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resumo 
 

Segundo a estimativa realizada pela IARC (Agência internacional 
para a pesquisa do cancro, do inglês International Agency for 
Research on Cancer) no ano de 2020, o cancro do pulmão mostrou-
se como a maior causa de morte oncológica. Isto deve-se ao 
diagnóstico tardio, e ao risco elevado de reincidência. Face a este 
cenário, os biomarcadores tumorais séricos podem auxiliar no 
diagnóstico e contribuir para um melhor método de monitorização e 
de prognóstico. A identificação destes biomarcadores no soro não só 
é menos invasiva que biópsias tradicionais, como permite avaliar 
melhor a capacidade de resposta, de agressividade e de recorrência 
do cancro em relação ao tipo de terapia. Contudo, o soro humano é 
uma amostra complexa e com um elevado teor em albumina (HSA, 
human serum albumin) e imunoglobulina G (IgG), as quais podem 
interferir na deteção dos biomarcadores tumorais. Deste modo, o 
objetivo desta dissertação é desenvolver sistemas de partição em três 
fases (SPTFs) a partir de sistemas aquosos bifásicos (SABs) para 
promover a precipitação das proteínas maioritárias do soro humano 
e concentrar os biomarcadores do cancro do pulmão numa das fases. 
Os sistemas estudados foram constituídos por polímeros, 
nomeadamente polietilenoglicol (PEG) com vários pesos moleculares 
(600, 1000, 1500 e 2000 g.mol-1), polipropilenoglicol (PPG) com um 
peso molecular de 400 g.mol-1 e o copolímero de PEG e PPG com um 
peso molecular de 1900 g.mol-1 (Pluronic L-35) em combinação com 
o polieletrólito poliacrilato de sódio (NaPA) com um peso molecular 
de 8000 g.mol-1 e água. Depois da determinação das curvas binodais 
dos SABs e avaliação do impacto da estrutura e do peso molecular 
dos polímeros, foi selecionado um ponto de mistura na região bifásica 
para avaliar o potencial destes sistemas na depleção da HSA e da 
IgG. Como resultado do efeito hidrofóbico do polímero combinado 
com o pH do sistema, foi possível obter um rendimento de depleção 
de 100% para a IgG com o sistema constituído por PEG 1500. 
Relativamente à depleção simultanea de ambas as proteínas, o 
sistema mais promissor foi o sistema constituído por Pluronic L-35, 
alcançando rendimentos de depleção de 42% e de 78% para a HSA 
e a IgG, respetivamente. Emboram sejam necessários estudos 
adicionais de otimização destes sistemas, bem como a avaliação do 
comportamento de biomarcadores do cancro do pulmão nos 
mesmos, é possível concluir que os SABs constituídos por polímeros 
têm potencial no pré-tratamento de soro humano para fins de 
diagnóstico. 
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Abstract 
 

According to the estimation made by the IARC (International Agency 
for Research on Cancer) in the year 2020, lung cancer was shown to 
be the major cause of death among oncologic diseases. This is due to 
the late diagnosis, and the high risk of recurrence. Under this scenario, 
serum tumor biomarkers may help in diagnosis and contribute toward 
a better method of monitoring and of prognosis. Furthermore, the 
identification of serum biomarkers is less invasive when compared to 
typical biopsies and allow to evaluate better the responsiveness, 
aggressiveness and cancer recurrence in relation to the type of 
therapy. However, human serum is a complex sample with a high 
content of albumin (HSA) and immunoglobulin G (IgG), which may 
interfere with the detection of biomarkers. Thus, the objective of this 
dissertation is to develop three-phase partitioning systems (TPP) 
based on aqueous biphasic systems (ABS) to promote the 
precipitation of the majority of human serum proteins and to 
concentrate the lung cancer biomarkers in one of the aqueous phases. 
The systems studied are composed of polymers, namely polyethylene 
glycol (PEG) bearing several molecular weights (600, 1000, 1500 and 
2000 g.mol-1), polypropylene glycol (PPG) bearing a molecular weight 
of 400 g.mol-1 and the tri-block copolymer composed of PEG and PPG 
with a molecular weight of 1900 g.mol-1 (Pluronic L-35), combined with 
the polyelectrolyte sodium polyacrylate (NaPA) with a molecular 
weight of 8000 g.mol-1 and water. After the determination of the ABS 
binodal curves and the understanding of the impact of both structure 
and molecular weight of the neutral polymers, a biphasic mixture point 
that could form an TPP was selected with the aim to evaluate HSA 
and IgG depletion. As a result of hydrophobic effects caused by the 
neutral polymer combined with the system pH, a maximum depletion 
yield of IgG of 100% was achieved with the system formed by PEG 
1500. Regarding the simultaneous depletion of both proteins, the most 
promising system identified was the one composed of Pluronic L-35, 
which achieved depletion yields of 42% and 78% for HSA and IgG, 
respectively. Despite the need for additional optimization studies as 
well as in the evaluation of lung cancer biomarkers behavior in these 
systems, it is possible to conclude that ABS composed of polymers 
and polyelectrolytes hold potential in the pretreatment of human serum 
for diagnostic purposes. 
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1. Introdução Geral 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), o cancro é a segunda maior 

