdo formalmente idéntica a equagdo de Nernst
(equacao 2.3) (Faridbod et al., 2010).
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E=K+ (2'3‘:13 RT) log C (2.3)

onde, K corresponde ao termo constante, S o declive experimental da “equacao de Nernst”,
que teoricamente tem um valor igual a 59,2mV e que permite avaliar a performance analitica
do transdutor, ou seja, do ISE, C é a concentracao do iao a que o transdutor “responde”, n é
0 numero de oxidacdo do ido, F é a constante de Faraday, R corresponde a constante
universal dos gases e T a temperatura.

Os elétrodos seletivos de ides mais utilizados como transdutores potenciométricos incluem

os de H*, F, CN,, Na*, Ca?*, NH* ou de gases (ESG) como 0 CO,, 0 NH; ou 0 Oa.

2.3.2.1.3. Transdutores condutimétricos

s

Neste tipo de transducdo é medida a variagdo de condutividade ou conduténcia da
amostra, fungéo da variacdo da concentracdo de espécies com carga, tipicamente espécies
i6bnicas. Normalmente, um transdutor condutimétrico consiste em dois elétrodos de metal
separados por uma certa distancia entre os quais € aplicada uma corrente alternada. A
condutividade medida resulta do somatério da mobilidade adquirida pelos ides presentes entre
os elétrodos, em fungéo da perturbacdo aplicada. Esta resposta analitica depende, entre
outros fatores, da concentracdo da espécie ionica.

Quando o processo de reconhecimento molecular produz ides ou eletrdes, a condutividade
ou resistividade da solucdo é alterada e essa alteracdo é medida pelo transdutor
condutimétrico adequado (Mohanty e Kougianos, 2006).

As principais vantagens do transdutor condutimétrico prende-se com a ndo exigéncia do
elétrodo de referéncia, o baixo custo associado e a possibilidade de miniaturizacédo
(Karunakaran et al., 2015). As medi¢cdes de condutancia apresentam uma sensibilidade
relativamente elevada, permitindo, também, a obtencdo de limites de detecdo baixos

(tipicamente inferior a 10* M) (Mohanty e Kougianos, 2006).

2.3.2.2. Transdutores 6ticos

O processo de transducédo otica efetua-se com base na medicao da alteracéo do valor de
determinados parédmetros oOticos de um feixe de radiacdo (quando este atravessa a
biocamada), tais como a intensidade de luz absorvida/emitida, a frequéncia, o plano de
polarizacdo, entre outros, decorrente do processo de reconhecimento molecular. A luz num
dispositivo 6tico, é direcionada para a superficie de detecao (biocamada) através de uma fibra

Otica e as alteracdes experimentais pelo feixe de reacdo sdo medidas por um detetor,
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sinalizando as alteracdes fisicas ou quimicas que ocorrem ao hivel da biocamada em
resultado do processo de reconhecimento molecular.

A aproximac¢do mais comum inclui, tipicamente, a medicdo da intensidade de radiacéo
absorvida (absorvancia) ou emitida (fluorescéncia).

Uma desvantagem significativa deste tipo de transdutores, prende-se com o facto de ndo
poderem ser miniaturizados facilmente em face dos equipamentos Oticos e
espetrofotométricos envolvidos no processo de transdugao do sinal, que resulta de interacédo
entre o ERB e o analito.

Este tipo de transducéo pode ser efetuado indiretamente e, neste caso, para detecdo dos
eventos de ligacdo e reconhecimento molecular torna-se necessario recorrer a utilizagéo de
marcadores de reagdo, como por exemplo croméforos ou fluoréforos (figura 2.5). Os métodos
indiretos envolvem um mecanismo de medicdo e andlise mais complexo, com custos
associados mais elevados, em funcdo de introducdo de espécies, designadamente, os
marcadores de reacao de reconhecimento biolégico.

Marcador 6tico

Analito (antigénio GVA) __,

Camada bioseletiva (anti-GVA)

—

—X

Material do transdutor

Substrato

-

Figura 2.5 - Esquema representativo da transdugédo 6tica com recurso a um marcador.
Adaptada de Tereshchenko et al., 2017.

A transducao 6tica pode ainda ser efetuada diretamente sem recorrer a utilizacao destes
marcadores. (Saylan et al., 2019). Um exemplo tipico da dete¢&o direta inclui a que se baseia
na ressonancia do plasmao de superficie (SPR, do inglés Surface Plasmon Resonance).
Neste tipo de transducéo é utilizado um feixe de radiacdo eletromagnética para monitorizacao
direta de alteracdes nas propriedades fisicas da biocamada (designadamente a variagédo da
densidade 6tica e do indice de refracdo), decorrentes da interacao com o analito de interesse.

Um plasmao de superficie pode ser entendido como uma onda eletromagnética que se
propaga ao longo da superficie de uma camada fina de um metal. Este conceito assenta no
facto de os eletres livres de um metal poderem ser considerados como uma solucao destas

particulas de elevada densidade (plasma). A excitacdo do plasméao de superficie é baseada
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no efeito de reflexdo interna total de um feixe de luz, quando este incide numa camada de
metal (tipicamente de ouro) localizada entre um sensor de vidro e um meio externo. A
imobilizacdo do ERB é efetuada na superficie metalica, ficando em contacto com a amostra
(meio externo). Um feixe de luz monocromatica polarizada é focado por intermédio do prisma
na parte inferior do filme metalico, num intervalo de valores de angulo de incidéncia (8)
passiveis de provocar reflexao interna. A cada um dos angulos de incidéncia corresponde um
determinado &ngulo de reflex&o interna. A um determinado valor de angulo de incidéncia do
feixe de luz, a excitacdo do plasméo de superficie é promovida pela absor¢éo de fotdes da
radiacao pelos eletrdes do metal. O efeito resultante (a ressonancia do plasméo de superficie)
conduz a um valor minimo de intensidade da luz refletida (IR). O angulo de incidéncia que
promove a excitacdo do plasmao de superficie é designado por angulo de ressonancia (6r).
O perfil de variacdo da intensidade da radiacao refletida internamente em funcéo do valor do
angulo de incidéncia exibirdA um minimo de intensidade, quando o angulo de incidéncia
corresponder ao angulo de ressonéncia. Para angulos superiores ao angulo de ressonancia
o fenébmeno 6tico deixa de se observar e a intensidade da radiacao refletida volta a aumentar
(Silva, 2016).

A figura 2.6 mostra o principio de funcionamento da ressonancia do plasma de superficie,
onde se pode observar também o perfil de variagdo da intensidade da radiacdo refletida

internamente com o angulo de incidéncia.

Radiac#o incidente Radiagéo reflectida

Intensidade de reflexéo

minimo de IR
SPR (B))

Metal ?
Amostra SPR (Ox) Angulp de incidéncia

Figura 2.6 — (A) Principio de funcionamento de um transdutor do tipo SPR; (B) Perfil de variagéo da intensidade
da radiacao refletida em fungao do angulo da radiagdo incidente.

O valor do angulo de ressonancia, além de depender do comprimento de onda da radia¢éo
utilizada, € extremamente sensivel a alteracdes das propriedades do meio adjacente a
superficie metdlica, em particular do indice de refracdo. Mantendo o comprimento de onda da

radiacdo constante, a variacdo do valor do angulo de ressonancia (e consequentemente do
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minimo de intensidade observado) dependera apenas da variacdo do indice de refracdo a
superficie do filme metalico. Assim, se este parametro sofrer alguma alteracdo (quando a
espécie de interesse se liga ao ERB e faz variar a densidade 6tica e o indice de refracdo da
biocamada) sera necessario proceder a uma compensacao do angulo de incidéncia para que

a excitacdo do plasmao de superficie ocorra.

2.3.2.3. Transdutores piezoelétricos

by

Os transdutores piezoelétricos, a semelhanca dos transdutores do tipo SPR, também
permitem a determinacdo da espécie de interesse sem recurso a marcadores da reacao de
reconhecimento molecular. Neste tipo de dispositivo, o elemento de reconhecimento bioldgico
€ imobilizado na superficie de um material piezoelétrico, geralmente um cristal de quartzo
revestido em ambas as superficies, com elétrodos de ouro.

O termo "piezoelétrico" é derivado da palavra grega “piezen” que significa "pressionar"”. Os
primeiros estudos sobre a piezoeletricidade foram realizados em 1880 por Jacques e Pierre
Curie, que observaram gue uma tensao mecanica aplicada as superficies de varios cristais
causava o estabelecimento de uma diferenca de potencial elétrico através do cristal, cuja
magnitude era proporcional & tenséo aplicada. Além do mais, verificaram também que o efeito
piezoelétrico inverso no qual era aplicada uma tensao através desses cristais, determinavam
uma deformagdo mecéanica correspondente. A aplicagdo de um campo elétrico alternado
através do substrato de um cristal piezoelétrico origina num movimento vibracional ou
oscilatorio no cristal, resultando na geracdo de ondas estacionarias acusticas com uma
frequéncia de vibracao caracteristica (frequéncia nativa) (Tombelli et al., 2005) .

Séo diversos os fatores que afetam a frequéncia nativa do cristal, nomeadamente, a
espessura do wafer (disco do cristal), a composi¢cao quimica do cristal, a sua forma e a sua
massa. Os materiais piezoelétricos mais utilizados incluem o quartzo, o niobato de litio
(LINbO3) ou o tantalato de litio (LiTaOs). Estes apresentam propriedades eletroacusticas
adequadas, assim como, excelentes propriedades mecanicas. Sdo também gquimicamente
estaveis e podem operar a temperaturas elevadas. Na maioria das aplicac6es ao nivel dos
biossensores, e em face das suas caracteristicas, o material mais frequentemente utilizado
como transdutor piezoelétrico é o quartzo (Lec, 2001).

O principio de funcionamento € o seguinte: o material piezoelétrico € deformado pela
tensdo alternada aplicada entre dois elétrodos (tipicamente de ouro) fixos em lados opostos,
experimenta oscilagbes mecénicas, cuja frequéncia das oscilacbes é medida por um
frequencimetro. Quando uma espécie de interesse se liga a superficie do cristal, mais

precisamente ao ERB imobilizado na superficie do elétrodo de ouro, o aumento de massa
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resultante determina uma diminuicdo na frequéncia de vibracdo do respetivo sensor
piezoelétrico (Pohanka, 2018).

A maioria dos transdutores piezoelétricos utilizam microbalancas de cristal de quartzo
(QCM, do inglés Quartz Crystal Microbalance) que permitem detetar as variagcdes de massa
na biocamada e a correspondente variacdo da frequéncia de vibracéo do cristal piezoelétrico
Este tipo de transdutor é bastante utilizado na construcdo de imunossensores e também de
sensores que utilizam cadeias simples de &cidos nucleicos como ERB, sinalizando,
respetivamente, a ligagdo de um anticorpo de interesse ou de uma sequéncia nucleotidica
alvo.

A figura 2.7A mostra um esquema de uma QCM com o0s principais elementos que
constituem o sistema sensor. A variacdo da frequéncia de oscilacdo do cristal de quartzo ao
longo do tempo, em fungéo do estabelecimento de uma bioreagéo de interesse na superficie
do elétrodo e da consequente variagcao de massa, conduz a obtencéo de um perfil semelhante
ao representado na figura 2.7B. Durante o evento de biorreconhecimento e ligagdo do analito
ao biorecetor, a massa efetiva na superficie do cristal de Quartzo aumenta causando uma
diminuicdo na frequéncia de oscilagdo do cristal, proporcional a concentracdo de espécie de
interesse que se liga ao ERB.

Este tipo de transdugdo permite a detecdo e sinalizagdo da espécie de interesse
diretamente sem recurso a utilizagdo de marcadores de reacdo e em tempo real. Por outro
lado, considerando que a QCM € um sensor de massa, a adsorcdo ndo especifica de outras
espécies presentes na amostra a superficie do dispositivo pode constituir uma interferéncia

importante.
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Figura 2.7 - Representacao esquematica de uma Balanga de Cristal de Quartzo.
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2.3.3. Metodologias de imobilizacdo do elemento de reconhecimento bioldgico

Uma etapa fundamental no desenvolvimento de um biossensor, visando um bom
desempenho analitico global, prende-se com a imobilizacdo do elemento de reconhecimentos
bioldgico. E essencial que a metodologia de imobilizac&o utilizada permita que a estrutura do
ERB seja mantida de forma a preservar a sua funcdo e atividade bioldgicas apdés a
imobilizacdo e durante a utilizacdo do dispositivo (Sassolas et al., 2012). Cada método de
imobilizacdo apresenta vantagens e desvantagens. A escolha da técnica mais adequada deve
ser efetuada tendo em conta varios fatores, tais como, a natureza do elemento de
reconhecimento biolégico, o material do transdutor, o tipo de transducéo e as condi¢des
reacionais (como, por exemplo, a agitacdo da amostra, o regime de fluxo utilizado ou a
temperatura e o pH da amostra a analisar).

Os processos de imobilizacdo de biomoléculas na superficie do transdutor podem
dividir-se em dois métodos: imobilizacdo fisica (reversivel) e imobilizagdo quimica
(irreversivel). Os métodos fisicos que incluem, por exemplo, a adsorcdo fisica, o
encapsulamento em géis ou a imobilizacdo em matrizes poliméricas sdo de simples execucao,
mas as interacdes entre as biomoléculas e o suporte sao relativamente fracas, podendo levar
a sua lixiviagdo. Os métodos quimicos séo relativamente mais complexos e morosos, no
entanto devido a formacgéo de ligacdes covalentes entre as biomoléculas e a superficie do
transdutor, a estabilidade do ERB imobilizado é, geralmente, maior do que a obtida com os
métodos fisicos (Susanto et al., 2013). De um ponto de vista mais abrangente, as técnicas de
imobilizacdo de biomoléculas mais comumente utilizadas na construgédo de biossensores séo
a adsorcéo fisica, a ligacdo covalente, a ligacdo covalente cruzada, o encapsulamento e o

confinamento em filmes ou membranas poliméricas.

2.3.3.1. Adsorcao fisica

A adsorgdo fisica € o método mais simples utilizado na imobilizagcdo de moléculas
biol6gicas. Nesta metodologia o ERB é imobilizado na superficie do transdutor por ligacdes
ndo covalentes, incluindo forca de van der Waals, interagfes hidrofébicas ou ligagbes de
hidrogénio, que promovem a adsorcédo do biomaterial a superficie do transdutor.

Consiste na aplicacao de uma gota de solucéo contendo o ERB na superficie do transdutor
seguida de evaporacédo até a secura. O material biolégico ndo adsorvido, é posteriormente
removido através da lavagem do transdutor com uma solucao adequada.

Os materiais tipicamente utilizados como suportes para adsorcéo fisica incluem a silica, o
acetato de celulose, a alumina (Al,Os3), o carvao ativado, o vidro, a hidroxiapatite, os nanotubos

de carbono, as hanoparticulas de ouro ou polimeros sintéticos.
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Este método é de execucdo simples e rapida, ndo recorre a funcionalizacdo da superficie
do transdutor e geralmente apresenta um baixo custo associado. No entanto, verifica-se um
controlo dificil da intensidade das interacfes entre 0 ERB e a superficie do transdutor, isto é,
se estas forem demasiado fortes podera observar-se uma alteracdo na estrutura e funcdo
biolégica do biorecetor, se forem demasiado fracas podera haver lugar a desadsorcéo
(lixiviagdo) prematura do ERB. E geralmente a metodologia utilizada em ensaios ou estudos
preliminares que envolvam o desenvolvimento de um biossensor para determinada aplicacéo.

A figura 2.8 mostra um esquema que traduz a imobilizacdo do ERB por adsorcao fisica.

OO OO B @ oomokcuss

Transdutor

Figura 2.8 - Imobilizacdo do ERB na superficie de um transdutor por adsorcao fisica

2.3.3.2. Ligacdao covalente

Esta é a metodologia de imobilizagdo mais utilizada na qual o ERB é imobilizado por meio
de uma ligacéo covalente estabelecida entre as biomoléculas e grupos reativos existentes na
superficie do transdutor (Naresh e Lee, 2021). A ligagdo das biomoléculas ao transdutor é
geralmente realizada ap6s a funcionalizacdo inicial da sua superficie, que consiste na
introducédo de grupos reativos especificos que permitam a posterior ligacdo covalente do ERB.
Tipicamente, a superficie do transdutor pode ser funcionalizada com grupos amina (-NH),
carboxilo (-COOH), carbonilo (-CO), tiol (-SH), fenol (C¢HsOH) ou hidroxilo (-OH), aos quais
0s materiais biologicos se podem ligar. Desta forma é também possivel aumentar a
reatividade e a biocompatibilidade de materiais inertes, visando a imobilizacdo de diversos
tipos de biomoléculas.

Comparativamente a adsorcao fisica, verifica-se que a ligacdo covalente apresenta
vantagens importantes, nomeadamente a nivel da distribuicdo uniforme e da orientagdo do
ERB na superficie do transdutor, bem como da reprodutibilidade do processo de imobilizacao.
Pode, ainda, diminuir ou eliminar alguns problemas que se verificam em outras metodologias
de imobilizac&o tais como a instabilidade, a lixiviacdo, a agregacao ou a inativagéo biologica
de biomoléculas. Contudo, a funcionalizacdo da superficie do transdutor previamente a
imobilizacdo das biomoléculas, aumenta a complexidade, a morosidade e 0s custos
associados ao procedimento (MonoS$ik, et al., 2012; Sassolas et al.,, 2012). A figura 2.9

esquematiza a imobilizagdo do ERB de um transdutor por ligacdo covalente.
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Figura 2.9 - Imobilizacdo do ERB na superficie de um transdutor por ligagcdo covalente

2.3.3.3. Ligagéo covalente cruzada

A ligacdo covalente cruzada, também designada por cross-linking ou reticulagéo, consiste
na utilizacdo de agentes de ligacdo cruzada que atuam como um ligante para imobilizar
biomoléculas em agregados reticulados 3D na superficie do transdutor. O agente de ligacado
cruzada mais frequentemente utilizado é o glutaraldeido (GA) com a férmula quimica CsHgOo.
O processo de imobilizag&o inicia-se com a ligacdo entre os grupos carbonilo eletréfilos do
GA e os grupos nucledfilos, amina, tiol ou imidazol das proteinas. A ligagdo dos aglomerados
formados ao transdutor € garantida por uma nova interacéo entre os grupos carbonilos do GA
que ficaram por reagir e grupos recativos existentes na superficie do transdutor.

A utilizacdo de GA como agente de ligagdo cruzada apresenta algumas desvantagens,
uma vez que uma elevada concentracéo de GA pode conduzir a altera¢cdes conformacionais
das biomoléculas comprometendo a sua fungéo biolégica. No caso de células inteiras, a
utilizacdo de concentragbes elevadas de GA pode determinar o aumento da espessura da
parede celular, o que coloca em causa a difusao de espécies de interesse. Ainda assim, uma
biocamada constituida por biomoléculas imobilizadas com recurso a utilizagcdo de GA ou
outros agentes de ligagédo cruzada apresenta tipicamente uma elevada estabilidade mecénica,
assim como uma orientacdo adequada e uma distribuicdo uniforme do ERB (Monosik et al.,

2012). A figura 2.10 ilustra o processo de imobilizagédo por ligacdo covalente cruzada.

Agentes de
ligagdo cruzada

L —» Biomoléculas
Ligagdo covalente ¢ ‘

cruzada

Transdutor

Figura 2.10 - Imobilizagdo do ERB na superficie de um transdutor por liga¢éo covalente cruzada
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2.3.3.4. Encapsulamento

Este tipo de imobilizacdo é um método fisico no qual o ERB é encapsulado numa matriz
permeavel ou gel. Existem diversos tipos de matrizes ou géis que podem ser utilizados para
encapsulamento de moléculas bioldgicas, no entanto a mais popular é aquela que resulta dos
processos sol-gel.

Tipicamente, o processo sol-gel consiste na sintese da matriz por transi¢cdo de um sistema
Sol para um sistema Gel. O termo Sol é utilizado para definir uma solucdo de particulas
precursoras do gel (tipicamente de silica) num solvente e o Gel a estrutura tridimensional que
resulta da aglomeracgéo dessas particulas, contendo fase liquida nos seus intersticios.

O procedimento inclui a adicdo do ERB a solucéo inicial do precursor (Sol), conduzindo ao
seu encapsulamento nos poros da matriz formada (Gel). O processo sol-gel pode ser
realizado a temperatura ambiente, minimizando a possibilidade de desnaturacdo das
biomoléculas. A obtencdo de matrizes porosas através desta metodologia com controlo fino
do tamanhos dos poros reproduziveis, ainda parece constituir uma limitacdo importante
inerente ao procedimento.

O facto da matriz porosa obtida ser transparente, constitui uma vantagem significativa
enquanto procedimento de imobilizagdo quando a transducgédo utilizada for do tipo otico.
Adicionalmente, problemas como limitacdes de difusédo dentro da rede porosa, fragilidade da
matriz ou baixa reprodutibilidade no procedimento de preparacdo sdo aspetos que devem
ainda devem ser estudados e otimizados (MonoSik et al., 2012). A figura 2.11 apresenta um

esguema representativo do processo da imobilizacdo por encapsulamento.
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Figura 2.11 - Imobilizagdo do ERB na superficie de um transdutor por encapsulamento

2.3.3.5. Confinamento no interior de uma matriz polimérica

Neste tipo de imobilizacdo, o ERB é confinado fisicamente (ndo por ligagdo covalente ou

outra) no interior de uma matriz polimérica, a partir de uma solucdo contendo o respetivo
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mondmero e o ERB. Os materiais poliméricos utilizados podem ser de origem natural ou
sintéticos.