causa de morte a nível mundial 1 e, entre todas as doenças oncológicas, o cancro do pulmão 

tem-se apresentado como o segundo cancro mais comum (logo a seguir ao da mama) e o mais 

mortífero, contribuindo para 18,5% do número de mortes por cancro (equivalente a 1.8 

milhões de mortes) 2. Isto deve-se principalmente ao facto de os seus sintomas, nos seus 

estádios iniciais (e.g., tosse, dispneia, dores no peito, fadiga, hemoptise, perda de peso) serem 

muito parecidos com algumas doenças respiratórias, tais como a doença pulmonar obstrutiva 

crónica (DPOC) 3. Neste sentido, torna-se difícil diagnosticar o cancro do pulmão atempada 

e corretamente, sendo, na maioria dos casos, apenas identificado em estádios de 

desenvolvimento mais avançados e dependendo da manifestação de sintomas mais severos 4. 

Como consequência, e na maioria dos casos, esta doença só é diagnosticada nos últimos 

estádios de desenvolvimento, dificultando ou mesmo impossibilitando a remoção cirúrgica 

do tumor. Ainda, nestas fases, a probabilidade de ocorrência de metástases do carcinoma para 

outros órgãos mais afastados, como o cérebro e o fígado é maior, o que limita a taxa de 

sobrevivência dos pacientes 5,6. Outra das razões que também poderão contribuir para que o 

diagnóstico seja tão tardio é o facto de este só poder ser realizado de modo definitivo através 

de biópsia(s). Este método é bastante invasivo e dispendioso e, na maioria das situações, acaba 

por ser realizado apenas quando o carcinoma já se encontra em estádios muito avançados 4,7,8. 

A deteção e identificação de biomarcadores do cancro do pulmão em fluídos humanos, 

principalmente em soro, representa uma alternativa viável e menos invasiva para melhorar o 

diagnóstico e prognóstico 8. No entanto, devido ao perfil proteico complexo e abundante do 

soro, a deteção de biomarcadores tumorais proteicos representa um desafio 9. As proteínas 

mais abundantes, tais como a albumina do soro humano (HSA) e a imunoglobulina G (IgG), 

constituem 85% da massa total de proteínas do soro, podendo interferir na deteção e 

quantificação das proteínas menos abundantes 10. Neste sentido, é necessário uma etapa de 

pré-tratamento do soro humano capaz de remover as proteínas mais abundantes e purificar o 

biomarcador de interesse, permitindo a sua quantificação fidedigna e evitando resultados 

falsos negativos ou falsos positivos 10–12. Contudo, as técnicas convencionais de pré-

tratamento de soro utilizadas atualmente são limitadas por terem procedimentos complexos, 

demorados e não padronizados, bem como por serem dispendiosos, ou por terem pouca 

capacidade de volume de amostra. Além disso, apresentam desvantagens ao nível da 
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especificidade das interações, o que leva a que existam perdas do biomarcador de interesse 

e/ou que se altere a sua estabilidade/estrutura/atividade 13–21. 

De forma a melhorar o diagnóstico e prognóstico do cancro do pulmão através da 

deteção de biomarcadores presentes em fluidos humanos, o objetivo desta dissertação consiste 

no desenvolvimento de sistemas de partição em três fases (SPTFs) como técnica de pré-

tratamento e soro humano. O desenvolvimento destes sistemas terá por base a utilização de 

sistemas aquosos bifásicos (SABs), nos quais se pretende obter duas fases aquosas, que 

permitam a concentração do biomarcador de interesse, e uma interfase sólida, onde as 

proteínas maioritárias são removidas por precipitação. Para a formulação desta técnica de pré-

tratamento, serão utilizados componentes de baixo custo e elevada bicompatibilidade, 

nomeadamente água, polímeros neutros [polietilenoglicol (PEG), polipropilenoglicol (PPG) 

e copolímero em bloco de PEG e PPG (Pluronic®)] e polieletrólitos [poliacrilato de sódio 

(NaPA)]. Para cumprir o objetivo proposto, esta dissertação divide-se em três partes: 

I. Revisão bibliográfica das temáticas envolvidas nesta dissertação, explicando 

o impacto societal da doença, o papel dos biomarcadores proteicos no 

diagnóstico/prognóstico e as principais técnicas usadas no pré-tratamento da 

amostra. 

II. Determinação dos diagramas de fase dos SABs formados por PEG, PPG e 

Pluronic® juntamente com NaPA de forma a identificar misturas que 

permitam a formação de SAB. 

III. Estudo da capacidade dos vários SABs em formar SPTFs aquando da adição 

de soro humano, bem como do seu desempenho na precipitação das proteínas 

abundantes de soro humano comercial (HSA e IgG) na interfase. 

O potencial dos sistemas de três fases para melhorar o diagnóstico e prognóstico do 

cancro do pulmão através da depleção das proteínas maioritárias do soro humano antevisto 

nesta dissertação encontra-se sumariado na Figura 1. 
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Figura 1 – Representação esquemática da abordagem proposta nesta dissertação relativa à 

aplicação de SPTFs como potenciais ferramentas para melhorias do diagnóstico do cancro do 

pulmão. 

 

1.1 Doenças oncológicas e o seu panorama global 

As doenças oncológicas abrangem um grupo diverso e extenso de doenças, sendo que 

existem mais de 100 tipos de cancro consoante o tipo de célula e tecido onde se desenvolve 

22. Estas doenças compartilham oito características marcantes, tal como apresentado na Figura 

2: (i) sustentação de vias de sinalização proliferativas; (ii) evasão de supressores de 

crescimento; (iii) ativação de invasão e metástase; (iv) imortalidade replicativa; (v) 

capacidade de angiogénese; (vi) de resistência à apoptose; (vii) reprogramação do 

metabolismo energético; e (viii) evasão da destruição imunológica 23. O processo de 

oncogénese resulta do culminar de danos irreversíveis no DNA, acumulados e não reparados 

ao longo do tempo 24. Existem duas famílias de genes que determinam tanto o surgimento de 

tumores como a sua proliferação: os oncogenes, genes que após processos de mutação, 

promovem a proliferação descontrolado das células e as convertem em células tumorais, e os 

genes supressores de tumores, como por exemplo, o gene TP53 responsável pela síntese de 

proteína p53, responsáveis pela regulação da divisão celular e da reparação do DNA e pelo 

controlo da apoptose celular, que, quando mutados poderão resultar na proliferação 

descontrolada das células 22. Estes danos podem ter origem em diferentes fatores, como dieta 

desequilibrada, estilo de vida sedentário, excesso de exposição à radiação (e.g., UV, Raio-X, 

Gama, etc.), a poluentes ambientais e ao tabaco ou devido a fatores biológicos como 
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exposição a vírus, bactérias e parasitas, fatores esses geralmente potenciados pelas condições 

genéticas do indivíduo 24. 

 

 
 

Figura 2 – Principais características do cancro (adaptado de 23). 