Os polimeros naturais apresentam como principal vantagem a biocompatibilidade com as
biomoléculas imobilizadas. Contudo, sédo mais suscetiveis a acdo de microrganismos. Estes
incluem a celulose, o dextrano, o quitosano, o amido, a agarose ou a carragenina.

Os polimeros sintéticos apresentam, face aos polimeros naturais, uma menor
biocompatibilidade em relacdo as moléculas biologicas. No entanto, € possivel adequar as
propriedades fisico-quimicas e morfologicas as diversas aplicagfes, para além da menor
suscetibilidade a microrganismos. Alguns exemplos de polimeros sintéticos incluem o
poliestireno, a poliacrilamida, a poliacrilonitrilo, o poliuretano, o policarbonato ou a polianilina.

O procedimento inclui a obtencao de um filme polimérico na superficie do transdutor com
o ERB confinado no interior, a partir de uma solu¢do contendo o monémero e o ERB.

Em termos gerais, este tipo de imobilizacdo apresenta como principal desvantagem a
dificuldade em controlar a porosidade do filme. Uma baixa porosidade podera conduzir a
problemas de difusdo da espécie de interesse, por outro lado, uma elevada porosidade podera
resultar na lixiviacdo do ERB.

A figura 2.12 apresenta um esquema representativo do processo da imobilizagdo por

confinamento no interior de uma matriz polimérica.

Analito

!

D D D D D D—> Biomoléculas

Filme polimérico ¢———
Transdutor

Figura 2.12 - Imobilizacdo do ERB na superficie de um transdutor por confinamento no interior de uma matriz
polimérica

2.3.3.6. Monocamadas automontadas

Tendo em conta que no presente trabalho se procedeu, principalmente, a imobilizagéo de
anticorpos na superficie de um elétrodo de ouro com recurso a utilizacdo de monocamadas
automontadas, foi decidido abordar esta tematica um pouco mais pormenorizadamente.

Com efeito, uma variedade de métodos para imobilizacdo de anticorpos encontra-se
descrita na literatura, verificando-se que a imobilizagc&o por adsor¢éo fisica e ligagdo covalente
tém sido amplamente utilizadas devido & sua simplicidade e baixo custo associado (Luppa et
al., 2001; Nisnevitch e Firer, 2001; Shen et al., 2017; Tsugimura et al., 2017; Yamazoe, 2019).

Porém, em ambas as metodologias os anticorpos imobilizados apresentam, tipicamente, uma
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orientacdo algo aleato6ria, o que resulta na diminuicdo da capacidade de ligacdo ao antigénio.
Desta forma, quer a sensibilidade do imunossensor como o seu desempenho analitico global
sao fortemente comprometidos.

Um anticorpo é considerado adequadamente orientado e perfeitamente ativo quando a sua
regido Fc, que nado tem afinidade de ligagcdo ao antigénio, se encontra imobilizada na
superficie de um transdutor ao invés dos locais de ligacdo ao antigénio (regido Fab). Assim,
a correta orientacao do anticorpo é fundamental para garantir a atividade adequada do local
de ligagéo do antigénio (Shanehbandi et al., 2017; Yamazoe, 2019).

Neste sentido é fundamental a selecao/desenvolvimento de um método de imobilizacao
adequado, visando a otimizacdo do desempenho global do imunossensor. Varias
metodologias tém sido propostas sendo uma das mais frequentemente utilizadas aquela que
recorre precisamente a utilizacdo de monocamadas automontadas (SAM, do inglés
Self-Assembled Monolayers) (Hnaien et al., 2008; Taheri et al., 2016; Tsugimura et al., 2017,
Cetin et al., 2020).

Com efeito, desta forma, é possivel proceder a imobilizacao de anticorpos na superficie de
um transdutor com um nivel de orientacdo e distribuicdo significativamente elevadas.

O uso de monocamadas automontadas em varias areas de investigacdo esta em forte
crescimento, em particular na area dos biossensores onde se aplicam as SAM como uma
camada de interface entre a superficie de substrato e uma solu¢do para a imobilizagédo
moléculas bioldgicas de forma mais adequada (Chou et al., 2004), nomeadamente em termos
da sua organizacéo, orientacdo e homogeneidade, entre outros aspetos.

As SAM séo camadas monomoleculares que apresentam uma alta organiza¢do, com uma
espessura tipica de 1 a 3 nm e séo formadas espontaneamente na superficie de diversos
materiais, como por exemplo, o ouro, prata e a platina.

Os alcanotidis sdo o grupo de moléculas mais utilizadas na formagéo de SAM na superficie
de ouro, devido a forte interacdo quimica entre o atomo de enxofre do grupo tiol (-SH) e a
superficie de ouro (Ferreira et al., 2008; Freire et al., 2003). Alguns exemplos deste tipo de

moléculas apresentam-se na tabela 2.1.
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Tabela 2.1 - Exemplos de moléculas de alcanotidis evidenciado a sua estrutura tipica.

Grupo funcional da cabeca Estrutura tipica Designhacao
-OH HS "N SN0 Hidroxialcanotiol
. HE SN T .
-FRC Fe Ferrocenoalcanotiol
-NH2 HE NN, - e Aminoalcanotiol
-COOH HS/\/\/\/\/\/COOH Carboxialcanotiol
*Ferroceno

A estrutura tipica de um alcanotiol consiste, tipicamente, em trés partes principais
(Figura 2.13a)):

= A cabeca de enxofre, constituida por um grupo tiol (-SH) com elevada afinidade para
ligagdo com metais como o ouro;

= A cadeia de carbono (de comprimento variavel), que estabiliza o0 SAM através de
ligagbes Van der Waals entre cadeias de carbono “vizinhas”;

= QO grupo funcional terminal como por exemplo o hidroxilo (-OH), o carboxilo (-COOH),
o ferroceno (Fc), ou o grupo amina (-NHz) que estabelece a ligagdo com diversos tipos

de biomoléculas, incluindo proteinas, designadamente, enzimas e anticorpos.

Cauda

Tronco

Cabeca

Figura 2.13 — (A) Estrutura tipica de um alcanotiol, (B) Estrutura tipica de uma monocamada automontada.
Adaptada de Srisombat et al., 2011.

Deve salientar-se a elevada versatilidade inerente a utilizacéo de alcanotiois na formacéo
de SAMs, resultantes dos diferentes grupos funcionais que a molécula pode apresentar,

permitindo a ligac&o a diversos outros tipos de moléculas.
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A formacéo de uma monocamada numa superficie de ouro € um processo espontaneo do
ponto de vista termodinamico. Um esquema simplificado da formacdo de uma monocamada
automontada é mostrado na figura 2.14. Quando uma superficie de ouro é imersa numa
solucéo de um dado alcanotiol, as moléculas comecam a ligar-se ao substrato, formando uma
ligacdo Au-S. A medida que o numero de ligacdo Au-S aumenta, as interacdes
intermoleculares entre cada molécula Van der Walls de alcanotiol originam uma SAM

fortemente orientada e com uma densidade elevada (Love et al, 2005).

A B C
A

1T

— 7 & - —.
.- =

T A

Figura 2.14 - Esquema simplificado da formagédo de uma monocamada automontada (SAM) numa superficie de
ouro. Solucao contendo o derivado de tiol (A); a superficie de ouro € imersa na solu¢éo de derivado
de tiol (B); os tidis comecam a estabelecer ligacdo com a superficie de ouro originando a ligacédo de
Au-S (C).

Na figura 2.15 apresenta-se um exemplo da formagéo da SAM utilizada neste trabalho,

constituida por uma molécula cujo grupo funcional terminal € o grupo carboxilo.

1

! OH_ OH_ ON

: O=¢/ O=¢ O~ — Grupo funcional terminal

I

:

1

::% ——» Cadeia de carbono (corpo
ﬁ

hidrofébico)

2

& S S}y ————» Cabeca de enxofre
“

Figura 2.15 — Monocamada automontada formada a partir de um alcanotiol com grupo carboxilo como grupo
funcional terminal, evidenciado a ligagédo do grupo de tiol a superficie de ouro, através do atomo de
enxofre.
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Uma estrutura bem ordenada obtém-se, tipicamente, em resultado de uma ligacdo
adequada entre os alcanotidis, por norma com uma inclinacdo de 20° a 30° em relacédo a
normal da superficie, e a superficie do substrato de ouro (Freire et al., 2003). Porém, o arranjo
geral e a ligacdo das SAMs em superficies de ouro dependem de varios fatores, incluindo o
comprimento das cadeias de carbono, a natureza e a distancia entre os grupos funcionais
terminais, o tempo de imersdo e a morfologia do substrato (Bhattarai et al., 2017).

Algumas vantagens inerentes a utilizagdo de SAMs prendem-se com fatores como a
simplicidade de preparacdo, a estabilidade e reprodutibilidade da monocamada formada
assim como a possibilidade de sua caracterizacao utilizando diversas técnicas como, por
exemplo, a espetrofotometria.

Os alcanotidis funcionais podem ainda ser modificados adicionalmente com vista a
possibilidade de ligacdo de outras moléculas de interesse, como por exemplo, moléculas
biol6gicas. No caso particular do alcanotiol utilizado no presente, o grupo carboxilo, que
constitui a cabeca da molécula, pode ser modificado, com vista a obtencdo de ésteres
ativados, utilizando como agentes de ativacdo o 1-etil-3-(3'-dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDC) e o N-Hidroxisuccinimida (NHS). Estes grupos éster ativados permitem a ligagéo de
proteinas, como por exemplo anticorpos. Esta metodologia permite uma orientacdo muito
significativa dos anticorpos. No entanto, esta orientagdo pode ainda ser otimizada com recurso
a utilizacao adicional da proteina A (PrA).

A proteina A é uma proteina da parede celular, presente na maioria das espécies de
Streptococcus e Staphylococcus aureus, com um peso molecular de 50kDa. Tem sido
extensivamente estudada como proteina de ligagdo a anticorpos, devido a sua afinidade
natural pela regido Fc das moléculas de imunoglobulina de muitas espécies de mamiferos.
Desta forma, promove-se uma orientacdo mais favoravel do anticorpo, com a exposicéo
preferencial da regido Fab, aumentado assim, o nUmero de sitios ativos da molécula para a

ligacdo do anticorpo (Babacan et al., 2000).

2.4. Caracteristicas ideais de um biossensor

Tal como para qualquer outro sensor ou sistema analitico é extremamente importante
caracterizar o desempenho analitico de um biossensor nas suas aplicacdes. Desta forma,
conhecendo o modo como diversos parametros operacionais e experimentais condicionam o
comportamento do dispositivo, torna-se crucial proceder a sua otimizagdo, melhorando a
performance analitica global que pode ser caracterizada, designadamente, pela seletividade,
intervalo de resposta linear, sensibilidade, limite de detec&o e limite de quantificacdo, precisédo
e exatiddo e o tempo de resposta, entre outros. Nos pontos seguintes serdo apresentados 0s

significados de cada parametro de forma mais pormenorizada.
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2.4.1. Seletividade

Segundo a IUPAC a seletividade refere-se a capacidade que um método analitico exibe
para determinar um dado analito numa dada mistura ou matriz sem interferéncias de outros
componentes presentes de comportamento semelhante (McNaught e Wilkinson, 2012).

A seletividade de um biossensor para um determinado analito € determinada,
essencialmente, pelo elemento de reconhecimento bioldgico utilizado. Uma forma de melhorar
a seletividade deste tipo de dispositivo passa pelo tratamento prévio da amostra a analisar,

reduzindo a carga de interferéncia presente.

2.4.2. Intervalo de resposta linear

Um biossensor devera, tanto quanto possivel, apresentar um intervalo alargado de
concentragcdes em relagdo ao qual o dispositivo apresenta uma dependéncia ou resposta
linear. Porém, este intervalo pode ser intencionalmente limitado em fun¢do do comportamento
do sistema em estudo, permitindo apenas a existéncia de uma regido de resposta linear

reduzida, fora da qual este tipo de comportamento nao se verifica (figura 2.16) (Silva, 2016).

S (Sinal do Biossensor)

O

C (Concentragdo de Analito)

Figura 2.16 — Representacdo de um intervalo de resposta linear de um biossensor (reta a cheio).
Retirada de Silva, 2016.

O biossensor ndo necessita necessariamente de exibir um comportamento linear em todo
o intervalo de concentracfes para que seja util e aplicavel. O intervalo de resposta linear é
ainda caracterizado por exibir uma sensibilidade que pode ser considerada constante

(Silva, 2016).
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2.4.3. Sensibilidade

A sensibilidade é normalmente definida como a variagdo na magnitude do sinal de saida
do biossensor em resultado da alteracdo da concentracdo da espécie quimica de interesse.
Se a relacdo entre a reposta do biossensor e a concentracao for linear, entdo a sensibilidade
pode ser estimada pelo declive da reta que traduz essa relacao (figura 2.17).

Existem inUmeros fatores que tém influéncia na sensibilidade efetiva de um determinado
biossensor face a um determinado analito. Estes incluem, as dimensdes do préprio
biossensor, a espessura da camada biorecetora, o transporte de massa para a zona
biosensivel (junto do transdutor), a diminui¢cdo da atividade do sistema biol6gico com o tempo,
entre outros.

Idealmente, a sensibilidade de um biossensor deve, tanto quanto possivel, manter-se
constante durante o seu tempo de vida util e ser suficientemente elevada, visando a detecdo
e determinacado de concentracdes vestigiais da espécie de interesse (Silva, 2016).

Sensibilidade

Equacéo da Recta
S=mC+b

S (Sinal do Biosensor)

C (Concentracdo de Analito)

Figura 2.17 — Determinacao da sensibilidade dada pelo declive da reta que traduz a relacao linear entre a resposta
do biossensor e a concentracdo do analito. Retirada de Silva, 2016.

2.4.4. Limite de detecdao e limite de quantificagéo

O limite de detecdo (LOD, do inglés Limit of detection) corresponde a um valor de
concentracdo do analito que produz um sinal analitico significativamente diferente do sinal da
solucdo em branco (matriz de composic¢do idéntica & amostra exceptuando o analito). Na
realidade representa a menor concentracdo de analito presente numa amostra que pode ser
detetada, (mas ndo necessariamente quantificada) com precisdo e exatiddo adequadas e

estatisticamente diferente do branco.
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Embora o limite de detecdo esteja sujeito a alguma variabilidade, o modelo proposto pela

IUPAC é o que relne algum consenso (equacéao 2.4):
LOD = Xb + KdSb (24)

onde X, é a média das medi¢bes efetuadas a solu¢do do branco, Kg uma constante que

assume o valor 3 ou 6 de acordo com as recomendac¢fes do método e escolhido tendo em
conta o grau de confianca pretendido na determinacéo do limite de detecdo e S, 0 desvio
padréo da solu¢do do branco (McNaught e Wilkinson, 2012).

Uma vez que o limite de deteg&o corresponde a um valor de concentragdo efetivamente
detetado, mas cujo método analitico podera ndo conseguir quantificar, é frequente definir um
limite de quantificagdo (LOQ, do inglés Limit of Quantification). Este pode ser entendido como
o valor de concentracdo mais baixo que consegue ser determinado pelo método analitico com
precisdo e exatidao adequadas. O célculo do limite de quantificagdo pode ser feito recorrendo

a equacdo (2.5):

LOQ = Xp, + K¢S (2.5)

onde Ky pode assumir os valores 10 ou 20 (quando se pretende expressar o limite de
guantificacdo com um grau de confianca de 95% e 99%, respetivamente), 0s restantes

parametros ja foram referidos anteriormente (Silva, 2016).

2.4.5. Precisao e exatidao

A precisdo ou repetibilidade de um biossensor mede o grau de concordancia de um
conjunto de medicdes repetidas, obtidas nas mesmas condi¢des analiticas.

A precisao é, tipicamente, estimada pelo desvio padrao (equacao 2.6) dos conjuntos das
medi¢cOes repetidas efetuadas. Este parametro pode ainda ser expresso em termos de
percentagem através do desvio padrao relativo (RSD, do inglés Relative Standard Deviation)

(equacéo 2.7).

L (xi —%)?

n-1

(2.6)

RSD = 2 x 100% 2.7)

x|l wn

onde x; corresponde ao valor médio, X a média do conjunto das medi¢cdes repetidas e n ao

namero de medicdes efetuadas.
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A exatiddo de um biossensor mede o “afastamento” do valor experimental obtido, por
exemplo, de uma concentracao, relativamente ao valor tedrico ou esperado. Este parametro

€, tipicamente, avaliado pelo erro absoluto (equacéo 2.8) ou pelo erro relativo (equacéo 2.9).
E, =% — X (2.8)

onde x; é o valor obtido e x; 0 valor esperado ou tedrico.

E. =3 x100% (2.9)

Xt

Os parametros desta equagao tém o significado ja referido.

2.4.6. Tempo de resposta

O tempo de resposta de um biosensor (Teo%) € definido como o periodo necessario para
que o valor do sinal de resposta atinja 90% do seu valor maximo. Fatores como a arquitetura
do biossensor, 0 seu procedimento de construcdo, o processo de imobilizagdo do biorecetor,
o transdutor usado e a frequéncia de utilizacdo. Por outro lado, a influéncia de parametros
como a concentracdo do analito, o tempo de contacto do ERB com a amostra, a temperatura,

o pH e composicao da matriz também devem ser considerados (Silva, 2016).

2.5. Técnicas de caracterizagcdo microscépicas

No presente trabalho procedeu-se & caracterizacdo de superficie do transdutor
piezoelétrico, apdés a sua modificacdo com uma monocamada automontada seguida da
ligagdo do ERB, com o objetivo de confirmar a presenca desta biocamada. Para o efeito

recorreu-se a microscopia de forgca atomica (AFM, do inglés Atomic Force Microscope).

2.5.1. Microscopia de for¢ca atdbmica

A microscépia de forca atdbmica é uma das técnicas mais importantes para estudos
morfolégicos em diversas areas desde a eletronica a biomédica, incluindo ainda a quimica e
fisica ou biologia, entre outros (Marrese et al., 2017; Scott e Bhushan, 2003).

A AFM foi introduzida pela primeira vez em 1986 por Rohrer e Binnig (Binnig, Quate, e
Gerber, 1986) na sequéncia da invencdo do microscopio de efeito de tunel (STM, do inglés
Scanning Tunneling Microscope) (Raposo et al., 2007) e tem sido utilizada como uma
ferramenta poderosa e indispenséavel para caracterizagdo de diversos tipos de superficies,

especialmente & nanoescala (Shi et al., 2020).
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Em termos da sua constituicdo, o microscopio de forca atébmica inclui um cantiléver flexivel
(sonda com uma ponta fina presa a sua haste) cuja ponta, geralmente de silicio ou nitreto de
silicio “percorre” ou mapeia a superficie da amostra, efetuando a sua digitalizacdo (scanner
piezoelétrico). A posicdo da ponta, que reflete a interacdo ponta-superficie, € monitorizada
pela deflexdo (resultante de forcas atrativas e repulsivas geradas pela interacdo amostra-
ponta) de um feixe de laser que incide no cantiléver e que por sua vez é medido por um
fotodiodo sensivel a sua posi¢édo. O fotodiodo é um detetor que gera um sinal elétrico, sendo
gue a topografia da amostra é obtida pela anélise e processamento desse mesmo sinal. Um
computador e um sistema eletronico de aquisicao de dados registam a posicao do cantiléver
(2) em cada ponto (X,Y) da superficie digitalizada (Barattin e Voyer, 2008; Variola, 2015). A
figura 2.18 mostra um esquema simplificado de um microscopio de for¢a atomica (Barattin e
Voyer, 2008).

Laser

Cantiléver

’ Amostra

Sistema piezoelétrico

Figura 2.18 - Esquema simplificado dos elementos que constituem um AFM. Adaptada de Barattin e Voyer, 2008.

A AFM pode operar em trés modos diferentes, dependendo da forga que resulta da
interagdo entre a ponta e a superficie da amostra em estudo. O modo de contacto funciona
na presenca de forgas constantemente repulsivas em que a ponta estd em contacto continuo
com a superficie, sendo muito sensivel a cada pequena mudanca na sua morfologia. O modo
de ndo contacto funciona na presenca de forcas atrativas na ponta do cantiléver determinando
a sua vibracao. As variactes da frequéncia de ressonancia do cantiléver sao, entao, utilizadas
para gerar imagens. No modo intermitente (ou tapping) o cantiléver vibra perto de sua

frequéncia ressonante, de forma a tocar levemente a amostra.
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Para todos os modos de operacéo, as imagens podem ser reconstruidas, registando todas
as interacdes que ocorrem durante o varrimento da superficie da amostra pela ponta do
cantiléver (Marrese et al., 2017) (figura 2.19).

- Intermitente NVW\W\AM
<«

Modo intermitente

E F orgas
: repulsi\'as

.

Contacto Modo Contacto

Distancia (nm)

'..-—— (separagdo entre ponta - amostra)

A N3o-Contacto O l“ﬂ:“

Forgas de atracdo ou repulsdo (uN)

atractivas

Modo Nao-Contacto

Figura 2.19 - Curva de separagdo ponta-amostra ilustrando os principais modos de caracterizagcdo de uma
superficie por AFM. Adaptada de Marrese et al., 2017.

Durante a aquisicao da imagem topografica, a interacdo entre a ponta do cantiléver e a
superficie da amostra depende da distancia entre ambas. Quando a distancia € relativamente
grande, a forca de atrac&o entre a ponta e a superficie é fraca. A medida que esta diminui e
a ponta se aproxima da superficie, a atracdo aumenta até uma distancia suficientemente
proxima que determine a prevaléncia de forcas repulsivas. Geralmente as topografias sdo
obtidas mantendo a magnitude das interacdes constante durante o varrimento de superficie
pela ponta do cantiléver, tanto no modo de contato (direto) como no modo intermitente. No
modo de contato, o desgaste da ponta ocorre facilmente em resultado do efeito abrasivo
promovido pela superficie, 0 que pode levar a contaminagdo da amostra e a danos na sua
superficie.

Neste trabalho, todas as medicdes foram realizadas no modo ndo contacto de forma a

evitar danos na superficie estudada.

2.6. Filtragdo com membranas poliméricas

O tratamento e purificacdo das amostras analisadas no presente trabalho foi efetuada,
essencialmente, por filtracdo com recurso a membranas poliméricas de acetato de celulose.
A tecnologia de membranas é uma &rea em permanente desenvolvimento,

desempenhando um papel fundamental em diversos processos, incluindo aplicacdes na area
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da biotecnologia, designadamente na remocao de espécies interferéncia visando a purificacdo
de amostras, na area da biomédica, por exemplo, na hemodialise e na construcéo de pulmdes
artificiais, em aplicacbes industriais ao nivel do processamento de aguas residuais e para
consumo humano e também na inddstria alimentar.

Os processos de membrana sdo, essencialmente, técnicas de separacao fisico-quimicas
que baseiam o0 seu mecanismo de separacdo na diferenca de permeabilidade de um suporte
fisico (membrana) face a diferentes espécies presentes num dado meio liquido ou gasoso
(Crittenden et al.,2012 e Tchobanoglous, 2012). Enquanto peca central de todo o processo, a
membrana é considerada uma barreira semipermeavel fina, tipicamente um material sintético
com menos de 1 mm de espessura, com caracteristicas altamente especializadas e que
envolve a passagem de uma Unica corrente de alimentacdo, que a separa em duas novas
correntes individuais, tendo em conta o tamanho das entidades a filtrar
(Crittenden et al., 2012). Um esquema simplificado deste processo é representado na figura
2.20.

———= Retentado

(ou concentrado)

Alimentacéo —————| 252

Permeado

Figura 2.20 - Processo basico por filtracdo por membrana. Adaptada de Crittenden et al., 2012.

A corrente constituida pelos componentes com a capacidade de atravessar a membrana
sem serem retidos, é designada por permeado. Aquela que contém 0s componentes
incapazes de atravessa-la é designada por retentado ou concentrado. Quer o concentrado
quer a corrente de permeado podem constituir o produto final do processo de separacdo
(Mulder, 1996). A diferenca de presséo entre a alimentacéo e a corrente do permeado constitui
a forca motriz dos processos de separacdo por membranas. Contrariamente aos restantes
tipos de filtrac&o, a filtracdo com recurso a membranas tem a capacidade de funcionar com
fluxos de alimentacao de gas ou liquido.

O desempenho ou eficiéncia de uma determinada membrana é determinado por dois
parametros: a seletividade e o fluxo através da membrana. O Ultimo, frequentemente

designado por fluxo ou taxa de permeacdo € definido como o volume que flui através da
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membrana por unidade de area e tempo (Mulder, 1996). A seletividade traduz a capacidade
gue uma membrana tem em conseguir rejeitar, preferencialmente, um determinado soluto
(Silva, 2018).

Algumas vantagens inerentes a este tipo de processo incluem o baixo consumo de energia,
a simplicidade do processo, a elevada seletividade e a possibilidade de separacdo sem

recurso a aditivos, temperaturas elevadas ou alteragcbes de fase (Mulder, 1996).

2.6.1. Classificacdo das membranas

As membranas podem ser classificadas de acordo com o tipo de material, o tipo de
estrutura ou morfologia e o tipo de processos de fabrico. Com efeito, o desempenho da
membrana é fortemente afetado pelas propriedades fisicas e quimicas do material que a
constitui. O material de membrana ideal é aguele que permite um fluxo de filtragcdo elevado
sem colmatagdo ou incrustagdo (ver ponto 2.6.2) e € fisicamente duravel, quimicamente
estavel e resistente, ndo biodegradavel e econémico (Crittenden et al., 2012).

Assim, relativamente ao tipo de material, as membranas dividem-se em trés grupos:
membranas sintéticas, inorganicas e organicas.

As membranas sintéticas sdo membranas que derivam de materiais como a poliamida
(PA), o poliacrilonitrilo (PAN), a polissulfona (PS) ou o polipropileno (PP).

As membranas inorganicas incluem materiais como, por exemplo, o vidro poroso, a grafite
ou a porcelana.

As membranas organicas ou naturais sdo geralmente constituidas por materiais
poliméricos, sendo o mais frequentemente utilizado o acetato de celulose (AC). As
membranas organicas sao relativamente baratas, faceis de fabricar e estdo disponiveis numa
ampla variedade de tamanhos de poro. No entanto, estas tém vindo a perder alguma
preferéncia na sua utilizacdo devido a uma maior suscetibilidade face a degradacédo
microbiol6gica e ainda devido ao declinio gradual do fluxo resultante da colmatagdo quando
0 processo decorre a temperaturas superiores a 30°C (Crittenden et al., 2012).

Do ponto de vista estrutural, as membranas podem ser simétricas (figura 2.21a)) ou
assimétricas (figura 2.21b)) (Mulder, 1996).

As membranas simétricas sdo constituidas por um Unico tipo de material e o tamanho do
poro ndo varia ao longo da membrana. Por outro lado, nas membranas assimétricas os poros
diferem de tamanho ao longo da profundidade. Por sua vez, estas podem ser integrais quando
constituidas pelo mesmo material ou compostas, quando constituidas por materiais diferentes
guer na camada ativa (face da membrana que interage com a alimentacdo e onde os

componentes ficam retidos) quer na camada suporte.
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As membranas assimétricas ocupam hoje um lugar de relevo na tecnologia de separacéo
por membranas devido ao facto de associarem a elevada capacidade de permeacdo a um
elevado coeficiente de rejeicdo (propensdo de um determinado soluto em passar ou nao
através da membrana) e ainda a uma elevada resisténcia mecéanica. Ao contrario das
estruturas simétricas que atuam como filtros e retém particulas nos seus poros podendo
originar colmatacdo e um consequente decréscimo de fluxo, as membranas assimétricas

atuam como filtros que retém as particulas a superficie evitando, assim, esse tipo de efeito.

Figura 2.21 - Representacdo esquematica da estrutura e modo de funcionamento das membranas assimétricas
(A) e simétricas (B).

Existem diverso tipos de processos de separacdo utilizados no ambito da filtracdo com
recurso a membranas. Estes sédo definidos tendo por base o tamanho do poro e a aplicacédo
(Cui e Muralidhara, 2010). Todavia, 0 mais relevante para a classificacdo dos diferentes tipos
de processos prende-se com a forga exercida para que o permeado tenha a capacidade de
atravessar a membrana. Existem diferentes tipos de forcas motrizes, sendo aquela mais
utilizada a resultante da aplicacdo de uma pressao superior a pressao atmosférica. Existem
guatro tipos de processos em que a forca motriz utilizada é a pressado. Na tabela 2.2 sédo
apresentadas as caracteristicas mais relevantes dos diferentes processos de separacao,
nomeadamente o tipo de membrana, a forca motriz, 0 método de separagdo, o tamanho de

poro, assim como alguns exemplos da sua aplicabilidade.
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Tabela 2.2 - Caracteristicas dos principais processos de separagdo por membranas

Processo de Tipo de . Método de Tamanho do . ~
x Forgca motriz = Aplicacéo
separagao membrana separagao poro (um)
Microfiltragao Microporosa Pressdo Filtracdo 0,1-100 I%:Sifrlr;:lczs Qgg '
(MF) P 0,1-1 bar ¢ ' ricacao,
purificagao.
Ultrafiltracao Assimétrica Presséo Separagdo de
¢ ; Filtracéo 0,002-0,1 macromoléculas
(UF) Microporosa 0,5 -5 bar ~
em solucgao
Separacao parcial
) ~ S ~ Filtragao/ de sais e solutos
Nanofiltragdo Assimeétrica Presséo ~ A
(NF) Filme denso 10 — 40 bar So_lugrilo/ 0,0001 - 0,001 orgénicos com
Difusdo menos de 1000
Dalton (Da)
Osmose Inversa Assimétrica Pressao Solugéo/ Filme denso Separagao de sais
(o)) Filme denso 20 — 100 bar Difusao e microsolutos

Para a filtrag&do das amostras de urina, utilizaram-se duas membranas de ultrafiltragdo com
diferentes tamanhos de poro, preparadas através do método de inverséo de fases.

O método de inversao de fases foi desenvolvido por Kunst e Sourirrajan (1974) e consiste
na preparagdo da solugdo polimérica que constituird a membrana e na sua deposicao sobre
uma placa de vidro com controlo da evaporacao de solvente. Posteriormente procede-se a
precipitacao do filme polimérico num banho de coagulacao (Ismail et al., 2019; Zare e Kargari,
2018), visando a obten¢do da membrana de ultrafiltracdo com o tamanho de poro pretendido.

A ultrafiltracdo foi introduzida pela primeira vez por Benchold em 1907 (Al Aani et al., 2020)
e opera a meédia/baixa pressdo com fluxo tangencial, isto €, o fluxo da alimentacdo passa
paralelamente a superficie da membrana, e é usada para remover sélidos suspensos e
solutos com um peso molecular superior a 1000 Da. Ao contrario das gorduras,
polissacarideos e proteinas de massa molecular mais elevada, os agucares, 0s sais, 0S
peptideos de pequenas dimensdes e os acido organicos tém a capacidade de atravessar as

membranas de ultrafiltracdo.

2.6.2. LimitacOes inerentes a utilizacdo de membranas de filtracao

O principal problema associado a utilizacdo de membranas em processo de filtracéo
prende-se com a ocorréncia do efeito de processo de colmatacdo e polarizacdo de
concentracao.

A colmatagdo é um processo no qual as substancias dissolvidas ou suspensas sdo

depositadas na superficie externa da membrana, o que reduz a sua area ativa da membrana,
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resultando numa diminuicdo do fluxo e desempenho da membrana em resultado do
“entupimento” dos poros.

A polarizacdo de concentracdo refere-se ao acumulo reversivel de moléculas rejeitadas
perto da superficie da membrana. Esse processo ocorre porque 0S componentes da
alimentacdo permeiam a velocidades diferentes, formando um gradiente de concentracdo na
fase fluida adjacente a membrana. Este fendmeno pode ser minimizado alterando as

condicbes de operacdo do sistema, com vista a dispersdo dos solutos retidos
(Khulbe et al.,2008).
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Capitulo

3

Materiais e métodos

Neste capitulo, descrevem-se todos 0s aspetos de natureza experimental, respeitantes as
diversas fases relacionadas com o desenvolvimento do biossensor piezoelétrico para a
detecdo e quantificacdo de acido Urico em amostras bioldgicas, designadamente em urina.
Serédo considerados varios materiais e equipamentos envolvidos, assim como 0s reagentes e
procedimentos especificos necessarios para a preparacao de solu¢des e/ou substratos.

O estudo inicial prendeu-se com a caracterizagédo do sistema de fluxo utilizado no “setup”
experimental, permitindo a realizacdo de andlises em continuo e em tempo real.
Posteriormente, efetuaram-se alguns ensaios preliminares visando a imobilizagcdo do
elemento de reconhecimento biolégico (anticorpos policlonais especificos contra o acido Urico)
na superficie do sensor piezoelétrico (cristal de quartzo recoberto com elétrodos de ouro),
procedendo-se, ainda, nesta fase, a uma caracterizacdo da superficie modificada do sensor,
com recurso a técnicas microscopicas. Seguiu-se um estudo de delineamento e planeamento
experimental visando a otimizagéo das condigdes experimentais de formacgéo da biocamada
na superficie do sensor de quartzo e, consequentemente, da imobilizagdo do elemento de
reconhecimento biolégico. Desta forma, procurou garantir-se, ainda, a melhor sensibilidade
possivel para as medi¢bes efetuadas com o biossensor desenvolvido, assim como a
otimizacdo dos restantes parametros analiticos relacionados com o desempenho do
dispositivo. De seguida, efetuou-se uma primeira calibragdo do biossensor com amostras de
antigénio com diferentes concentracdes, preparadas com diferentes diluicbes do reagente
comercial.

Por fim, foram realizados testes adicionais para uma otimizacao adicional da sensibilidade
do dispositivo e, consequentemente, do seu limite de detecdo e limite de quantificacdo. Os
dados experimentais obtidos no presente estudo foram tratados estatisticamente visando a
apresentagdo dos resultados finais dotados com a melhor robustez e qualidade possivel.
Neste sentido, sempre que possivel, procedeu-se a realizacdo de medicdes repetidas,
considerando nestes casos um numero de observacdes, n, igual a 3, sendo os resultados
finais apresentados a média dessas medi¢cdes. Idealmente dever-se-ia proceder a realizacao
de, pelo menos, 5 ensaios, mas a decisao relativa a este nimero de replicados prendeu-se
com o facto de os regentes serem bastantes onerosos e de se dispor de quantidades

diminutas dos mesmos.
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3.1. Reagentes, materiais e equipamento

Os reagentes quimico, os materiais e equipamentos utilizados no presente trabalho
descrevem-se nos pontos seguintes.

Reagentes

- Na preparacéo das solugfes de antigénio comercial foi utilizado o Tampé&o Fosfato Salino
(PBS, do inglés Phosphate Buffer Saline) 10mM, pH=7,4, preparado com cloreto de sddio
(NaCl) 137mM, Panreac, cloreto de potassio (KCI) 2,7mM, Panreac, hidrogenofosfato
dissddico heptahidratado (Na;HPO.-7H.0), 10mM, Fischer, dihidrogenofosfato de potassio
(KH2PO,) 1,8mM, Fisher;

- O banho de ultrassom para a limpeza de superficie de ouro do sensor piezoelétrico foi
preparado com 2-propanol (alcool isopropilico) (CsHsO), Honeywell;

- A solucéo de alcanotiol para formacédo da monocamada automontada (SAM, do inglés Self
Assembled Monolayer), do na superficie do elétrodo de ouro foi preparada com Acido
11-mercaptoundecandico (Ci11H220.S), MUA, Endeavour Chemicals, em etanol absoluto
(C2H60O), Fisher;

- Para a ativagdo do alcanotiol da monocamada automontada foi preparada uma solugéo
contendo os agentes de ativacdo 1-etil-3-(3'-dimetilaminopropil) carbodiimida (CsH17N3.HCI),
EDC e N-Hidroxisuccinimida (C4sHsNO3), NHS, ambos da Roth, em agua ultrapura (Mili-Q) com
uma resistividade de 18.2 mQ a 25°C;

- Anticorpo policlonal contra o acido Urico desenvolvido em coelho, Advance Target System,
ATSbio chemicals;

- As diluicbes de antigénio (acido urico conjugado com Albumina de Soro Bovino (BSA, do
inglés Bovine Serum Albumine)), com uma concentragdo 1ug/mL, Advance Target System,
ATSbio chemicals, foram preparadas com tampéao fosfato salino (PBS, do inglés Phosphate
Buffered Saline);

- As solucdes de proteina A preparadas com proteina A recombinante de Staphylococcus
aureus, Sino biological Inc, foram utilizadas visando uma orientagcdo mais adequada aos
anticorpos policlonais contra o &cido Urico imobilizados na superficie do transdutor
piezoelétrico. Estas foram preparadas com recurso a tampao de acetato (CHsCOO") 0,1M,
pH=5,5: acetato de sodio (C.HsNaO;) 82,03g/mol, Sigma, acido acético (CH;COOH)
60,05g/mol, Riedel-de Haén;

- A preparagdo da solucdo de gelatina 1% (m/v), VWR Chemicals, em agua ultrapura foi

utilizada para bloquear as ligagdes nédo especificas do antigénio;
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- Para a preparacdo das membranas de ultrafiltracdo com diferentes tamanhos de poros foram
utilizados Acetato de celulose, Sigma, acetona comercial (CsHgO), formamida (CHsNO),
ambos Scharlau;

- Para a regeneragdo da biocamada na superficie do sensor foi preparada uma solucéo de
hidréxido de sédio (NaCl), 50mM, Scharlau.

Amostras analisadas

As amostras analisadas consistiram em amostras de urina humana fortificadas com diferentes
concentracbes de antigénio comercial e purificadas com recurso a ultrafitracdo com

membranas poliméricas semipermedveis de acetato de celulose.

Materiais

Os materiais de maior relevancia envolvidos no desenvolvimento de presente trabalho foram
0S seguintes:
- Quartzo e ouro que em conjunto constituem o sensor piezoelétrico utilizado como transdutor

do biossensor desenvolvido, adquiridos a OpenQCM.

Principais equipamentos

Para o desenvolvimento do presente trabalho foi utilizado o seguinte equipamento:
- Bomba peristaltica, Marca Gilson, Modelo MINIPULS 3. O sistema de fluxo utilizado no
presente trabalho visou, fundamentalmente, a possibilidade de realizacdo dos diversos

ensaios em continuo, com aquisicédo de dados em tempo real, através do software adequado;

- Microbalanca de Cristal de Quartzo (QCM, do inglés Quartz Cristal Microbalance), da marca
openQCM e modelo Wi2, controlada por software GUI v.1.1. A microbalanca de cristal de
quartzo contém um modulo constituido por uma célula ou camara de fluxo, que acolhe o
sensor de cristal de quartzo e que se encontra coberta por uma janela que permite a entrada
e saida em continuo dos reagentes, assegurada pela bomba peristéltica. Adicionalmente a
este sistema, encontra-se acoplado um frequencimetro que permite medir a variagdo de

vibragé@o do sensor piezoelétrico;

- Sensores de cristal de quartzo de 10 MHz de frequéncia nativa e diametro de 14mm,

particularmente adequados para o uso em biossensores para analise de amostras liquidas;
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Software

A execucdo do planeamento experimental delineado para otimizagdo das condicdes de
modificagdo da superficie do sensor piezoelétrico foi efetuada com recurso ao programa
informético Design Expert versdo 13.01.0.

3.2. Montagem experimental

A montagem experimental utilizada na realizacdo dos diversos ensaios de otimizacdo do
desempenho analitico do biossensor desenvolvido, assim como na analise das amostras de

urina, mostra-se na figura 3.1.

=

Microbalanga de Cristal

| de Quartzo (QCM)

Bomba peristaltica

=

!

D RS R

R ‘E

Figura 3.1 - Montagem experimental utilizada para a realizagdo dos ensaios com o biossensor piezoelétrico
desenvolvido: Sistema de fluxo constituido por uma bomba peristaltica, uma microbalanca de cristal
de quartzo e por um sistema de aquisi¢cao de dados.

quisi¢do de
dados

Coletor

A bomba peristaltica incluida permitiu a entrada e saida controlada do reagentes no médulo
do sensor piezoelétrico (figura 3.2). A microbalanc¢a de cristal de quartzo em conjunto com o
frequencimetro acoplado, permitiu medir a variagdo da frequéncia de vibragdo do sensor
piezoelétrico decorrente da variacdo de massa da biocamada imobilizada na sua superficie,
em resultado da ligacéo do antigénio ao elemento de reconhecimento biolégico.

A figura 3.2 mostra com mais pormenor os componentes de microbalanca de cristal de

quartzo.
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Modulo do sensor Sensor de quartzo
Frequéncia = 10 MHz

=14 mm

Camara de fluxo

Figura 3.2 - Componentes da microbalanca de cristal de quartzo.

3.3. Caracterizagéo do sistema de fluxo

by

No que concerne a caracterizacdo do sistema de fluxo, verificou-se ser importante
determinar o volume da camara de fluxo de modo a otimizar também o volume de reagentes
a utilizar em cada ensaio, minimizando assim o desperdicio dos mesmos. Para o efeito
comecou por efetuar-se a calibragdo da bomba peristaltica estabelecendo o valor dos caudais,

Q (uL mint), permitidos. A tabela 3.1 apresenta os valores utilizados para este estudo.

Tabela 3.1 - Valores utilizados com as diferentes posi¢ées de bomba para estabelecer os respetivos caudais.

Posicao
de 0,05|0,10|0,15|0,20(0,25|0,30|0,35|0,40| 0,45|0,50|0,55|0,60|0,65|0,70(0,75|0,80|0,85|0,90|0,95| 1,00
bomba

Uma vez estabelecida a calibracdo da bomba peristaltica, procedeu-se a determinacao do
volume da camara de fluxo visando o conhecimento do volume maximo suportado pela
mesma e, consequentemente, a otimizagcdo do volume dos reagentes a utilizar em cada
ensaio. Para este estudo consideraram-se os caudais médios obtidos em 3 posi¢cdes da
bomba peristaltica, nomeadamente no limite inferior do intervalo de caudais, no meio do
intervalo e no limite superior do mesmo. As posi¢des selecionadas foram as seguintes: 0,10;
0,60 e 0,90, cujas respetivos caudais e tempo de enchimento da cAmara de reacdo permitiram

determinar o seu volume.
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3.4. Preparacdo da superficie do sensor piezoelétrico para imobilizacéo
do biorecetor

Dado que as superficies metdlicas tém tendéncia a adsorver naturalmente materiais
organicos, a sua limpeza é uma etapa crucial visando a elimina¢do de qualquer impureza ou
contaminantes que possa comprometer o processo de formagcdo da monocamada. Desta
forma, antes da formagé@o da monocamada, procedeu-se a limpeza da superficie do elétrodo
de ouro recorrendo a dois métodos indicados pelo fabricante: limpeza com ultrassons e
limpeza com uma mistura quimica.