 

Segundo vários estudos realizados pela Agência Internacional para a Investigação do 

Cancro (IARC, do inglês “International Agency for Research on Cancer”), consta que a 

incidência do cancro tem aumentado ao longo dos anos 25. A nível mundial, foram registados 

12,7 milhões de novos casos e 7,6 milhões de mortes por cancro em 2008 26. Em 2012, foram 

registados 14,1 milhões de novos casos e 8,2 milhões de mortes e, em 2018, registaram-se 

18,1 milhões de novos casos e 9,6 milhões de mortes 27. Em 2020, foram registados 18,0 

milhões de novos casos e 9,8 milhões de mortes 2. Estima-se que estes valores venham a 

duplicar em 2040 e que este aumento seja mais acentuado nos países de baixo e médio 

rendimento per capita 25. De acordo com a estimativa realizada pela IARC para o ano de 2020 

(GLOBOCAN 2020), e tal como demonstrado na Figura 3, constatou-se que o cancro do 

pulmão constituiu 11,4 % dos novos casos de cancro a nível global, o que correspondeu ao 2º 
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cancro com maior nível de incidência. Ainda, o cancro do pulmão apresentou-se como a 

principal causa de morte devido ao cancro, correspondendo a cerca 18,0% das mortes 

registadas por cancro em 2020, traduzidas em 1.8 milhões de mortes 2. 

 

 

Figura 3 - Percentagem de novos casos e mortes associados ao cancro em 2020, em todo o 

mundo, ambos os sexos, todas as idades. Fonte: Globocan. 

 

Comparando as Figuras 4 e 5 pode verificar-se que a população masculina foi a mais 

afetada, com o cancro do pulmão a representar 21,5% do número total de mortes por cancro, 

enquanto que na população feminina esse valor ficou pelos 13,7% das mortes, abaixo dos 

15,5% registado pelo cancro da mama 28.  
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Figura 4 - Percentagem de novos casos e mortes associados ao cancro em 2020, em todo o 

mundo, homens, todas as idades. Fonte: Globocan. 

 

 

Figura 5 - Percentagem de novos casos e mortes associados ao cancro em 2020, em todo o 

mundo, mulheres, todas as idades. Fonte: Globocan. 

 

Portugal seguiu esta mesma tendência, como pode ser verificado nas Figuras 6 e 7, 

com o cancro da próstata e do pulmão a representar o maior número de incidências no homem, 

sendo o cancro do pulmão muito mais mortífero, com uma taxa de mortalidade de 20%, muito 

próximo da taxa de mortalidade a nível mundial (21%). Também em Portugal, os homens 

foram mais afetados do que as mulheres pelo cancro do pulmão, registando o dobro do número 

de novos casos (12%) 29. 
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Figura 6 - Percentagem de novos casos e mortes associados ao cancro em 2020, em 

Portugal, homens, todas as idades. Fonte: Globocan. 

 

 

Figura 7 - Percentagem de novos casos e mortes associados ao cancro em 2020, em 

Portugal, mulheres, todas as idades. Fonte: Globocan. 

 

No total de ambos os sexos, em Portugal o cancro do cólon e reto (17.4%) seguido da 

mama (11.6%), da próstata (11.2%) e do pulmão (5.6%) ocuparam os primeiros 4 lugares em 

termos de novos casos. Já na taxa de mortalidade os cancros mais mortíferos foram o do 

pulmão (15.9%) seguido do cólon e reto (14.3%), do estômago (7.7%) e da próstata (6.4%) 

29
. 

Segundo um estudo realizado pela American Cancer Society e pela Livestrong 

Foundation em 2008, as doenças oncológicas mostraram-se não só como uma das principais 

causas de morte no mundo, como também mostraram ser o grupo de patologias com o maior 

impacto económico, ultrapassando qualquer outra causa de morte prematura ou debilidade 30. 
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Estima-se que em 2008 o cancro tenha tido um custo de 895 mil milhões de dólares, o que 

corresponde a 1,5% do produto interno bruto (PIB) mundial, sendo que neste valor não foram 

contabilizados quaisquer custos médicos diretamente associados ao tratamento. Ainda, o 

custo financeiro associado também não foi distribuído de modo equitativo universalmente 30. 