Procurou-se, desta forma, selecionar e otimizar o procedimento de limpeza mais eficaz,
mas também menos moroso e envolvendo menos regentes. Neste sentido, de acordo com
informagéo constante da literatura (Hnaien et al., 2008; Kim et al., 2019), conforme as
indicagBes do fabricante dos sensores utilizados (https://opengcm.com/) e também de acordo
com alguns aspetos relacionados com as caracteristicas do elétrodo de ouro, nomeadamente
a sua area, foi decidido efetuar diversos ensaios.

Assim, neste estudo procedeu-se a limpeza da superficie do sensor com recurso, por um
lado a tecnologia de ultrassons, utilizando o alcool isopropilico como solvente de limpeza e
por outro recorrendo a uma mistura oxidante aquecida constituida por peréxido de hidrogénio
e amoénia. O equipamento e/ou as montagens experimentais envolvidas em ambas as
metodologias sdo apresentadas na figura 3.3.

Os procedimentos de limpeza da superficie do sensor de ouro do cristal piezoelétrico
descritos na figura 3.3 foram testados em diversos sensores intencionalmente “sujos”.
Comparando a eficacia das duas metodologias testadas, e face aos resultados obtidos (ver
seccao 4.2), optou-se por proceder a limpeza da superficie de ouro dos sensores de cristal de

guartzo apenas com recurso a metodologia baseada na tecnologia de ultrassons.
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Limpeza do sensor com ultrassons Limpeza do sensor com uma mistura oxidante

1. Colocar o sensor numa mistura de peréxido de
hidrogénio (30%), amdnia (25%) e &gua ultrapura, numa

1. Colocar o sensor em 10 mL de alcool isopropilico;
proporgéo 5:1:1, a 75°C durante 5 min;

2. Limpar com ultrassons durante 15 min; 2. Lavar abundantemente com agua ultrapura;
3. Renovar o solvente de limpeza; 3. Secar sob uma corrente de azoto;

4. Repetir o ciclo de limpeza com ultrassons; 4. lavar com etanol absoluto;

5. Secar sob uma corrente de azoto. 5. Secar novamente sob uma corrente de azoto.

Figura 3.3 - Procedimentos testados na limpeza da superficie de ouro do sensor de cristal de quartzo, com vista
a imobilizacéo da biocamada contendo o elemento de reconhecimento bioldgico.

3.5. Formacdo da monocamada automontada e imobilizacdo do biorecetor:
Ensaios preliminares

A fase seguinte do desenvolvimento do trabalho versou a imobilizacdo do elemento de
reconhecimento bioldgico ou biorecetor, que €, efetivamente, uma das mais importantes no
desenvolvimento e montagem de um biossensor. Com efeito, a performance analitica global
do dispositivo é fortemente dependente de uma imobilizacdo adequada deste elemento.
Apenas um correto procedimento de imobilizacdo permitird a manutencdo da integridade
estrutural da biomolécula imobilizada e, consequentemente, da sua funcdo biologica. Neste
sentido € absolutamente fundamental a otimizacdo deste procedimento. Como ja era
esperado, esta fase do trabalho foi aquela que se revestiu de maiores dificuldades técnicas e
cientificas e mais morosa, mas sem duvida a mais desafiante também.

Os ensaios preliminares neste ambito foram conduzidos tendo por base a adequagéo da
informacdo constante da literatura ao caso particular do biossensor desenvolvido,
nomeadamente tendo em conta as dimensfes do sensor piezoelétrico utilizado, cujo diametro
€ de 14 mm. Para o efeito recorreu-se a modificagdo da superficie de ouro do transdutor com
uma SAM de MUA, seguida da ativagdo dos grupos carboxilicos deste tiol com os agentes
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EDC e NHS. A fase seguinte consistiu na imobilizacdo dos anticorpos especificos contra o
acido (rico, os quais se ligam aos grupos carboxilicos previamente ativados. Por fim,
testou-se esta biocamada no reconhecimento e ligacdo ao antigénio. A figura 3.4 mostra um
esquema genérico da modificacdo da superficie do sensor piezoelétrico com formacgéo da
biocamada contendo o elemento de reconhecimento biolégico imobilizado, que foi utilizada na

montagem do biossensor para realiza¢do dos ensaios preliminares.

YYYYYYYY

| |
| ]
| I

Figura 3.4 - Esquema genérico da modificacéo do sensor piezoelétrico utilizada nos ensaios preliminares.

A sinalizagéo do reconhecimento do antigénio pelos anticorpos imobilizados foi efetuada
com base na medicdo da variacdo de frequéncia entre aquela correspondente ao sensor
piezoelétrico modificado com a biocamada, contendo o biorecetor e aquela decorrente do
reconhecimento e ligacdo do antigénio. Com efeito, foi considerada a frequéncia inicial da
medicao (f), aquela resultante apenas da presenc¢a da biocamada na superficie do cristal de
guartzo e a frequéncia final (f), aquela observada apoés a ligacdo do antigénio, decorrente do
enchimento da camara de reacdo com uma solugdo contendo o analito (preparada com
tampao fosfatos salino, PBS) e apds um periodo de incubacao.

Um esquema genérico da resposta analitica considerada no ensaio descrito, mostra-se na

figura 3.5.
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Figura 3.5 - Resposta analitica inicialmente considerada para o biossensor desenvolvido.

48



Nesta fase preliminar mediu-se ainda a frequéncia exibida pelo sistema de medicdo, apds
remocao de todo o PBS da camara de reacdo, permanecendo apenas 0 sensor piezoelétrico
modificado com a biocamada e o antigénio ligado ao elemento de reconhecimento biolégico.

Por fim realizou-se um teste em que se pretendeu observar 0 comportamento e resposta
do biossensor para solugdes de antigénio preparadas com diferentes concentragfes. Assim,
efetuaram-se trés diluicbes da solucdo comercial do analito com PBS, D1, D2 e D3,
considerando que D1 > D2 > D3 e mediram-se as respetivas frequéncias finais.

Os resultados e comportamento do sistema e do biossensor exibidos nestes ensaios
preliminares foram comparados e observadas as conclusbes e medidas consideradas

importantes para restante trabalho ainda a desenvolver.

3.6. Caracterizacdo da superficie modificada do sensor piezoelétrico por
Microscopia de Forca atomica

De modo a confirmar, em definitivo, a modificacdo da superficie do sensor piezoelétrico e
a formacdo da respetiva biocamada, procedeu-se a sua caracterizagdo com recurso a
Microscopia de Forca Atomica (AFM). Para este estudo efetuou-se a modificacdo de metade
da area do elétrodo de ouro que recobre o cristal piezoelétrico, mantendo a outra metade
“despida”, ou seja, sem modificacdo. A figura 3.6A mostra o esquema da metodologia de
modificagcdo de um sensor para o efeito de caracterizacdo microscopica por AFM e a
figura 3.6B uma foto real da montagem utilizada.

A B

Cristal de Quartzo

Elétrodo

Sensor piezoelétrico
de ouro

Elétrodo

Figura 3.6 - (A) Esquema da modificacé@o do sensor piezoelétrico para a caracterizagdo por AFM. (B) Foto real da
montagem efetuada.
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A caracterizacdo do sensor por AFM incluiu a obtencdo de imagens de topografia e
imagens de fase com diferentes resolugbes, nomeadamente, 5um x 5um e 1um x 1um. A

figura 3.10 mostra uma imagem do microscépio de forca atdmica da CS Instruments.

Figura 3.7 - Microscopio de for¢a atomica utilizado na aquisi¢do de imagens da superficie do sensor piezoelétrico.
Retirado de Pereira, 2019.

3.7. Planeamento experimental para otimizacdo dos parametros
intervenientes na imobilizacdo do biorecetor

Uma vez comprovada a modificacdo da superficie do sensor, efetuou-se um planeamento
experimental visando a otimizac&o das condi¢cdes de formacao da biocamada e imobilizacédo
do elemento de reconhecimento biolégico, nomeadamente no que se refere a concentracéo
dos reagentes quimicos e biomoléculas envolvidas.

Tendo em conta que para a modificagdo do sensor comporta, principalmente, 3 fatores, ou
seja, a concentracdo de MUA, a concentracao relativa dos agentes de ativagcdo EDC/NHS e
a concentragao/diluicdo do anticorpo especifico contra o &cido Urico, foi decidido implementar
e conduzir um delineamento experimental baseado num desenho fatorial do tipo 23. Este tipo
de planeamento considera a existéncia de 3 fatores ou parametros experimentais, em que a
cada um sdo atribuidos 2 niveis que se considera terem efeito na medida analitica efetuada
(o alto (+) e o baixo (-)). Assim, o planeamento experimental estabelece um conjunto de
combinagBes possiveis para os fatores e niveis em estudo, permitindo, com base nos
resultados obtidos, perceber qual ou quais exercem, efetivamente, influéncia na formacéo da
biocamada e, por consequéncia, a resposta do dispositivo. Ou seja, permite estabelecer quais

os seus efeitos na variacao de frequéncia (resposta dada pelo biossensor).
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O desenho fatorial estatistico fornece o minimo nimero de experiéncias necessarias para
avaliar em simultaneo, os efeitos de multiplas variaveis e as suas interacdes, na resposta em
analise (Montgomery, 2009; Shalabh, 2009).

Em termos concretos, o desenho fatorial 22 determina o estabelecimento de 8 combinagdes
ou testes possiveis, ou seja:

— 3 fatores A, B e C cada um com 2 niveis cada (a=2, b=2 e c=2) = 2x2x2 (ou 2°) = 8
combinagfes ou testes possiveis (abc).

A representacdo geométrica do desenho fatorial, assim como a matriz de testes ou
desenho mostram-se na figura 3.8.

bc abc A B C
| ac - -
+ (A I
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|
| -+ -
|
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|
=
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+
I+
|
+ + o+ o+

Figura 3.8 - Geometria do desenho fatorial.

Os sinais positivos (+) e negativos (-) que se representam na matriz de testes, codificam
para cada fator, os niveis alto e baixo, respetivamente.

Como se depreende, da observacao da figura 3.8, as 8 combinacdes ou testes possiveis
formam os vértices do cubo da representacdo geométrica, de acordo com o codigo

apresentado na tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Notacéo alternativa para representar as combinacgfes ou testes.

Combinagéao Codigo
(1) Ambos os fatores A, B e C estéo no nivel baixo
a A esta no nivel alto e B e C no nivel baixo
b B esta no nivel alto e A e C no nivel baixo
ab A e B estdo no nivel alto e C no nivel baixo
c C esta no nivel alto e A e B no nivel baixo
ac A e C estéo no nivel alto e B no nivel baixo
bc B e C estdo no nivel alto e A no nivel baixo
abc Todos os fatores, A, B e C estdo no nivel alto
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Na tabela 3.3 mostra-se, de uma forma mais objetiva, o desenho fatorial considerado, tendo
em conta os fatores envolvidos na modificacéo da superficie do sensor, assim como 0s niveis
que foram atribuidos a cada um. Sublinha-se que, no planeamento experimental delineado, a
concentracdo de MUA, [MUA] (com um nivel baixo de 5mM e um nivel alto de 10mM) e a
concentracdo de EDC, [EDC] (com um nivel baixo de 200mM e um nivel alto de
400 mM) consideraram-se como variaveis numéricas e a diluicdo do anticorpo (com um nivel
baixo de 1:1000 e um nivel alto de 1:500), como varidvel categorica. A relacdo entre a
concentracao relativa dos agentes de ativacdo, EDC/NHS, foi de 4, tendo sido mantida
constante. A diversos ensaios envolvidos na execugdo do planeamento experimental, foi

sempre utilizada uma solucéo de antigénio com a concentracdo de 100 mg/mL.

Tabela 3.3 — Matriz do desenho fatorial 22 considerado visando a otimizagdo da formag&o da biocamada na
superficie do sensor de cristal de quartzo.

Teste A B .C A B Diluig(z:"ao do
[MUA] [EDC/NHS] (Anticorpo) [MUA] (mM) [EDC/NHS] (mM) anticorpo

1 - - - 5 200/50 1:1000

2 + - - 10 200/50 1:1000

3 - + - 5 400/100 1:1000

4 + + - 10 400/100 1:1000

5 - - + 5 200/50 1:500

6 + - + 10 200/50 1:500

7 - + + 5 400/100 1:500

8 + + + 10 400/100 1:500

A matriz do desenho fatorial apresentada na tabela 3.3. foi efetuada com recurso ao
software Design Expert versdo 13.01.0. e os dados obtidos foram ajustados a equacéo do

modelo fatorial, que apresenta a forma da equacéo 3.1: (Montgomery 2009; Shalabh, 2009)
y=PBo+ BaXa+ BeXp+ BcXc+ LapXaXp+ BacXaXc+ BecXpXc+ LapcXaXpXc (3.1)

onde o y corresponde a resposta prevista para o modelo, designadamente a variagao de
frequéncia (Af; Hz), sendo o Bo a média de todas as respostas, os B os coeficientes de
regresséao e os X as variaveis em estudo.

ApG6s a andlise dos resultados obtidos através do planeamento experimental, foi
selecionada a combinagdo dos niveis dos fatores envolvidos mais adequada para a
modificagdo da superficie do sensor piezoelétrico e formagdo da biocamada. Essa
combinacdo passou a ser a aquela utilizada em todos 0s ensaios 0s ensaios subsequentes.

Em seguida, serdo apresentadas todas as etapas desenvolvidas relacionadas com a

modificacdo da superficie do sensor, de uma forma pormenorizada e de acordo com a sua
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sequéncia, onde serdo referidos os periodos e temperaturas envolvidos em cada uma. Estes
parametros, por limitacdo do desenho fatorial 23, ndo foram incluidos no modelo, tendo sido
considerados os valores tipicos referidos na literatura e/ou adaptados (Susmel et al., 2003;
Hnaien et al., 2008; Kim et al., 2019; Xu et al., 2020), nomeadamente as dimensdes do cristal

piezoelétrico utilizado.

3.7.1. Funcionalizac&o da superficie de ouro

Neste ponto, assim como nos seguintes, descrevem-se, de uma forma mais
pormenorizada, as diferentes etapas inerentes a modificacdo da superficie do sensor
piezoelétrico para formagdo da biocamada contendo, evidentemente, o elemento de
reconhecimento biol6gico imobilizado, ou seja, os anticorpos especificos contra o &cido urico.

Assim, inicialmente e apds a limpeza da superficie do sensor em banho de ultrassons, este
foi imerso numa solucdo de MUA preparada em etanol absoluto (com a concentracdo
otimizada no planeamento experimental), overnight, a temperatura ambiente para a formacéo
da SAM de tiol na superficie do ouro. Posteriormente, as moléculas do alcanotiol ndo ligadas
a superficie do ouro foram removidas por lavagem com etanol absoluto, seguido de secagem
com N2. De modo a converter os grupos carboxilo terminais em grupos éster ativos, o sensor
modificado foi incubado por um periodo de, aproximadamente, 1h, a temperatura ambiente,
numa mistura aquosa preparada de fresco com H,O milli-Q, contendo os agentes de ativagédo
EDC e NHS (com a relagdo de concentra¢fes igualmente otimizadas).

As ligagbes éster e amida s&o grupos amplamente utilizados para modificacdes de
superficie e imobilizacdo de anticorpos. Neste caso, uma monocamada com um grupo
carboxilo na extremidade é ativado por conversao no éster ativo. Esses derivados de acido
ativados reagem com aminas para formar amidas (Samanta e Sarkar, 2011). Isto é, 0s grupos
carboxilos da monocamada automontada foram ativados por EDC, formando um
intermediario, o-acilisoureia, um produto quimico altamente reativo. O intermediério é instavel
em solugdo aquosa e nao possui tempo de “vida” suficiente para o procedimento de
conjugacdo em duas etapas. No entanto, na presenca de N-hidroxisuccinimida (NHS) é
formado um éster ativo mais estavel de NHS. O éster ativo sofre reacdo de substituicdo
nucleofilica com os grupos amina dos anticorpos, resultando na formac¢édo de uma ligacao
amida. (Asiaei et al., 2015; Jiang et al., 2004).

Apo6s 1h de incubacéo, o sensor foi enxaguado com agua milli-Q e seco com Na.

A ativacdo dos grupos carboxilo da SAM com os ligantes EDC e NHS esta ilustrada na

figura 3.9.
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Figura 3.9 - (A) Formacéo de uma monocamada automontada de MUA na superficie do elétrodo de ouro,
(B) Ativacao dos grupos carboxilo do MUA com EDC e NHS, formando grupos éster ativados.

3.7.2. Imobilizagdo do elemento de reconhecimento bioldgico.

O procedimento para a imobilizacdo do biorecetor consistiu na adicao de 50 pyL de uma
solucéo do anticorpo especifico contra o &cido urico (com a diluig&do otimizada no planeamento
experimental), a temperatura ambiente, a monocamada previamente formada, permitindo o
estabelecimento de uma ligacdo amida entre os grupos amina dos anticorpos e 0S grupos
carboxilo ativados anteriormente, durante 2h (figura 3.10). Os anticorpos em excesso nao

ligados, foram removidos por lavagem com PBS e agua milli-Q e o sensor foi seco com No.

A B C
OH OH _OH 0=2~0 -0 0-Ovo ‘1(’ ‘1(’ ‘1('
O 0% 0©O= 2 b N ! ! .
NH NH NH
o 0= 0= 0= 0= 0=
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= S L, -
= T = — — —

Figura 3.10 - (A) Formacg&o de uma monocamada automontada de (MUA) na superficie do elétrodo de ouro,
(B) Ativacdo dos grupos carboxilico do MUA com EDC e NHS, (C) Imobilizacdo do anticorpo
policlonal contra o acido urico.

3.7.3. Reconhecimento e ligacao do antigénio

Ap6s a imobilizacao do elemento de reconhecimento biolégico, procedeu-se a adicao de
50 uL de uma solugéo de gelatina 1% (m/v), para bloquear as ligacdes ndo especificas, sobre
a superficie do sensor piezoelétrico com o anticorpo previamente imobilizado, seguida da
solugéo de antigénio (50 uL durante 60 minutos). A figura 3.11 mostra esta etapa adicional

referente ao reconhecimento e ligagdo do antigénio ao biorecetor.
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Figura 3.11 - (A) Formacdo de uma monocamada automontada de (MUA), (B) Ativagdo dos grupos carboxilo do
MUA com EDC e NHS, (C) Imobilizagdo do anticorpo policlonal contra o &cido Urico,
(D) Reconhecimento e ligacao do antigénio (acido Urico).

A figura 3.12 resume e apresenta pictoricamente o conjunto de procedimentos
experimentais executados nas diversas etapas da modificacdo otimizada da superficie do
sensor piezoelétrico, bem como diversas outras consideradas para o efeito. Evidencia-se, nas
etapas A e B, a modificacdo da superficie do sensor com uma monocamada automontada de
MUA, seguida da ativacdo com EDC e NHS, em ambas as etapas por imerséo deste elemento
em solugdes dos reagentes referidos (Dip Coating).

Por seu lado, na etapa C, a imobilizacdo do anticorpo especifico contra o acido Urico foi
efetuada por Drop Casting, tal como o bloqueio de interacdes nao especificas com a solugéo
de gelatina 1 % (m/v). Refira-se que o processo de modificacdo da superficie do sensor e
formacao da biocamada foi efetuada “fora” da camara de reagcédo da microbalanca de cristal
de quartzo. A incubagéo do antigénio, por sua vez, foi conduzida j& no interior deste modulo

tal como se mostra na etapa D da figura 3.12.
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Figura 3.12 - Procedimento experimental executado nas diversas etapas de modificacéo da superficie do sensor
piezoelétrico, visando a formag&o da biocamada com ERB imobilizado para o reconhecimento e
ligacdo do antigénio na etapa D.

3.7.4. Regeneracao da superficie do sensor

Nesta fase do trabalho testou-se a possibilidade de regeneracdo da biocamada formada
visando a reutilizagdo do biossensor. Desta forma, a superficie do sensor foi tratada com
NaOH 1M durante 5 minutos. Perspetivou-se que, durante esta fase, o antigénio seria
removido mantendo o elemento de reconhecimento bioldgico e a restante biocamada, com
possivel reutilizagdo para novo ensaio. Neste estudo, observou-se a variacdo de frequéncia
de vibracdo do sensor piezoelétrico antes da ligacdo do antigénio, ou seja, apenas com a
biocamada contendo o elemento de reconhecimento bioldgico e apds regeneracéo, isto é,
apos o tratamento da superficie com NaOH 1M posteriormente a ligagdo do analito.

Pelo facto de os resultados néo terem ido de encontro ao que teria sido perspetivado (ver
ponto 4.7 do capitulo dos resultados experimentais e discussao) foi decidido que a superficie

do sensor teria que ser funcionalizada a cada ensaio.
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3.8. Calibracéo do biossensor piezoelétrico

Uma vez otimizadas as condi¢cbes de modificacdo da superficie do sensor e imobilizacdo
dos anticorpos especificos contra o acido arico, decorrente do planeamento experimental
executado, procedeu-se a calibracdo do dispositivo desenvolvido, que expressa a relacao
entre a variagdo de frequéncia de vibracdo do cristal piezoelétrico e diversas solucdes de
antigénio com diferentes concentragdes.

Assim, para a calibracdo do dispositivo foram utilizadas 8 solu¢des padrdao de antigénio,
preparadas a partir da solu¢do de antigénio comercial, com um intervalo de concentracao
entre 10 pg/mL e 500 pyg/mL. As solug¢des padrdo de antigénio foram preparadas em PBS e
incubadas no interior da cAmara de reacdo da microbalanca de cristal de quartzo, durante 60
minutos, a temperatura ambiente. A tabela 3.4 mostra a metodologia seguida na preparacéo
das diferentes solu¢des padrbes de antigénio.

E de salientar que a escolhas das concentracées foi feita tendo por base os valores de
referéncia do &cido Urico na urina. Segundo Ratautaite et al., 2021 os valores normais variam
de 250 a 750 mg/24 horas, ou seja, 1,48 a 4,43 mmol/24 horas, considerando um volume
diario de urina de 1,5L. Nesse sentido preparou-se um intervalo de concentragdes que

abrangesse esses valores.

Tabela 3.4 - Preparacéo dos diferentes padrdes para a curva de calibragcdo

Volume da solugéo

Concentracdo  Volume final  Dilui¢cdo da solugéo Volume PBS

Padrbes (ug/mL) L) comercial antigéni(cLE;)mercial (L)
1 10 100 1:100 1,0 99,0
2 25 100 1:40 2,5 97,5
3 50 100 1:20 5,0 95,0
4 100 50 1:10 5,0 45,0
5 200 50 1:5 10,0 40,0
6 300 50 1:3,3 15,0 35,0
7 400 50 1:2,5 20,0 30,0
8 500 50 1:2 25,0 25,0

3.9. Estudo de diferentes arquiteturas de superficie para imobilizacdo do
biorecetor
Nesta etapa do trabalho testaram-se novas metodologias de imobilizagéo do elemento de
reconhecimento bioldgico, determinando novas arquiteturas de superficie na formagédo da
biocamada. O principal objetivo deste estudo prendeu-se com a otimizacdo adicional da
performance analitica do dispositivo, nomeadamente em termos da sensibilidade da resposta

produzida.
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Com efeito, a ligacdo dos grupos carboxilo ativados do MUA ao anticorpo especifico ndo
se verifica em nenhum ponto ou regidao especifica. Desta forma, a orientacdo adquirida pelos
anticorpos podera apresentar um grau de aleatoriedade importante com influéncia na resposta
final do biossensor. Neste sentido decidiu testar-se a utilizacdo da Proteina A na modificacdo
da superficie do sensor piezoelétrico, uma vez que esta se liga a regido constante do anticorpo
conferindo-lhe uma orientacdo homogénea e mais adequada (Shanehbandi et al., 2017).

Comecou por simplificar-se a arquitetura de superficie procedendo a modificagao do cristal
piezoelétrico apenas com proteina A. A sequéncia de formacado da biocamada é apresentada

na figura 3.13.
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Figura 3.13 - Modificagdo da superficie de ouro que recobre o cristal de quartzo: (A) Superficie de ouro despida;
(B) Modificagdo com proteina A; (C) Imobilizacdo do elemento de reconhecimento biolégico
(D) Reconhecimento e ligacao do antigénio.

A metodologia seguinte incluiu a modificagédo da superficie com MUA, seguida de ativacao
com EDC e NHS e introdugdo adicional da proteina A, previamente a imobilizacdo do

anticorpo. A figura 3.14 ilustra o procedimento considerado nesta nova arquitetura.
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Figura 3.14 - Modificagdo da superficie de ouro que recobre o cristal de quartzo: (A) Formagdo de uma
monocamada automontada de MUA; (B) Ativacdo dos grupos carboxilo do MUA com EDC e NHS;
(C) Ligagdo da proteina A; (D) Imobilizagcdo do elemento de reconhecimento biolégico;
(E) Reconhecimento e ligagéo do antigénio.
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A semelhanca dos ensaios anteriores, também no caso dos sensores modificados de
acordo com as novas metodologias que se mostram na figura 3.13 e 3.14, se procedeu a
medicdo de frequéncia de vibracao do cristal piezoelétrico apos a formacao da biocamada e
apos a ligacdo do anticorpo. A respetiva diferenca ou variacdo de frequéncia foi também
considerada a resposta analitica final. Os resultados obtidos com os sensores modificados
com estas novas arquiteturas de superficie foram comparados com aqueles decorrentes dos
ensaios efetuados com o dispositivo modificado de acordo com a metodologia inicialmente
otimizada. Neste ambito, tendo em conta os resultados observados, procedeu-se também a
calibrac@o do biossensor montado com recurso a metodologia de modificagdo de superficie
gue se mostra na figura 3.14. Este estudo foi efetuado de acordo com o procedimento descrito
no ponto 3.8.

3.10. Determinacgédo do acido urico em amostras de urina com o biossensor
desenvolvido

Para verificar a aplicabilidade do biossensor em amostras bioldgicas foi utilizada uma
amostra de urina. Uma vez que esta é uma amostra real de matriz complexa, com um
contetdo significativo de possiveis interferentes, procedeu-se a sua purificacdo por
ultrafiltracdo com recurso a membranas poliméricas de acetato de celulose que assumiram o
papel de filtros de permeabilidade seletiva, permitindo a remoc¢&o de contaminantes presentes

na amostra, melhorando assim a seletividade do biossensor.

3.10.1. Preparacdo das membranas de ultrafiltracdo para purificacdo das
amostras de urina

Foram preparados dois tipos de membranas de acetato de celulose com tamanho de poros
diferentes, através do método de inversdo de fases. Para tal, para 100g de solucao polimérica,
as quantidades de acetato de celulose (AC), acetona e formamida a pesar sdo as indicadas
na tabela 3.5 em fun¢do da membrana pretendia.

As quantidades utilizadas dependeram da porosidade desejada, isto €, quanto maior for a
variagdo da concentracdo de formamida na solugdo polimérica de acetato de

celulose/formamida/acetona, maior sera o tamanho do poro da membrana.
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Tabela 3.5 - Solucdes poliméricas e condigbes de preparacdo das membranas de acetato de celulose.

Membrana polimérica Membrana polimérica
1 2

Solucéo polimérica (% m/m)

Acetato de celulose 17,0 17,0

Acetona 61,0 56,0

Formamida 22,0 27,0
Condicdes de preparagcao

Temperatura da solugédo (°C) 20-25 20-25

Tempo de evaporagdo (min) 0,5 0,5

Meio de coagulacéo (1-2h) Agua (0-3°C) para todos 0s casos

Todos os componentes da solugéo foram pesados num frasco rolhado, previamente limpo
e seco, pela seguinte ordem: acetato de celulose (polimero), formamida (promotor de poro) e
acetona (solvente). O frasco foi vedado com parafilme de forma a evitar a evaporacédo da
acetona e colocado num agitador, a temperatura ambiente, durante aproximadamente
24 horas, resultando numa solugdo homogénea, limpida e viscosa. Uma vez retirada da
agitacdo, a solucéo foi manuseada cuidadosamente, sem agitar, para evitar a formacao de
bolhas de ar, dado que estas provocam irregularidades indesejaveis na membrana. Posto isto,
iniciou-se a preparacéo efetiva da membrana com auxilio de uma faca metalica com uma
ranhura calibrada (0,25mm) e um vidro retangular. Colocou-se a faca na extremidade superior
do vidro, previamente limpo com acetona, com a ranhura calibrada virada para baixo e para
0 exterior, e encheu-se o0 seu interior com a solucdo polimérica com a quantidade suficiente
para cobrir o vidro e, perpendicularmente, deslizou-se sobre o vidro a uma velocidade
constante. Logo apos o “deslizamento”, observou-se 30 segundos de evaporacdo e
introduziu-se o vidro com o filme polimérico, de imediato e cuidadosamente, num recipiente
com o meio de coagulacdo constituido por agua desionizada e gelo para manter a temperatura
entre 0°C e 3°C. ApoOs a solidificacdo do filme polimérico e, consequentemente, do
desenvolvimento da membrana, este foi retirado do vidro e procedeu-se a identificacdo da
face ativa da membrana. As membranas preparadas foram mantidas numa solugédo aguosa
até a sua utilizacdo. A figura 3.15 ilustra a preparagdo das membranas de ultrafiltracdo de

acetato de celulose pelo processo de inversao de fases.
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Figura 3.15 — (A) Esquema representativo do processo de inversdo de fases utilizado para a preparagdo das
membranas de ultrafiltracdo de acetato de celulose, (B) Faca utilizada na preparacdo das
membranas.

3.10.2. Ultrafiltracéo

A filtragdo da amostra biolégica de urina foi realizada sob pressédo utilizando azoto. O
suporte para a ultrafiltragéo foi ligado a uma coluna de azoto e o permeado foi recolhido num
tubo Falcon. A pressado transmembranar utilizada variou entre 0 e 4 bar e foi controlada por
regulador de pressédo. Um esquema do sistema de ultrafiltragdo € mostrado na Fig. 3.16. O
permeado resultante contendo a urina purificada foi posteriormente utilizado para os ensaios

de determinacéo de &cido Urico.
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Suporte para
filtragdo

&
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Membrana
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Figura 3.16 — (A) Esquema representativo do processo de ultrafiltracdo (B) Foto real do suporte para a
ultrafiltragdo, contendo uma amostra de urina em processo de purificagaof/filtracéo.
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3.10.3. Determinacéo de acido urico em amostra de urina

Como referido anteriormente, com o intuito de avaliar o comportamento do biossensor num
contexto mais real, foram efetuados ensaios para a determinacdo da concentracdo de acido
arico em amostras de urina fortificadas com a solucdo de antigénio comercial. Para o efeito,
prepararam-se trés amostras de urina filtrada e fortificada com a solugcdo comercial de
antigénio, com concentracdes de 20,0 pg/mL, 75,0 yg/mL e 150,0 ug/mL em &acido urico e
pH=7,4. A razdo para esta fortificacdo das amostras prende-se com o facto de o 4cido Urico
em si ndo ser uma espécie imunogénica e como tal necessitar de ser conjugado como uma
proteina, como por exemplo a BSA, tal como acontece justamente com a solugdo comercial
de antigénio. Nesta fase considerou-se ainda, o desenvolvimento de uma metodologia
visando a conjugacao de acido Urico com esta ou outra proteina, que permitisse a modificacao
do acido arico presente nas amostras de urina. No entanto, face a previsivel morosidade deste
processo e tendo em conta a limitagdo de tempo nesta fase de desenvolvimento do trabalho,
optou-se por ndo o fazer e proceder a fortificagdo das amostras de urina com a solucdo
comercial de antigénio, o que possibilitou igualmente demostrar a aplicabilidade do biossensor
desenvolvido na determinagdo de acido Urico neste tipo de amostras.

A quantificagdo dos valores de concentracdo de &cido urico referidos, foi efetuada
utilizando a equacao da reta de calibracdo resultante da calibracéo efetuada ao biossensor e
gue se descreve no ponto 3.8. Os valores experimentais de concentragdo de acido urico
obtidos para ambas as amostras de urina foram comparados com os valores de referéncia
resultantes da sua fortificacdo. Com este proposito, efetuou-se a determinacdo dos respetivos
erros relativos que permitem estimar a exatidao dos resultados obtidos com o biossensor, nas

analises da amostra de urina.
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Capitulo

4

Resultados experimentais e discussao

Neste capitulo apresentam-se e discutem-se os resultados experimentais obtidos nas
diversas fases do trabalho relacionadas com o desenvolvimento do biossensor piezoelétrico
para a detecdo e quantificagéo de 4cido Urico em urina. Em termos genéricos, estes versarao
inicialmente a caracterizacado do sistema de fluxo utilizado no “setup” experimental, visando
por um lado o conhecimento e controlo dos caudais admitidos & camara de reacao, assim
como o volume deste elemento e por outro o funcionamento adequado de todo o sistema.

Apresentar-se-80 os resultados relacionados com a otimizagéo e selecdo do procedimento
de limpeza da superficie do elétrodo de ouro do sensor piezoelétrico, com vista a sua
modificagdo com a biocamada de interesse. Sequencialmente, e de modo a comprovar que a
modificagdo da superficie do transdutor como os reagentes considerados para o efeito, sera
apresentado o resultado decorrente da caracterizagdo microscopica da superficie do sensor
piezoelétrico, através da Microscopia de Forgca Atomica. Serdo discutidos os resultados
relacionados com a otimizagcdo dos parametros envolvidos na constituicdo da biocamada,
incluindo os reagentes a utilizar, a sua concentracdo, os periodos de reacao envolvidos, entre
outros. Neste ambito, apresentar-se-do os resultados e conclusdes retiradas da elaboragéo
de um design experimental delineado para o efeito. Os resultados relacionados com uma
otimizacdo mais fina de alguns parametros envolvidos no processo de modificacdo da
superficie do sensor piezoelétrico e também da resposta analitica final do biossensor, que se
decidiu realizar, serdo também apresentados.

Comparar-se-ao também os resultados decorrentes de diferentes metodologias utilizadas
para a modificacdo da superficie do sensor piezoelétrico, que resultaram em diferentes
arquiteturas do dispositivo biossensor em si, designadamente no que concerne a sensibilidade
da resposta analitica. Com base nas diferentes arquiteturas entdo consideradas,
apresentar-se-do para todos 0s casos as respetivas calibracdes dos biossensores resultantes,
assim como as principais figuras de mérito que caraterizam o seu desempenho analitico. Os
resultados obtidos serdo comparados e discutidos. Neste ambito serdo discutidas as razées
que presidiram as metodologias consideradas e utilizadas.

Por fim, serdo apresentados os resultados decorrentes da analise das amostras de urina,
com os biossensores desenvolvidos, comparando os resultados obtidos e estimando a sua
exatidao relativamente ao valor de referéncia que resultou da fortificagdo das mesmas com a

solucdo comercial de antigénio.
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4.1. Caracterizacao e otimizacdo do funcionamento do sistema de fluxo

A necessidade de otimizagao prévia do sistema de fluxo utilizado no “setup” experimental
foi uma etapa fundamental no desenvolvimento do trabalho, tendo em conta a realizacdo de
analises em continuo e em tempo real previstas. Considerando o sistema de medicédo do
biossensor piezoelétrico, constituido, globalmente, por uma bomba peristéltica, pela
microbalanca de cristal de quartzo e por um sistema de aquisicdo de dados dedicado, esta
caracterizacao inicial incidiu, em particular, sobre o funcionamento da bomba peristaltica. Com
efeito, tendo em conta que a quantidade dos reagentes envolvidos no processo de analise,
em particular dos imunoreagentes, era bastante diminuta e sendo os mesmos bastante
onerosos, considerou-se ser fundamental um conhecimento mais preciso de alguns
parametros caracteristicos deste sistema de fluxo. Particular atengéo recaiu sobre os caudais
debitados pela bomba peristéltica, de modo a adequa-los com mais rigor a cada um dos
reagentes necessarios, na perspetiva da minimizacdo do seu consumo e também do custo
global associado ao seu funcionamento.

Um dos desafios iniciais prendeu-se com a garantia da estanquidade do sistema de fluxo.
Apenas desta forma foi possivel garantir em cada ensaio realizado, um controlo rigoroso dos
caudais impostos pela bomba ao sistema em si, minimizando também o consumo de
reagentes. A situacdo Otima para esta condicdo foi atingida quando se observou a
manutencdo do nivel dos reagentes no interior do sistema de fluxo com a bomba peristaltica
parada. A figura 4.1 mostra uma sequéncia de imagens que ilustram a situagéo ideal de
operacionalidade do sistema de fluxo, assim como um conjunto de imagens relativas a uma
situacao contraria.

Ainda no que concerne a caracterizacao do sistema de fluxo, verificou-se ser importante o
conhecimento do volume da camara de reagcdo, de modo a otimizar também o volume de
reagentes a utilizar em cada ensaio, minimizando assim o desperdicio dos mesmos. Para o
efeito comecgou por efetuar-se a calibragdo da bomba peristéltica estabelecendo o valor dos
caudais, Q (uL min?), permitidos. Os valores dos caudais médios obtidos para cada posigéo

da bomba e o respetivo gréafico de calibragcdo mostram-se na figura 4.2.
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Camara de fluxo estanque

Camara de fluxo ndo estanque

Figura 4.1 - Sequéncia de imagens que mostram o caso em que o sistema de fluxo se encontra completamente
estanque e também o caso indesejavel em que o nivel de reagente varia com o tempo.
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Figura 4.2 - Calibracdo da bomba peristaltica utilizando o valor médio dos caudais (n=3) registados para cada
posicao.
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Uma vez estabelecida a calibracdo da bomba peristéltica, procedeu-se a determinacao
do volume da camara de fluxo visando o conhecimento do volume méaximo suportado pela
mesma. Para este estudo consideraram-se os caudais médios obtidos em 3 posi¢cBes da
bomba peristaltica. Os resultados obtidos mostram-se na tabela 4.1, concluindo-se que a

camara de fluxo apresenta um volume de 49,8 + 1,7 mL, ou seja, aproximadamente 50 mL.

Tabela 4.1 - Resultados obtidos no estudo conducente ao estabelecimento do volume da camara de fluxo.

Tempo de enchimento da

~ Volume da camara de fluxo
camara de fluxo

Posicéo da bomba Caudal médio, Qmedio

(uL min-t) (min) (mL)
0,1 21,0 2,35 49,4
0,1 21,0 2,32 48,7
0,6 120,0 0,42 50,4
0,6 120,0 0,41 49,2
0,9 195,0 0,26 50,7
0,9 195,0 0,26 50,7

Volume médio =49,8 + 1,7 mL

4.2. Preparacdo da superficie do sensor para a imobilizacdo do biorecetor

As condic6es da superficie do sensor de cristal de quartzo para efeitos da formacao da
biocamada com imobilizacdo do elemento de reconhecimento biolégico ou biorecetor,
constituiu um aspeto fundamental que foi tido em conta no desenvolvimento e montagem do
biossensor piezoelétrico. Com efeito, considerando que no presente estudo a superficie do
sensor ou transdutor piezoelétrico é constituida por um elétrodo de ouro, efetuaram-se
diversos ensaios com vista a selecdo do procedimento de limpeza a utilizar no tratamento da
superficie deste material. Assim, procurou-se, desta forma, otimizar o procedimento de
limpeza e selecionar o mais eficaz, mas também menos moroso e envolvendo menos
regentes. Utilizaram-se, efetivamente, duas metodologias baseadas em diferentes principios.
Uma destas metodologias consistiu na preparacdo da superficie do sensor com recurso a
ultrassons, utilizando o alcool isopropilico como solvente de limpeza. Numa outra abordagem
utilizou-se uma mistura de peroxido de hidrogénio e amoénia aquecida a uma temperatura
adequada para a limpeza da superficie do sensor.

Ambos os procedimentos de limpeza da superficie do sensor piezoelétrico foram testados
em dois sensores diferentes (A e B), intencionalmente “sujos” através de uma manipulagao
direta da sua superficie. ApGOs este procedimento, mediu-se a frequéncia de ressonancia inicial
do cristal de quartzo, ou seja, do sensor “sujo” e apds cada procedimento de limpeza. A
variacdo de frequéncia obtida com ambas as metodologias de tratamento de superficie e com

ambos os sensores A e B, permitiu concluir acerca do procedimento mais eficaz para o efeito
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e, assim, selecionar aquele a ser utilizado em todo o trabalho subsequente. Os resultados

obtidos apresentam-se na tabela 4.2

Tabela 4.2 - Resultados obtidos apds a limpeza dos sensores “sujos” com ambos os procedimentos de limpeza.

Frequéncia inicial Frequéncia Variagao de Variacdo de
Sensor do sensor apos limpeza frequéncia frequéncia média
(Hz) (Hz) (Hz) (Hz2)
A Limpeza com 10006858,0 10007091,0 233,0
ultrassons
. 234,0
B Limpeza com 10004798,1 10004563,1 235,0
ultrassons
Limpeza com
A mistura oxidante 10006566,0 10006795,1 229,1
_ 225,1
B Limpeza com 10004278,0 10004499,0 221,0

mistura oxidante

Os resultados que se mostram na tabela 4.2. correspondem aos melhores resultados
obtidos apds arealizagéo de diversos ensaios com diferentes condi¢des inerentes a cada uma
das metodologias estudadas.

Como se pode observar através da tabela 4.2, para ambos os sensores A e B, os resultados
obtidos com a limpeza com ultrassons caracterizam-se pela obtencdo de uma variagdo de
frequéncia mais elevada. Esta observacado significa que a metodologia foi mais eficaz na
remocgao da “sujidade” existente na superficie do sensor, permitindo um aumento mais
significativo na sua frequéncia de ressonancia e logo uma maior diferenca para a situagéo
inicial. A esta observacéo, ndo é alheio o facto de a limpeza com ultrassons, utilizando ondas
ultrassénicas que se propagam e sao transferidas para o solvente de limpeza em contacto
com a superficie a ser limpa, originar um fenémeno designado por cavitagdo, através do qual
sao criadas milhares de bolhas de ar microscépicas geradas pelo contacto entre o solvente e
a referida superficie. No caso presente, estas bolhas ao penetrar na superficie de ouro
submersa, contendo sujidade, permitiram a remoc¢do dessas impurezas de um modo mais
eficaz que o observado para a outra metodologia testada.

No caso particular da utilizagdo da mistura oxidante, verificou-se, ainda, que durante os
ensaios subsequentes com os sensores submetidos a esta metodologia de limpeza deixavam,
frequentemente, de exibir a sua frequéncia nativa, passando esta a ser de 0,0 Hz. Este facto
podera, eventualmente, resultar da sensibilidade do material de que é constituido o sensor
face a natureza dos reagentes quimicos envolvidos no procedimento de limpeza.

Assim, tendo em conta os resultados obtidos com a metodologia baseada em ultrassons e
a observacao relatada anteriormente, decorrente da utilizacdo da mistura oxidante, optou-se

por proceder a limpeza da superficie de ouro dos sensores de cristal de quartzo em todos os
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ensaios subsequente, apenas com recurso a metodologia baseada na tecnologia de

ultrassons, utilizando como solvente de limpeza o alcool isopropilico.

4.3. Formacao da monocamada automontada e imobilizagcédo do biorecetor:
Ensaios preliminares

Nesta fase do desenvolvimento do trabalho procederam-se a diversos estudos visando
estabelecimento de um procedimento/metodologia de imobilizacdo do elemento de
reconhecimento biolégico do biossensor piezoelétrico, tendo em conta a otimizacdo da
performance analitica global do dispositivo.

Inicialmente foram realizados alguns ensaios preliminares de acordo com informacéo
recolhida na literatura (Hnaien et al., 2008; Chunta et al., 2014; Kim et al., 2019; Shanehbandi
et al., 2017; Xu et al., 2020) que procurou, sempre, adequar-se ao dispositivo a desenvolver.
Neste em particular foi tido em conta, sobretudo, o diametro do elétrodo de ouro (14 mm) que
recobre a superficie do sensor piezoelétrico e sobre a qual se iria proceder a formagéo da
biocamada e imobilizacdo do elemento de reconhecimento biolégico. Nestes ensaios
preliminares, a superficie do elétrodo de ouro foi modificada com uma monocamada
automontada de MUA ativada com EDC e NHS, ao que se seguiu a imobilizagdo dos
anticorpos especificos contra o0 acido Urico de acordo com 0 esquema genérico que se mostra

na figura 4.3.
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Figura 4.3 — Esquema simplificado da arquitetura de superficie que caracteriza o biossensor utilizado nos
ensaios iniciais.

Com a modificacdo da superficie do sensor piezoelétrico efetuada de acordo com o
esquema que se mostra na figura 4.3, procederam-se a alguns testes iniciais que visaram a
observacao e registo da resposta de todo o sistema de medicéo, incluindo o sistema de fluxo
e, evidentemente, o transdutor piezoelétrico constituido pelo cristal de quartzo recoberto pelo
elétrodo de ouro modificado e pela microbalanca de cristal de quartzo. Num destes ensaios
procedeu-se ao preenchimento da camara de reacdo do sistema de medicdo (figura 4.4A)
com uma solugdo de antigénio preparada em PBS observando a respetiva variagdo de

frequéncia de vibracdo do sensor piezoelétrico. Tal como esperado, sobretudo em face da
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elevada quantidade de solvente, observou-se um decréscimo acentuado deste parametro, de
acordo como se mostra na figura 4.4B. Na figura 4.4C observa-se o resultado de um ensaio
que traduz a estabilizacdo da frequéncia de vibracdo do sensor piezoelétrico quando se
remove o tampdo PBS da cAmara de reacao, ap0s o reconhecimento e ligacdo do antigénio
aos anticorpos imobilizados. As figuras 4.4B e 4.4C, evidenciam, ainda, o periodo tipicamente
necessario para se verificar a estabilizacdo da frequéncia de ressonancia do cristal

piezoelétrico modificado em ambos os tipos de teste efetuados.
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Figura 4.4 - Resposta analitica do sistema de medi¢do onde se mostra: (A) camara de reacdo a ser preenchida
com solugdo de antigénio; (B) diminuicdo da frequéncia de vibracdo do sensor piezoelétrico em
resultado do preenchimento da camara de reacdo com a solucéo de antigénio preparada em PBS;
(C) estabilizagdo da frequéncia de vibragédo do sensor apés reconhecimento e ligagcao do antigénio.

Ainda durante esta fase preliminar do trabalho, pretendeu estudar-se a resposta do
biossensor montado com o transdutor modificado de acordo com o descrito no ponto 3.5, a
solucdes de antigénio com diferentes concentracdes. Para o efeito prepararam-se diluicbes
sucessivas da solucdo comercial de antigénio (D1 > D2 > D3) e mediram-se as respetivas
frequéncias finais (f) decorrentes do enchimento da camara de reagdo com uma solugéo
contendo o analito e ap6s um periodo de incubacdo. Como resultado final, consideraram-se

as variacgOes de frequéncia medidas em relagéo a frequéncia inicial da medicao (f;), resultante
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apenas da presenca da biocamada na superficie do cristal de quartzo. O resultado deste

ensaio mostra-se na figura 4.5.
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Figura 4.5 — Sensograma que esquematiza a resposta preliminar obtida para diferentes diluicdes de antigénio e a
resposta analitica final, considerada para os ensaios subsequentes efetuados com o biossensor
piezoelétrico desenvolvido.

Como se pode observar na figura 4.5 e, tendo em conta que as solu¢des de antigénio
(entendido neste ambito como o soluto destas misturas) foram tipicamente preparadas em
tampéo PBS (entendido neste ambito como o solvente destas misturas), verificou-se, em
termos praticos, que a frequéncia medida quando a camara de reagao era preenchida com as
solucdes de antigénio com diferentes diluicbes (linha tracejada a cor vermelha) era
praticamente a mesma, ou seja, a variacdo deste parametro, mostrou-se praticamente
inexistente para as diferentes concentragfes de antigénio. Com efeito, pensou-se que esta
observacédo relacionada com a sensibilidade diminuta das medicdes, se prendeu com a
presenca de uma elevada quantidade relativa do solvente da solucdo de antigénio
(designadamente o tampé&o PBS), o qual, preenchendo totalmente a cAmara de reacdo, ndo
permitiu a observacdo de uma variacdo adicional da frequéncia de vibragdo do cristal
piezoelétrico em conformidade com as sucessivas concentracdes de antigénio/soluto

presente. A figura 4.6 pretende ilustrar o efeito descrito anteriormente.
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Cémara de reaccdo preenchida com PBS Camara de reacgéo preenchida com PBS + CAg 1
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Figura 4.6 — Esquema que traduz um corte transversal da camara de reagdo, onde se pretende evidenciar
a relagdo quantitativa entre o solvente (PBS) e soluto (antigénio, Ag) e o efeito quase exclusivo
que o primeiro, face a sua elevada quantidade relativa em todas as solugbes, exerce na
variacdo de frequéncia de vibracdo do cristal piezoelétrico. Mostram-se, como exemplo, trés
concentragfes de antigénio onde, CAg 3 > CAg 2 > CAg 1.

Neste sentido, optou por considerar-se, como resposta final da medicao, a frequéncia de
vibragéo do cristal piezoelétrico apos a remocdao total do tampé&o PBS da caAmara de reacéo,
gue se seguiu ao periodo de incubacdo do antigénio considerado para reconhecimento e
ligag&o por parte do anticorpo especifico. A frequéncia inicial da medi¢cdo, manteve-se como
aguela associada a vibracdo do sensor piezoelétrico, relativa a presenca de apenas da
biocamada na superficie do cristal de quartzo (vibragado do sensor “ao ar”).

A figura 4.5, além de traduzir a limitacdo observada, mostra, em funcdo dessa mesma
limitagdo, a resposta final considerada para todos o0s ensaios realizados. Com efeito,
evidencia-se a frequéncia de vibragéo inicial (fi) e as variacdes de frequéncias (Afy, Af, e Afs)
obtidas para as concentragfes crescentes de antigénio, ap0s o respetivo periodo de

incubacado e remocado do tampao PBS da camara de reacao.

4.4. Caracterizacdo da superficie do sensor piezoelétrico por Microscopia de
Forca Atomica

Os ensaios iniciais realizados nas condi¢cdes descritas mostraram-se, no entanto, algo
inconsistentes, designadamente ao nivel da sua reprodutibilidade. Nesta fase do trabalho

by

colocou-se a hipétese da inconsisténcia observada se poder dever, por um lado, a
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necessidade de otimizar as condi¢gfes de formacao/constituicdo da biocamada, ou por outro
a possibilidade de esta nao estar a ser formada de todo na superficie do sensor. Assim, antes
de proceder a otimizagéo das condi¢des de imobilizagéo do biorecetor, procurou garantir-se
que efetivamente a biocamada estaria a ser formada com a consequente e necessaria
modificagdo da superficie do sensor. Neste sentido, e considerando que seria a melhor
tecnologia para o efeito, recorreu-se a técnicas de caracterizagdo microscopica, em particular
a Microscopia de Forca Atomica (AFM, do inglés Atomic Force Microscopy).

Para este estudo efetuou-se a modificacdo de metade da &rea do elétrodo de ouro que
recobre o cristal piezoelétrico, mantendo a outra metade “despida”, ou seja, sem modificagao.
Efetuou-se a caracterizagdo do sensor “despido” ou ndo modificado e compararam-se 0s
resultados obtidos com aqueles decorrentes da caracterizacdo de ambas as superficies.

A caracterizacdo efetuada por AFM, utilizando diferentes resolu¢des e com obtencéo de
diferentes tipos de imagem, mostra-se nas figuras 4.7 e 4.8. A primeira diz respeito a

caracterizagao da superficie “despida” do sensor e a segunda a da superficie modificada.

Imagens 5 x 5 pm

Imagens de topografia Imagens de fase
14.0 nm :\';’u‘;}"\ 1 ‘ A 26.9deg
PAN A ¥ AN
12,0 PR PR VLTRIN KA
10.0 D 2=
8.0 220
6.0 200
40 18.0
0.0 145
Imagens 1 x 1 um
146 nm 109 deg
12.0
8.0
10.0
8.0 6.0
6.0
40
4.0
20
0.0 0.0

Figura 4.7 — Caracterizagdo por AFM da superficie de ouro do sensor “despido” ou ndo modificado.
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Como se pode observar na figura 4.7 e em ambas as resolu¢cdes de imagem, quer as
imagens de topografia quer as imagens de fase, revelam uma superficie do ouro homogénea,
sem a presenca de estruturas adicionais, caracteristicas apenas da presenca do material de
que € constituido o sensor, ou seja, do ouro e, portanto, de uma superficie ndo modificada.

Por outro lado, a caracterizagdo da superficie do sensor modificada que se mostra na figura
4.8, revela, quer nas imagens de topografia quer nas imagens de fase, uma heterogeneidade
da superficie, reveladora da presenca de estruturas elevadas. De acordo ainda com a andlise
efetuada, estas estruturas serdo indicadoras da presenca de proteinas, designadamente do
anticorpo especifico ligado a monocamada automontada de MUA.

Deste modo, os resultados decorrentes da caracterizacdo da superficie do sensor
piezoelétrico por AFM permitiram assumir uma formacdo bem-sucedida da biocamada
contendo o elemento de reconhecimento bioldgico imobilizado, ou seja, dos anticorpos
especificos contra o acido urico).

Imagens 5 x 5 pm

Imagens de topografia Imagens de fase

130.1 deg
125.0
120.0
115.0
110.0
105.0
100.0
95.0

83.4

60.1 deg
55.0
50.0
450
40.0
35.0
30.0

Figura 4.8 — Caracterizacdo por AFM da superficie de ouro do sensor modificado.
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As consideracdes assumidas, tendo por base a caracterizacdo da superficie do sensor
efetuada por AFM, foram validadas através de medidas da funcao Kelvin. A AFM com sonda
de Kelvin é um método sem contato e ndo destrutivo utilizado para medir a diferenca de
potencial de contato (CPD, do inglés Contact Potential Difference) entre a superficie de ouro
do sensor e a amostra, fornecendo um mecanismo de contraste relacionado com as
propriedades elétricas da superficie da amostra (Bastidas et al., 2011).

No caso presente, as medidas foram igualmente realizadas na superficie do sensor
ndo modificado e na superficie do sensor modificado. O resultado esperado seria uma
diminuicdo da diferenca CPD na superficie modificada, em resultado da presenca de uma
“camada” adicional com efeito “isolante” (ou seja, da biocamada) face a superficie do sensor
ndo modificado. Com efeito, os resultados obtidos corroboraram o esperado e mostram-se nha
tabela 4.3.

Tabela 4.3 - Medidas da fungdo Kelvin efetuadas na superficie de ouro do sensor nao modificado

e modificado.
Condic¢des da superficie de ouro Diferenca de Potencial de Contacto (meV)
Sensor nao modificado 190
Sensor modificado 120

4.5. Planeamento experimental para otimizacdo dos parametros
intervenientes na imobilizagdo do biorecetor

Ap0s a identificacdo dos principais parametros intervenientes nas condi¢fes de formacao
da biocamada e imobilizacdo do elemento de reconhecimento bioldégico do biossensor em
estudo, foi efetuado um planeamento experimental segundo um design fatorial completo 23,
num total de oito ensaios em duplicado, de forma a otimizar o processo referido,
nomeadamente no que se refere a concentracdo dos reagentes quimicos e biomoléculas
envolvidas.

A selecdo de um desenho fatorial do tipo 23 teve em conta o facto de a modificacéo da
superficie do sensor, com formacdo da biocamada, ser efetuada com utilizacdo de trés
reagentes, designadamente o MUA, o EDC/NHS e o anticorpo especifico contra o acido arico.
Os fatores, a sua categoria e 0s respetivos niveis considerados no delineamento do modelo
e utilizadas durante a sua execucdo, assim como o racional do desenho fatorial utilizado,

encontram-se descritos e explicados com mais pormenor no ponto 3.7 do capitulo 3 da
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presente dissertacdo. Todos 0s 0ito ensaios preconizados pelo modelo foram realizados em
duplicado utilizando sempre uma solucéo de antigénio como uma concentragéo de 100 ug/mL.

Os dados experimentais obtidos na otimiza¢do da variacao de frequéncia, decorrentes da
implementagdo do planeamento experimental, estdo apresentados na tabela 4.4, estando
indicados as médias dos valores obtidos experimentalmente e os resultados previstos pelo
modelo construido. Os resultados que se mostram na tabela, designadamente a variagcdo de
frequéncia, Af (Hz) para cada um dos oito ensaios, foi medida de acordo com o preconizado

no ponto 4.3 do presente capitulo, corroborado pelas figuras 4.5 e 4.6.

Tabela 4.4 - Matriz do desenho fatorial: trés varidveis independentes e valores experimentais e previstos da
variacéo de frequéncia.

[MUA] [EDC] Diluic&o do Af
Teste (mM) (mM) Anticorpo (Hz)
W e o e
1 5 200 1:1000 43,50 43,50
2 10 200 1:1000 189,0 189,0
3 5 400 1:1000 164,0 133,9
4 10 400 1:1000 138,5 168,6
5 5 200 1:500 196,5 226,6
6 10 200 1:500 252,5 222,4
7 5 400 1:500 191,0 191,0
8 10 400 1:500 297,5 297,5

Os efeitos de cada interacdo variavel e multivariaveis, foram obtidos através do software
Design Expert verséo 13.01.0. Com o auxilio desta ferramenta, foi também obtida a equacao
empirica que caracteriza o modelo previsto e que permite estimar a variagdo da frequéncia

(equacgéo 4.1):

Y = 184,06 + 35,314 + 13,69B + 50,31C- 15,06A4B + 5,31AC - 3,81BC + 27,69ABC (4.1)

onde, Y é a resposta do modelo, ou seja, a variagdo de frequéncia, A a [MUA], B a [EDC]
e C a diluicdo da solucéo de anticorpo.

Os resultados da tabela anterior revelam que os valores previstos, calculados através do
modelo construido, estdo de acordo com os valores experimentais. A tabela 4.5 resume a
andlise de variancia ANOVA (do inglés Analysis Of Variance) resultante da execucédo do
desenho fatorial e onde se verifica que o resultado do teste F-estatistico, conduziu a um valor

de Fc = 1227,70, indicador de que este modelo € significativo.
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Tabela 4.5 — Analise estatistica de variancia (ANOVA) para o modelo do design fatorial proposto.

Soma dos Média dos
Fonte de Graus de guadrados dos Teste
o quadrados dos . . L Valor de p
variacao - S Liberdade desvios F-Estatistico
desvios (variagcdes) (variancia)

Modelo 80030.44 7 11432.92 1227.70 <0.0001
[MUA] (mM) (A) 19951.56 1 19951.56 2142.45 < 0.0001
[EDC] (mM) (B) 2997.56 1 2997.56 321.89 < 0.0001
Diluicdo Ab (C) 40501.56 1 40501.56 4349.16 <0.0001

AB 3630.06 1 3630.06 389.81 < 0.0001
AC 451.56 1 451.56 48.49 0.0001
BC 232.56 1 232.56 24.97 0.0011
ABC 12265.56 1 12265.56 1317.11 < 0.0001
Residual 74.50 8 9.31
Total corrigido 91x102 15

r? = 0,999, r susado = 0,998, 1 pevisto = 0,996; C.V. = 1,16%, Precisdo Adequada = 117,71, Contribuicdo de
A =24,91%, Contribuigdo de B = 3,74%, Contribuicdo de C = 50,56%.

O baixo coeficiente de variagdo (CV), igual a 1,16% revelado por este estudo, sugere uma
boa preciséo e fiabilidade nas experiéncias realizadas. A "Precisdo Adequada" mede a razao
entre o sinal e o ruido, sendo uma razéo superior a 4 desejavel. O valor de razao obtido no
modelo proposto foi de 117,71, indicando um sinal adequado e que o modelo pode ser
utilizado.

Os valores de p < 0,0500 indicam que os termos do modelo séo significativos e, deste
modo, todas as varidveis em estudo, designadamente a [MUA] (variavel A), a [EDC]
(variavel B), e a diluicdo de anticorpo (variavel C). As interacdes multivariaveis sdo também
termos do modelo significativos. Com efeito, pode verificar-se que, o fator que mais contribuiu
para o modelo determinado, foi a diluicdo do anticorpo (50,56%), seguido da [MUA] (24,91%).

A equacdo 4.1 foi também utilizada na construcao de gréaficos de superficie de resposta
(3D), que se mostram nas figuras 4.9A e 4.9B. As duas variaveis, [MUA] e [EDC], foram
representadas em funcdo das duas diluicdes da solucdo de anticorpo (nivel baixo com a
diluicdo 1:1000 e nivel alto com a diluicdo 1:500), permitindo estimar a variacdo da frequéncia,

através do modelo proposto.
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4.6. Otimizacao dadiluicdo etempo de incubacéo da solucéo de anticorpo
e do tempo de incubacao do antigénio

Como se depreende da execucdo do planeamento experimental com recurso a um
desenho fatorial do tipo 23, existem algumas limitacdes relativamente ao nimero de fatores
(apenas 3) e em particular ao numero de niveis (apenas 2). Neste sentido, durante a execuc¢ao
do planeamento experimental, foram considerados para cada etapa relacionada com a
formacédo da biocamada, os periodos ou intervalos de tempo tipicamente referidos na literatura
para o efeito. No entanto, em face da importancia que se considerou que determinados
parametros teriam, ndo s6 no processo de formagdo da biocamada, mas sobretudo na
performance analitica global do dispositivo, foi decidido efetuar uma otimizagcdo mais “fina” a
alguns destes parametros de modo a comprovar ou otimizar adicionalmente os resultados
obtidos no planeamento experimental. Neste sentido, a concentracdo da solucdo de anticorpo
especifico contra o acido Urico, o tempo ideal de incubacdo ou imobilizacdo deste
imunoreagente na superficie do transdutor e o tempo ideal de incubacao do antigénio foram
0s parametros otimizados adicionalmente. Os restantes parametros e condigbes foram
agueles resultantes do planeamento experimental desenvolvido.

Os resultados obtidos nos diversos ensaios de otimizacdo sédo apresentados nos pontos

seguintes.

4.6.1. Otimizacao da diluicdo da solucéo de anticorpo

A diluicdo ideal da solugcéo de anticorpo foi avaliada imobilizando diferentes quantidades
de anticorpo preparadas a partir de diferentes diluicdes da solugdo comercial deste reagente,
uma vez que a sua concentracdo é desconhecida. Assim, utilizaram-se a seguintes dilui¢cdes:
1:1000; 1:750; 1:500; 1:250; 1:100, incubando-se 50 uL de cada solug¢do, durante 2h a
temperatura ambiente. Posteriormente, em cada ensaio, procedeu-se a incubacdo de uma
solucdo de antigénio sempre com a mesma concentracdo (100 ug/mL), durante 60 min, a
temperatura ambiente. Mediu-se a variacdo de frequéncia resultante em cada ensaio e
relacionaram-se os resultados obtidos com a diluicdo da solucdo de anticorpo utilizada em

cada ensaio. Os resultados obtidos mostram-se na figura 4.10.
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Figura 4.10 — Otimizacao da diluicdo da solucao de anticorpo a ser utilizada no procedimento de imobilizagédo do
elemento de reconhecimento bioldgico.

Como se pode observar, com base nos resultados que se mostram na figura 4.10, a
resposta analitica aumenta com a concentracdo de anticorpo presente na solugéo utilizada
para a imobilizagéo deste elemento de reconhecimento. No entanto, este aumento aconteceu
até a diluicdo de 1:500, a partir da qual se observou uma estabilizacdo da resposta analitica.
Esta estabilizag&o indica que um aumento adicional da quantidade de anticorpo presente na
solucdo de imobilizagdo ndo se traduziu, efetivamente, num aumento adicional da variagéo
de frequéncia. Com efeito, esta observagdo podera ser explicada com base na dimenséo/area
do elétrodo de ouro que recobre a superficie do sensor piezoelétrico que apenas permite a
imobilizacdo méxima de uma quantidade de anticorpo presente, por exemplo na solugdo com
a diluicdo de 1:500. Considera-se que por esta razéo, a utilizacdo de uma solugdo com uma
diluicdo menor, ou seja, com uma concentracdo mais elevada de anticorpo ndo se traduziu
num aumento da quantidade imobilizada deste biorecetor e logo no reconhecimento e ligagcéo
de uma quantidade mais elevada de antigénio, traduzida por um valor mais elevado da

variagdo de frequéncia medida.

4.6.2. Otimizacao do tempo de imobilizacdo do anticorpo

O estudo da resposta do dispositivo em funcéo da variacdo do tempo de incubacdo ou
imobilizacdo do anticorpo na superficie do sensor piezoelétrico, foi realizado utilizando a
diluicdo da solucéo deste imunoreagentes otimizada no ponto 4.6.1, ou seja, 1:500. Para o

efeito utilizaram-se periodos de incubag&o do anticorpo entre 15 minutos e 120 minutos.
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A figura 4.11 mostra a variacao da frequéncia de vibracdo do sensor piezoelétrico, obtida

para os diferentes tempos de incubac¢éo da solu¢éo de anticorpo.

Af (Hz)

o s

260 | Q

220

180 1 1 i 1 i 1 i 1 i 1 i 1 i
0 20 40 60 80 100 120 140

tempo (min)
Figura 4.11 — Otimizag&o do tempo de imobiliza¢do do anticorpo na superficie do sensor piezoelétrico.

Como se pode observar com base nos resultados que se mostram na figura 4.11, a
resposta analitica aumentou com o tempo de incubacao do anticorpo até 60 minutos. Apés
esse periodo verificou-se uma estabilizacdo do aumento da frequéncia de vibragéo do sensor
piezoelétrico, o que significa que o tempo superior a 60 minutos ndo provocou um aumento
adicional da variacao de frequéncia. Assim sendo, considerou-se 60 minutos o tempo ideal de

imobilizacao do anticorpo a superficie do sensor.

4.6.3. Otimizacao do tempo de imobilizacdo do antigénio

A otimizacdo do tempo de incubacg&o do antigénio, visando o reconhecimento e ligagdo ao
anticorpo especifico imobilizado, foi efetuada utilizando os parametros otimizados nos pontos
anteriores, ou seja, uma diluicdo da solu¢&o de anticorpo de 1:500 e um tempo de incubacéo
de 60 min. Neste estudo utilizou-se, ainda, uma solucdo de antigénio com a concentragdo de
100pg/mL. A resposta do biossensor, ou seja, a variacdo de frequéncia de vibra¢éo do sensor

piezoelétrico em funcéo do tempo de incubacgéo do antigénio mostra-se na figura 4.12.
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Figura 4.12 — Otimizag&o do tempo de incubacao da solugcéo de antigénio.

Como se pode observar na figura 4.12 a resposta analitica do dipositivo aumentou com o
tempo de incubacédo do antigénio, até cerca de 40 min. Apos este periodo ndo se verificou um
aumento da frequéncia de vibracdo do sensor piezoelétrico de forma significativa que
justificasse utilizar um tempo de incubacao da solucdo de antigénio superior.

Assim, o tempo de reagdo de 40 minutos foi escolhido como o periodo ideal para o
reconhecimento e ligagdo do antigénio ao anticorpo imobilizado, o que se traduziu, também

numa reducdo do tempo global de analise.

4.7. Regeneracdo da superficie do sensor

Nesta fase do trabalho, tendo em conta o consumo significativo de reagentes, em particular
do anticorpo especifico contra o acido Urico e do antigénio, testou-se a possibilidade de
regeneragéo da biocamada, para reutilizagdo num novo ensaio. Neste sentido ter-se-ia como
objetivo a remocdo do antigénio ligado ao anticorpo, no final de um dado ensaio,
permanecendo apenas a camada de anticorpos especificos imobilizados para
reconhecimento e ligagdo do antigénio num ensaio subsequente.

Nesta perspetiva, efetuou-se um estudo em que no final de um ensaio se introduziu no
sistema de fluxo uma solugdo de NaOH 1M como objetivo de remover o antigénio ligado.
Mediu-se a frequéncia de vibracdo do sensor piezoelétrico antes da realizacdo deste ensaio,
ou seja, antes da ligagdo do antigénio e apds o tratamento da superficie do transdutor com a
solucdo de NaOH 1M. Este teste foi efetuado diversas vezes e um resultado tipico mostra-se

na tabela 4.6.
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Tabela 4.6 — Frequéncias antes e depois da regeneracgao da superficie do sensor.

Frequéncia final ap6s a regeneragao
da superficie do sensor (fr)
(Hz)

Frequéncia inicial do sensor (fi)
(H2)

Variagao da frequéncia (&r)
(Hz)

10004659,0 10004802,0 143,0

Face aos resultados obtidos nos ensaios, conclui-se que a regeneragdo nao foi
bem-sucedida, uma vez que apoOs este procedimento, o sensor exibiu uma frequéncia
significativamente mais elevada que a frequéncia inicialmente medida, o que pode significar
gue para além de se ter removido o antigénio, parte dos anticorpos foram igualmente
removidos da superficie do sensor. Ou seja, apenas com remoc¢ao adicional de algum dos
componentes da biocamada, para além do antigénio, seria possivel o sensor ficar um pouco
mais “leve” e como tal exibir em conformidade uma frequéncia de vibragdo mais elevada.
Assim, considerou-se que o sensor nao devia ser utilizado num ensaio subsequente sem nova
funcionalizacéo da sua superficie, com formacao de uma nova biocamada.

Este estudo foi efetuado jA numa fase avancada do desenvolvimento do trabalho em que
o tempo disponivel ja era bastante limitado. Neste sentido, com efeito, considera-se que esta
vertente do trabalho ndo foi suficientemente aprofundada, mas que o sera, certamente no

trabalho a desenvolver futuramente

4.8. Calibrag&o do biossensor desenvolvido

Ap6s a otimizacdo dos parametros de modificagdo da superficie do sensor com
imobilizacdo do elemento de reconhecimento biolégico, procedeu-se a calibracdo do
biossensor desenvolvido utilizando a respetiva arquitetura de superficie otimizada que se
mostra na figura 4.13. A tabela 4.7 apresenta as diferentes concentrages utilizadas na

calibracdo do biossensor.

L 1

Gelatina 1%
(miv)

-a:e e
I4I Iﬁ
= —

Figura 4.13 — Arquitetura de superficie do biossensor utilizada na calibracéo do dispositivo.
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Tabela 4.7- Concentragéo das solu¢des padréo utilizadas na calibragéo do biossensor desenvolvido.

Concentragao de antigénio
(Mg/mL)

10
25
50
100

Padrdes

200
300
400
500

0 N o o b~ W N PP

No ambito da calibragcdo do biossensor adotaram-se duas metodologias para o efeito.
Numa primeira abordagem procedeu-se a medicdo da resposta analitica decorrente da
andlise de cada solu¢éo padrao individualmente, podendo passar a designar-se por calibracédo
em “descontinuo”. Neste estudo foram efetuadas medi¢cdes em triplicado para cada solugéo
padrdo. A figura 4.14 mostra um esquema com uma resposta tipica (selecionada de cada
ensaio em triplicado) para as diferentes solu¢cdes de acido Urico analisadas, cujas

concentracdes constam igualmente da figura.

10005750
N
=3
©
Q wp
c N —_—"Ar
‘"é 10005250 | Branco
@ L= 10 pg/mL
- 25 pg/mL
10004750 | — SOug/ml
100 pg/mL
200 pg/mL
— 300 pg/mL
10004250 | 400 pg/mL
=— 500 pg/mL
10003750 . . . . . . . - - . -
0 10 20 30 40 50 60
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Figura 4.14 — Calibragdo em “descontinuo” do biossensor piezoelétrico onde se demonstra a resposta tipica obtida
em cada ensaio, realizado em triplicado, para diferentes solugdes padrao de antigénio.
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O grafico de calibracdo decorrente do ensaio anterior, onde se mostram as barras de erro
e que contém em insercdo a equacdo da reta de calibracdo obtida, apresenta-se na
figura 4.15.

300 |
N 3 -
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r2= 0,992
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[Antigénio] (ug/mL)

Figura 4.15 — Calibragdo em “descontinuo” do biossensor piezoelétrico desenvolvido efetuada com solugdes de
antigénio com diferentes concentra¢des e onde cada ponto traduz a média de trés medi¢bes
replicadas (n=3).

Com base no estudo que relacionou a variacdo de frequéncia de vibracdo do sensor
piezoelétrico para diferentes concentracdes de antigénio e que resultou na curva de
calibracdo que se mostra na figura 4.15, foi possivel proceder a determinacédo de diversos
parametros analiticos ou figuras de mérito que permitem caracterizar o desempenho analitico

do biossensor desenvolvido e que se apresentam na tabela 4.8.

Tabela 4.8 - Figuras de mérito e outras caracteristicas relativas ao desempenho do biossensor piezoelétrico
desenvolvido, tendo por base a realizagdo de uma calibragdo em “descontinuo”.

) . Biossensor piezoelétrico
Figuras de mérito i . w ; ,
Calibragcdo em “descontinuo

Intervalo resposta linear (ng/mL) 10 - 500
Sensibilidade (Hz ug* mL) 0,515
Coeficiente de correlagcdo 0,992
Limite de detecéo (ng/mL) 6,7

Limite de quantificacdo (ng/mL) 18,4
Precisao (RSD médio) (%) 6,2

Tempo de resposta (Teo%) (mMin) ~20
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A tabela 4.9 mostra, a titulo de exemplo, os parametros utilizados na determinacdo dos
limites de detecdo e quantificacdo que constam da tabela anterior, de acordo com os
respetivos modelos preconizados pela IUPAC que, em conjunto com o significado dos
diversos parametros envolvidos pode ser consultado no ponto 2.4 do capitulo 2 referente a

introducéo do trabalho.

Tabela 4.9 - Parametros estatisticos utilizados na determinacéo dos valores do LOD e LOQ decorrentes
da calibragdo em “descontinuo” efetuada com o biossensor piezoelétrico desenvolvido.

barAmet « « X, Sb LOD LOQ
arametros
¢ ¢ (Hz) (Hz) (ng/mL) (ng/mL)
Valor 3 10 504 0.9 6.7 18.4
considerado
(n=3)

O tempo de resposta do biossensor foi determinado com base a recomendacao da IUPAC.
Desta forma, observou-se o intervalo de tempo necessario para atingir 90% da resposta final
(Toow) € Obteve-se um valor de aproximadamente 20 min.

Como facilmente se depreende do que foi descrito anteriormente, com relagéo a calibragéo
em “descontinuo”, a andlise individual de cada solugdo padrdao, com a preparacao e
modificacdo da superficie do sensor piezoelétrico em cada ensaio e considerando,
inclusivamente, a realizacdo de trés medicbes replicadas, traduziu-se num consumo
francamente significativo de tempo, e em particular dos reagentes envolvidos. Neste sentido,
decidiu testar-se uma outra abordagem na calibragdo do biossensor, que se prendeu com a
realizagao da mesma agora em “continuo”, ou seja, utilizando em toda a calibra¢gdo o mesmo
sensor e medindo as variagfes adicionais de frequéncia que se verificaram ap6s cada periodo
de incubagéo das solucdes de antigénio com concentragdes sucessivamente mais elevadas.

A figura 4.16 pretende ilustrar o racional considerado.
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Figura 4.16 — Esquema ilustrativo das medi¢des efetuadas em continuo onde se pretende demonstrar as variagdes
de frequéncia adicionais decorrentes das sucessivas concentracdes de antigénio admitidas ao
sistema de fluxo e consideradas como as respetivas respostas analiticas. Mostram-se, apenas como
exemplo, trés concentracdes de antigénio onde, CAg 3 > CAg 2 > CAg 1.

Na figura 4.17 apresenta-se 0 sensograma resultante da calibracdo do biossensor
piezoelétrico em “continuo”, onde, a semelhanca da figura 4.5, se pode observar uma variacédo
de frequéncia praticamente inexistente quando a cdmara de reacéo era preenchida com as
solucdes de antigénio com diferentes concentragdes. Por esta razdo, e como ja tinha sido
referido anteriormente, considerou-se como resposta analitica final para cada solugéo padrao,
a variacao de frequéncia adicional do cristal piezoelétrico promovida pela incubacéo sucessiva

das solucdes com diferentes concentracdes de antigénio.

10005500
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Figura 4.17 — Sensograma resultante da calibragdo do biossensor piezoelétrico em “continuo” evidenciando as
variagdes de frequéncia para as diferentes concentracdes das solugbes padrao de antigénio.
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A figura 4.18 mostra o grafico de calibracdo resultante onde, pelo facto de a mesma ter
sido efetuada em “continuo” ndo houve lugar a medicédo replicadas, e como tal a exibi¢cdo das

barras de erro. Em insercdo mostra-se a equacao da reta de calibracéo obtida.

400
~~
N
o
5 300 | ]
200 | 4
100 | ° .
e Af (Hz) = 0,578 [Antigénio] (ug/mL) + 37,4 (Hz)
-r. r2=0,996
0 1 1 1 L 1 1 1 L 1 1 1 L 1 1 1 L 1 1 1 L
0 100 200 300 400 500

[Antigénio] (ug/mL)

Figura 4.18 — Calibragdo em “continuo” do biossensor piezoelétrico desenvolvido efetuada com solug¢des de
antigénio com diferentes concentracdes mostrando-se em inser¢cdo a equacdo da reta de
calibragao.

Na tabela 4.10 apresentam-se os valores das figuras de mérito determinadas com base na

calibracdo efetuada.

Tabela 4.10 - Figuras de mérito e outras caracteristicas relativas ao desempenho do biossensor piezoelétrico
desenvolvido tendo por base a realizagdo de uma calibragdo em “continuo”.

Biossensor piezoelétrico

Figuras de mérito K . )
Calibragdao em “continuo”

Intervalo resposta linear (ng/mL) 10 - 500
Sensibilidade (Hz ug* mL) 0,578
Coeficiente de correlagcdo 0,996
Limite de detecéo (ug/mL) 5,0

Limite de quantificacdo (ng/mL) 18,0
Precisao (RSD médio) (%) 6,2

Tempo de resposta (Toos) (min) ~20

Comparando as figuras de mérito que constam nas tabelas 4.8 e 4.10 para as calibracbes
executadas em “descontinuo” e em “continuo”, respetivamente, € possivel concluir que ambas
as metodologias redundaram num comportamento do sistema relativamente semelhante. No

entanto, deve salientar-se que a metodologia de calibragdo em “continuo” exibe, efetivamente,

87



uma sensibilidade mais elevada (0,578 Hz ug'/mL), bem como um limite de detecdo
(5,0 ug/mL) e quantificacdo mais baixos (18,0 ng/mL). Neste sentido, e considerando também
as limitacdes relacionadas com o consumo de reagentes e de tempo inerentes a calibracdo
em “descontinuo”, foi decidido proceder a determinagcédo da concentragdo de acido Urico nas

amostras de urina a analisar, utilizando apenas a reta da calibragéo efetuada em “continuo”.

4.9. Modificacdo da superficie do sensor com diferentes arquiteturas

ApOs a realizagdo de todos os estudos descritos nos pontos anteriores e a respetiva
caracterizacdo do desempenho analitico do biossensor piezoelétrico desenvolvido, foi
decidido, nesta fase do trabalho, testar diferentes arquiteturas de modificagdo da superficie
do transdutor. Este estudo visou, sobretudo, melhorar a sensibilidade de resposta do
dispositivo e, se possivel, reduzir o nimero de reagentes envolvidos, bem como 0 custo
associado.

A primeira abordagem consistiu na simplificagdo da modificag&do da superficie do sensor e
para o efeito procedeu-se a imobilizacdo de uma primeira camada constituida apenas por
proteina A. A esta etapa, seguiu-se a imobiliza¢éo do elemento de reconhecimento bioldgico
(anticorpos especificos contra o &cido Urico) para posterior reconhecimento e ligagdo do

antigénio. A figura 4.19 mostra a arquitetura final resultante da modificacéo da superficie do

[ |
T |

sensor descrita anteriormente.

Figura 4.19 - Arquitetura de superficie que inclui a modificagcdo do sensor piezoelétrico apenas com uma camada
de proteina A e posterior imobilizagédo do elemento de reconhecimento biolégico.

Testou-se o biossensor modificado com a arquitetura de superficie que se mostra na figura
anterior, medindo a variagéo de frequéncia resultante da andlise de uma solug&o de antigénio

com a concentracdo de 100 pug/mL. O resultado obtido mostra-se na figura 4.20.
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Figura 4.20 — Variagcdo de frequéncia obtida na analise de uma solugdo de antigénio com a concentracao de
100 pg/mL, utilizando uma arquitetura de superficie que inclui a modificagdo do sensor piezoelétrico
apenas com uma camada de proteina A e o elemento de reconhecimento biolégico.

A segunda arquitetura de superficie testada incluiu a modificacéo inicial da superficie do
sensor piezoelétrico com uma monocamada automontada de MUA, ativada com EDC e NHS,
seguida da introducdo adicional da proteina A como estrutura de reconhecimento e
imobilizagdo do anticorpo especifico contra o &cido urico. A figura 4.21 mostra a arquitetura

final resultante da modificacdo da superficie do sensor descrita anteriormente.

NH NH H
0= 0= 0=

= )
T I

Figura 4.21 - Arquitetura de superficie que inclui a modificagdo do sensor piezoelétrico com uma monocamada
automontada de MUA, ativada com EDC e NHS e incluindo proteina A como estrutura de
reconhecimento e imobilizagao dos anticorpos especificos contra o acido Urico

O biossensor modificado com a arquitetura de superficie que se mostra na figura anterior,
foi também testado com base na medicao da variagédo de frequéncia resultante da analise de
uma solugdo de antigénio com a concentracdo de 100 ug/mL. O resultado obtido mostra-se

na figura 4.22.
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Figura 4.22 - Variacdo de frequéncia obtida na andlise de uma solugdo de antigénio como a concentracdo de
100 pg/mL. utilizando uma arquitetura de superficie que inclui a modificagdo do sensor piezoelétrico
com uma monocamada automontada de MUA, ativada com EDC e NHS e incluindo proteina A como
estrutura de reconhecimento e imobiliza¢&do dos anticorpos especificos contra o &cido urico.

Os resultados obtidos com os biossensores modificados de acordo com estas novas
arquiteturas de superficie, foram comparados com aqueles decorrentes dos ensaios
efetuados com o biossensor modificado segundo a metodologia inicialmente otimizada e cuja
resposta, utilizando uma solugéo de antigénio com a concentragdo de 100 pug/mL, mostra-se

na figura 4.23.
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Figura 4.23 — Variagdo de frequéncia obtida na analise de uma solucdo de antigénio como a concentracao de
100 pg/mL. utilizando a arquitetura de superficie originalmente otimizada, que inclui a
modificagdo do sensor piezoelétrico com uma monocamada automontada de MUA, ativada com
EDC e NHS e posterior imobilizacdo elemento de reconhecimento biolégico.
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A comparacéo dos resultados obtidos, com os biossensores modificados com as trés
arquiteturas de superficie testadas, utilizando sempre uma solu¢cdo de antigénio com
concentragao 100u/mL, mostra-se no grafico da figura 4.24. As barras de erro que sao
exibidas resultam da realizacdo de medidas replicadas (n = 3).
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Figura 4.24 — Comparagdo dos resultados obtidos com as trés arquiteturas testadas para a modificacdo da
superficie do biossensor.

Os resultados que se mostram na figura 4.24 encontram-se de acordo com o esperado.
De facto, a sensibilidade mais elevada obteve-se com o biossensor modificado inicialmente
com uma monocamada automontada de MUA, ativada com EDC e NHS, seguido da
introducédo adicional da proteina A antes da imobiliza¢éo do anticorpo especifico (figura 4.21).

Esta observacdo resulta, fundamentalmente, do facto de a proteina A se ligar,
tipicamente, a regido constante do anticorpo e conferir uma orientacdo adequada aos
anticorpos permitindo, para a mesma concentracao de antigénio, o reconhecimento e ligacédo
de um numero mais elevado de molécula da espécie de interesse, o0 que se traduz, com efeito,
num aumento da sensibilidade da medida, o que ndo acontece no caso da metodologia
inicialmente otimizada (figura 4.23) onde a ligacdo dos anticorpos as “ancoras” do MUA
ativado determinaram, muito possivelmente, uma ligacdo do anticorpo com uma orientacao
mais aleatoria e inadequada para posterior ligacdo do antigénio (Shanehbandi et al., 2017).

A figura 4.25 mostra um esquema elucidativo da explicacdo apresentada.
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Figura 4.25 — Orientacdo preferencial adquirida pelos anticorpos especificos em resultado da presenca de
proteina A na imobiliza¢@o da superficie do sensor piezoelétrico.

No caso da arquitetura em que apenas se utilizou uma camada de proteina A diretamente
na superficie do ouro, apesar de esta conferir uma orientacdo mais adequada aos anticorpos,
0 elemento de reconhecimento bioldgico ficou mais préximo da superficie do sensor
relativamente as outras arquiteturas, que pelo facto de se ter utilizado uma monocamada
automontada, permitiu que os anticorpos estivessem mais “afastado” da superficie e, portanto,
mais acessiveis para a ligacdo do antigénio, ao contrario da metodologia sé6 com a
proteina A.

Nesta fase do trabalho foi efetuada uma nova calibragdo do biossensor modificado com
uma das novas arquiteturas de superficie, designadamente aquela que exibiu, como resposta
analitica, a variacao de frequéncia mais elevada e que se ilustra na figura 4.26. Pelas razdes
ja referidas anteriormente, designadamente as que se referem ao consumo excessivo de
reagentes e a limitacdo de tempo imposta nesta fase terminal do trabalho, a calibragcéo foi
efetuada em “continuo”, de acordo com o procedimento e racional também ja referidos
anteriormente no ponto 4.8 do presente capitulo.

A figura 4.26 mostra o grafico de calibracdo resultante onde, pelo facto de a mesma ter
sido efetuada em “continuo” ndo houve lugar a medicao replicadas e a exibigdo das respetivas

barras de erro. A equacao da reta de calibracéo obtida mostra-se em insercéo.
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Figura 4.26 - Calibragcdo do biossensor modificado com a nova arquitetura de superficie que inclui uma
monocamada automontada de MUA, ativada com EDC e NHS e incluindo proteina A como
estrutura de reconhecimento e imobilizacdo dos anticorpos especificos contra o acido Urico.

Na tabela 4.11 mostram-se os valores das figuras de mérito determinadas com base na
calibracdo efetuada ao biossensor modificado com esta nova arquitetura de superficie,
designadamente aquela que incluiu uma monocamada automontada de MUA, ativada com
EDC e NHS e incluindo proteina A como estrutura de reconhecimento e imobilizacdo dos

anticorpos especificos contra o &cido urico.

Tabela 4.11 - Figuras de mérito e outras caracteristicas relativas ao desempenho do biossensor piezoelétrico
modificado com a nova arquitetura de superficie e comparagéo com aquelas obtidas para o dispositivo
modificado de acordo com a metodologia inicialmente otimizada

Biossensor piezoelétrico Biossensor piezoelétrico com Biossensor piezoelétrico com

Figuras de mérito com nova arquitetura de modificagao inicial modificagao inicial
superficie Calibragao em “descontinuo” Calibragao em “continuo”
Intervalo resposta linear (ng/mL) 10 - 500 10 - 500 10 - 500
Sensibilidade (Hz ug™ mL) 0,663 0,515 0,578
Coeficiente de correlacéo 0,993 0,992 0,996
Limite de detegdo (ng/mL) 4,8 6,7 5,0
Limite de quantificagdo (ng/mL) 14,5 18,4 18,0
Precisdo (RSD médio) (%) n.d 6,2 6,2
Tempo de resposta (Toos) (Min) ~20 ~20 ~20

n.d. — ndo determinado
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De acordo com a comparacao das figuras de méritos determinadas para os biossensores
montados com as diferentes arquiteturas de superficie, que se mostra na tabela anterior
(tabela 4.11), é possivel verificar que, efetivamente, a introducdo da proteina A na arquitetura
de superficie do dispositivo permitiu um ligeiro aumento na sensibilidade, o que se traduziu,
igualmente, numa diminuicdo dos limites de detecdo e quantificacdo. A obtencdo deste
resultado poderd atribuir-se, como ja referido anteriormente, a orientacdo mais adequada dos
anticorpos especificos contra o 4cido Urico, assegurada pela presenca desta proteina.

Conclui-se enté@o que, para este caso em particular, a introdugéo da proteina A permitiu
uma melhoria na resposta analitica do sistema, decorrente, em particular, do melhoramento
dos processos de difusé@o, reconhecimento e ligagdo do antigénio ao anticorpo especifico. No
entanto, como se pode também verificar na tabela 4.11, esta melhoria no desempenho
analitico do biossensor modificado com a nova arquitetura de superficie foi, de facto,
significativa, comparativamente as metodologias entretanto desenvolvidas. Neste sentido,
face ao exposto, optou-se por manter a modificagdo da superficie do sensor piezoelétrico
inicialmente otimizada na andlise das amostras de urina, sobretudo numa perspetiva da
simplicidade do sistema reacional (com a utilizacdo de um menor nimero de reagentes), da
diminuicdo do tempo global de preparacdo da superficie do transdutor e também,

evidentemente, da diminui¢cdo do custo associado & montagem do biossensor.

4.10. Determinacao de acido urico em amostras de urina

Na ultima etapa do presente trabalho, avaliou-se o potencial de aplicacdo do biossensor
piezoelétrico desenvolvido na determinacdo de acido Urico em amostras reais biologicas,
nomeadamente em urina. Face a limitacdo de tempo imposta nesta fase de desenvolvimento
do trabalho, entendeu-se nao ser possivel iniciar um novo estudo visando o estabelecimento
de uma metodologia para ligacao/conjugacéo de uma proteina, como a BSA, por exemplo, a
molécula de acido Urico (como acontece no reagente comercial) de modo a conferir-lhe a
imunogenicidade que a mesma, por si sO, ndo apresenta. Neste sentido optou-se por proceder
a fortificacdo de varias amostras de urina com a solucdo de antigénio comercial, que
permitissem a caracterizagdo do comportamento do biossensor piezoelétrico desenvolvido,
em particular na gama de concentracdes mais baixas do intervalo de resposta linear exibido
pelo mesmo. Foram, assim, preparadas trés amostras de urina com as concentragcfes de
20,0 pg/mL, 75,0 pg/mL e 150,0 ug/mL, previamente purificadas por ultrafiltragao, utilizando
duas membranas de acetato de celulose. A preparacdo destas membranas mostra-se na
figura 3.15 do capitulo referente aos materiais e métodos. Ainda neste ambito de preparagéo
das membranas de ultrafiltracdo, decidiu-se designar-se por membrana 1 aquela com um

tamanho de poro menor e por membrana 2 aquela como um tamanho de poro superior.

94



A quantificacdo dos valores de concentracdo de &cido Urico referidos, foi efetuada
utilizando a equacao da reta de calibracdo que se mostra em insercéo na figura 4.18 Como
primeira observacdo pode referir-se que os valores experimentais determinados para a
concentracdo de acido Urico nas amostras ultrafitradas com a membrana 2 (como tamanho
de poro maior) foram substancialmente mais elevados que aqueles decorrentes da sua
fortificacdo. Este facto pode ser explicado pela remocao ineficiente de interferentes da
amostra de urina apés tratamento com a membrana 2, 0s quais, permanecendo na amostra,
poderdo ter aumentado significativamente o numero de interacdes nao especificas,
inclusivamente com a superficie de ouro que recobre o cristal piezoelétrico. Este eventual
aumento de massa global experimentada pelo transdutor, traduziu-se, também, em termos
praticos, num aumento exacerbado da variacdo de frequéncia de vibragcdo do sensor
piezoelétrico, conduzindo aos valores de concentracdo demasiadamente elevados que foram
determinados.

Por outro lado, situacao descrita anteriormente ja ndo se observou na analise das amostras
de urina ultrafitradas com a membrana 1, cujo tamanho de poro é inferior e, como tal,
supostamente mais eficiente na purificagdo e remocao de interferentes da mesma.

Os valores experimentais de concentracdo de acido Urico obtidos para as amostras de
urina tratadas com a membrana 1 mostram-se na tabela 4.12. Os valores apresentados
correspondem a média de trés andlises efetuadas. Apresenta-se também, na mesma tabela
a comparacdo dos valores obtidos com as concentracfes de controlo resultantes da
fortificacdo das amostras de urina. Para este fim, em particular, procedeu-se a estimativa da

exatiddo das medidas efetuadas, através da determinacéo dos respetivos erros relativos.

Tabela 4.12 — Valores experimentais de concentracdo de acido Urico determinados na analise de trés amostras de
urina fortificadas e comparag&o com os valores de controlo.

[Acido drico] [Acido drico] Exatid&o
controlo experimental (Erro Relativo, Er)
(ng/mL) (ng/mL) (%)

20,0 19,7 -1,6
75,0 77,5 +3,3
150,0 156,9 +4.,6

Os resultados que se mostram na tabela 4.12, traduzem, efetivamente, uma concordancia
significativa entre os valores de concentracdo obtidos experimentalmente e os valores de
controlo resultantes da fortificacdo das amostras de urina. Com efeito, salienta-se a exatidao
determinada em todos 0s ensaios (estimada com base nos valores do erro relativo), que se

mostrou sempre inferior a 10%, o que se considera, efetivamente, bastante relevante tendo
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em conta o facto de se ter analisado uma amostra real de matriz complexa com um sensor
cujo elemento de reconhecimento € bioldgico é o anticorpo.

Deste modo, os resultados que se mostram na tabela 4.12, apesar de terem sido efetuados
com amostras fortificadas com o analito, ndo deixam de abrir excelentes perspetiva

relativamente a utilizacdo e aplicabilidade do biossensor piezoelétrico desenvolvido na

determinacdo de 4cido Urico em amostras biolégicas, como por exemplo a urina.
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Capitulo

S

Conclusao

O presente trabalho visou o desenvolvimento de um biossensor piezoelétrico para
determinagdo de acido Urico em amostras biologicas.

Os métodos atualmente utilizados na determinagdo deste metabolito incluem, sobretudo,
técnicas analiticas, microscépicas e de imagem que se caracterizam por serem de elevado
custo associado, complexas, demoradas e de necessitarem de profissionais especializados.
Nesta perspetiva, as desvantagens anteriormente referidas podem serem suplantadas
através da tecnologia dos biossensores, que se caracteriza por ser de simples fabricacéo,
baixo custo associado, tempo de andlise reduzido, possivel miniaturizacéo dos dispositivos e
elevada sensibilidade e seletividade nas medi¢des analiticas, tornando-se uma alternativa
promissora as técnicas estabelecidas. Com efeito, considerou-se um imunossensor que
utilizasse anticorpos policlonais contra o acido urico, combinado com uma transducdo
piezoelétrica.

A necessidade de otimizag&o prévia do sistema de medida verificou-se, uma vez que o
dispositivo produziu resultados em tempo real, designadamente com base na utilizacdo de um
sistema de fluxo que esteve em permanente funcionamento durante as medidas efetuadas
com o biossensor. Adicionalmente, tendo em conta que as quantidades de imunoreagentes
disponiveis era bastante diminuta, e sendo os mesmos bastante onerosos, a otimizacao de
todo o sistema analitico, tornou-se crucial, na perspetiva da minimizagdo do consumo de
reagentes. Assim, foram otimizados parametros e caracteristicas do sistema de fluxo tais
como: o0s caudais debitados pela bomba peristéltica, o comprimento das tubagens que
conduziram 0s reagentes a camara de recdo que contém o sensor piezoelétrico ou a
determinacgdo do volume da camara reacional.

No que se refere a preparacéo da superficie do transdutor (cristal de quartzo de 14 mm de
diametro e 10 MHz de frequéncia nativa, recoberto com um elétrodo de ouro em ambas as
superficies) testaram-se duas abordagens de limpeza com o objetivo de selecionar a mais
eficaz, menos morosa e que envolvesse menos reagentes. A primeira consistiu numa limpeza
baseada em ultrassons e a segunda utilizando uma mistura oxidante aquecida. Tendo em
conta os resultados obtidos, optou-se por utilizar a metodologia baseada em tecnologia de
ultrassons, cuja eficiéncia se deveu, em grande medida, & agdo mecanica das microbolhas
geradas pelo fenébmeno da cavitagdo, na superficie do sensor. Por outro lado, o efeito de

supressédo da frequéncia nativa do cristal piezoelétrico, quando sujeito a tratamento com a
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mistura oxidante aquecida, ter-se-a devido, provavelmente a acdo/efeito dos reagentes
envolvidos sobre o material que constitui o transdutor.

Um dos aspetos relacionados com o desenvolvimento do trabalho, que se perspetivava ser
mais complexo, mas também mais desafiante, prendeu-se com a imobiliza¢éo do biorecetor
na superficie do transdutor, cujo procedimento se refletiria significativamente na performance
analitica global do dispositivo. Neste ambito, o recurso a microscopia de forca atomica
revelou-se fundamental na perspetiva da caracterizacdo da superficie do transdutor e
confirmacéo do sucesso deste procedimento de imobilizacdo do elemento de reconhecimento
biolégico.

Na perspetiva de otimizagdo dos parametros utilizados na formag¢do da biocamada com
imobilizacdo do biorecetor, foi efetuado um planeamento experimental, considerando para o
efeito um desenho fatorial do tipo 23. Neste estudo, concluiu-se que as condi¢es otimizadas
para a formacéo da biocamada e imobilizacdo do biorecetor incluiriam a utilizacdo de uma
[MUA], de uma [EDC] e de uma diluicdo de anticorpo de 10 mM, 400 mM e 1:500,
respetivamente. Adicionalmente, o resultado do planeamento experimental permitiu concluir
gue todos os fatores envolvidos tinham efeito estatistico na formacdo da biocamada e
imobilizacdo do biorecetor. Ou seja, as diferengas observada nos resultados, decorrentes da
variacdo destes fatores ndo se deveram apenas a erros aleatorios inerentes ao procedimento,
mas sim a variacéo efetiva dos seus niveis. Esta observacgéo faz sentido, na medida em que
a formacgédo da biocamada é um processo sequencial onde a etapa seguinte € fortemente
dependente da anterior. Isto é, os fatores envolvidos neste procedimento, assim como 0s
seus niveis sao completamente interdependentes, concorrendo todos com um efeito
significativo para o resultado final.

Devido a limitagdes no numero de parametros do modelo, ndo foi possivel efetuar a
otimizagdo de outros parametros, igualmente importantes. Em termos de volumes utilizados
na preparacao da superficie do sensor, por exemplo, a maior parte das etapas envolveu a
imersao do transdutor em solugdes dos varios reagentes (“dip coating”) ou a deposigédo de
uma gota na sua superficie (“drop casting”), ndo havendo, assim, necessidade de otimizacdo
deste parametro. No entanto, no que diz respeito ao periodo de incubacado do anticorpo e do
antigénio, estes foram alvos de uma otimizagdo mais “fina” posteriormente, uma vez que o
modelo ndo permitiu diretamente.

No que se refere a calibracdo do dispositivo desenvolvido, deve salientar-se que a
metodologia designada neste trabalho por “calibragdo em descontinuo”, apesar de ter exibido,
com efeito, figuras de mérito interessantes e comparaveis a outros procedimento neste
ambito, evidenciou, no entanto, desvantagens bastante significativas. Estas prenderam-se
sobretudo com o consumo excessivo de reagentes, com a morosidade do procedimento e,

evidentemente, com o custo associado ao mesmo. Estas observacdes, em grande medida,
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deveram-se ao facto de ndo ter sido possivel, tendo em conta as limitacdes de tempo e
recursos disponiveis, otimizar uma metodologia de regeneracao da biocamada que permitisse
apenas remocédo do antigénio ligado ao anticorpo apos cada ensaio, de modo a reutilizar a
mesma biocamada na medicdo seguinte. Neste sentido, as razbes referidas anteriormente
presidiram a decisdo de proceder a determinacdo da concentracdo de acido Urico em
amostras de urina com recurso a equacdo da reta obtida na calibracdo do biossensor que
neste trabalho se designou por calibragdo em “continuo”.

Com o objetivo se aumentar/melhorar a sensibilidade do biossensor e, consequentemente,
o0 seu desempenho testou-se a introducdo da proteina A recombinante de Staphylococcus
aureus na constituicao da resultando numa biocamada mista. Com efeito, a PrA foi ligada a
monocamada automontada de MUA, apés ativacdo dos grupos carboxilos com EDC e NHS,
com o objetivo de diminuir o grau de aleatoriedade na orientacdo do elemento de
reconhecimento biolégico. Comparando os resultados obtidos com aqueles decorrentes da
utilizacao do biossensor com outras arquiteturas de superficie, verificou-se efetivamente que
a utilizacdo da PrA permitiu otimizar parametros analiticos relacionados com o desempenho
do dispositivo, como a sensibilidade ou os limites de detecdo e quantificagdo. Assim,
poder-se-4 assumir que de facto a especificidade da ligacdo desta proteina ao anticorpo,
permitiu conferir ao elemento de reconhecimento biolégico uma orientagdo mais adequada e
uma distribuicdo mais uniforme, melhorando os processos de difusdo, reconhecimento e
ligac&o do antigénio.

No entanto, na perspetiva de simplificagdo do sistema reacional, com minimizacdo dos
reagentes e etapas envolvidas na montagem do biossensor desenvolvido e
consequentemente da minimizagdo do custo associado, optou-se por utilizar na anélise das
amostras de urina o dispositivo modificado sem a introducdo da PrA. Esta decisdo assentou
no facto de que, embora a arquitetura de superficie com a introducéo desta proteina tenha
conduzido a um melhoramento do desempenho do dispositivo, este ndo foi marcadamente
significativo.

A viabilidade do dispositivo desenvolvido foi comprovada procedendo a determinagcao do
acido Urico num contexto mais real, com recurso a uma amostra biolégica de urina fortificada
com a solucao de antigénio comercial, previamente purificadas por ultrafiltracdo com recurso
a duas membranas de acetato de celulose com tamanho de poros diferentes. Os resultados
obtidos experimentalmente foram validados tendo em conta os valores de controlo resultantes
da fortificacdo das amostras de urina (20 ug/mL, 75 pg/mL e 150 ug/mL). Com efeito,
observou-se uma concordancia entre os valores experimentais obtidos e os valores de
controlo, obtendo-se um erro relativo inferior a 10% em todas as medidas efetuadas o que se

traduziu, efetivamente numa exatiddo bastante significativa. Esta evidéncia permitiu concluir
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que o biossensor desenvolvido, pode ser utilizado na determinacdo de &cido Urico em
amostras de matrizes mais complexas.

Deste modo, face aos resultados alcancados, considera-se que o objetivo principal desta
dissertacdo foi plenamente alcancado, com o desenvolvimento de um biossensor
piezoelétrico, cuja superficie, adequadamente modificada, permitiu o reconhecimento e
ligacdo do antigénio em amostras com diferentes concentracfes de &cido Urico, inclusive em
amostras bioldgicas, designadamente em urina.

Assim, considera-se, tendo inclusivamente em conta o titulo desta dissertacdo, que o
trabalho desenvolvido podera constituir uma base sélida para o desenvolvimento de um
dispositivo analitico a ser utilizado na prevencéo e controlo da gota Urica. Com efeito, até a
data, e de acordo com a revisdo efetuada, o imunossensor desenvolvido € o primeiro

biossensor piezoelétrico para detecdo e determinacédo de acido Urico em amostras bioldgicas.
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Capitulo

6

Perspetivas futuras

Como se depreende do exposto nesta tese, 0 estudo em causa continua a encarar varios

desafios que podem, e devem, ser explorados e aprofundados.

Y

Em particular, face a sensibilidade limitada do elemento de transdugéo utilizado

(designadamente a microbalanca de cristal de quartzo) e, tendo em conta que a aquisicao de

um equipamento desta natureza mais robusto seria bastante oneroso, torna-se importante em

trabalhos futuros, proceder a otimizacdo das metodologias de modificacdo da superficie do

sensor e demais procedimentos experimentais relacionados com o processo das medidas

analiticas. Desta forma, procurar-se-a melhorar, sobretudo, a sensibilidade na resposta do

dispositivo ja desenvolvido, de modo a poder implementar os testes com o biossensor

piezoelétrico em amostras com concentra¢cdes mais reduzidas.

Uma das estratégias futuras, que visa a otimizagcdo da sensibilidade de resposta do

biossensor desenvolvido, versara a utilizagdo de nanoparticulas de ouro funcionalizadas da

mesma forma que a superficie do sensor piezoelétrico (figura 6.1). Pretende-se, desta forma,

conseguir aumentar a variagdo de massa global da biocamada e, consequentemente,

promover uma variagdo adicional da frequéncia de ressonancia do cristal de quartzo. O

aumento na sensibilidade da resposta do dispositivo, que se prevé conseguir com esta

estratégia, sera bastante interessante, sobretudo para a realizagao de testes a amostras com

concentragdes mais reduzidas.
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Figura 6.1 - Nova metodologia para a realizagéo de ensaios com o biossensor visando o aumento da sensibilidade
das medidas efetuadas. Aumento de massa expectavel da biocamada em face da introdugdo de

nanoparticulas de ouro funcionalizadas.
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Como se observa na figura 6.1, o objetivo desta nova estratégia incluira a funcionalizacéo
de nanoparticulas de ouro com um anticorpo secundario contra o antigénio reconhecido pelo
anticorpo primario imobilizado na superficie de ouro do sensor de quartzo, cuja interacéo
determinard um aumento adicional de massa da biocamada e, consequentemente, da
frequéncia de vibracdo do cristal piezoelétrico. Conta-se ainda, com esta metodologia,
otimizar diversos parametros relacionados com o desempenho analitico do biossensor,
nomeadamente em termos do limite de detecéo, limite de quantificaco, intervalo de resposta
linear, tempo de resposta, da preciséo ou exatidao.

Outro ponto prende-se com o facto do acido arico, por si sé, ndo despoletar uma reagao
imunoldgica e, portanto, o antigénio (acido Urico) utilizado nos ensaios estava comercialmente
conjugado com uma proteina, nomeadamente a BSA. Em ensaios futuros, na perspetiva de
economizar recursos financeiros, e pelo facto de o regente comercial ter sido descontinuado,
pretende-se desenvolver uma metodologia que permita estabelecer a conjugacéo do acido
arico com a BSA ou outra proteina, que garanta a imunogenicidade que o acido Urico
(antigénio) sozinho ndo garante.

Seria também importante desenvolver estudos no sentido de aprofundar o processo de
regeneragdo da biocamada do sensor. Dentro daquilo que se prevé, uma vez otimizada, se
possivel, a regeneragdo da biocamada do sensor com a remocao de apenas o0 antigénio, ao
contrario do que se verificou nos ensaios efetuados, reutilizar o sensor de forma a se realizar
a medicao de varias amostras sem ter que se recorrer novamente a sua funcionalizacdo. Por
outro lado, em vez de se efetuar a calibragao do biossensor em modo “continuo”, tal como
aconteceu, fazé-la em modo “descontinuo”, onde se analisa o padrdao e de seguida
regenera-se a biocamada. Este processo iria permitir ultrapassar as limita¢cdes de quantidades
disponiveis de reagentes e de limitagGes de tempo subjacentes a esta dissertacao.

Por fim, numa ultima fase, seria interessante desenvolver um dispositivo de uso pessoal,

sem necessidade de se recorrer a um ambiente clinico, visando uma automonitorizacao.
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