Por exemplo, os Estados Unidos obtiveram a maior perda em termos absolutos, 

correspondendo a 1,73% do seu PIB, enquanto que noutros países com menor população e 

menor poder económico, como a Hungria, foi registada uma perda relativa de 3,05% do seu 

PIB. De salientar que numa análise que englobou 25 dos 188 países pertencentes à OMS 

foram registadas perdas superiores a 2% do seu PIB 30. De todos os tipos de cancro analisados 

nesse estudo, constatou-se que o cancro do pulmão foi o que causou mais danos económicos 

a nível global, com 180 mil milhões de dólares, constituindo mais do dobro dos custos 

associados ao cancro do cólon (99 mil milhões de dólares) e da mama (88 mil milhões de 

dólares)22,30. Dois anos mais tarde, estudos relatados no World Cancer Report 31 estimaram 

que o custo global do cancro fosse na ordem dos 1,16 mil milhões de dólares, o que 

corresponderia a cerca de 2% do PIB mundial. Neste relatório, estavam considerados tanto o 

custo económico anual de anos de vida ajustados à deficiência (DALYs, do inglês “Disability-

Adjusted Life Year”), bem como os anos de vida saudável perdidos devidos à incapacidade 

física. Estimou-se um total de 921 mil milhões de dólares perdidos 32. Ao considerar os custos 

associados ao tratamento de novas incidências do cancro em si, previu-se um valor de 310 mil 

milhões de dólares perdidos 33. Dentro deste custo, estimou-se que o custo de prevenção fosse 

apenas 7% do custo associado ao tratamento. 

Estudos mais recentes, mas com menos países inquiridos, estimaram que os grandes 

blocos económicos como os BRICS perderam cerca 46,3 mil milhões de dólares (cerca de 0,2 

a 0,5% do seu PIB) em 2012 34, 80,2 mil milhões de dólares nos EUA em 2015, tornando-se 

a sexta condição de saúde com maior custo económico, depois de doenças mentais, doenças 

cardíacas, PTSD e osteoartrite 35. Finalmente, segundo o Cancer Atlas, que teve como objeto 

de estudo o ano de 2017, verificou-se que o impacto económico do cancro nos EUA aumentou 

de 80,2 mil milhões para 161,2 mil milhões de dólares (cerca de 1,8% do PIB) em 2 anos, dos 

quais 150,7 mil milhões foram atribuídos a questões de morbidade. Na União Europeia, e de 

acordo com a mesma fonte, o custo associado à morte por cancro foi de 10,6 mil milhões de 

euros e à morte prematura foi de 47,9 mil milhões de euros, tendo o total dos custos 

equivalente a 141,8 mil milhões de euros ou 1,07% do PIB 36. Além da sua elevada incidência 

e mortalidade, bem como do elevado impacto económico para a sociedade, o cancro afeta 

tanto a esperança média de vida, como a qualidade de vida do paciente. A progressão da 
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doença conduz invariavelmente à redução da esperança de vida, mas os tratamentos habituais, 

quimioterapia, radioterapia ou cirurgia, podem reduzir consideravelmente a qualidade de vida, 

deixando o paciente com várias sequelas, muitas vezes interferindo na sua autonomia 37. 

O cancro do pulmão, em particular, está associado a sintomas como a fadiga, perda de 

peso, falta de ar, tosse persistente e tosse com sangue 38. Para além disso, independentemente 

da terapia realizada, seja remoção cirúrgica, radioterapia, quimioterapia ou imunoterapia o 

paciente sentirá sempre algumas consequências negativas. No caso de remoção cirúrgica, o 

paciente poderá ficar debilitado para o resto da vida, uma vez que esta poderá resultar na perda 

considerável de área superficial pulmonar, assim como na perda de tecido ósseo e muscular 

na zona de remoção 39. No caso de radioterapia ou quimioterapia, este poderá vir a sofrer 

desde fadiga, perda de apetite, náuseas e vómitos, perda de cabelo, perda de peso e atrofia 

muscular 40,41. Mesmo no caso de imunoterapia, esta abordagem poderá causar fadiga, 

náuseas, perda de apetite, comichão, tosse e diarreia, e nos casos mais graves febre, erupções 

cutâneas, ou reações autoimunes, o que poderá resultar em graves danos em outros órgãos do 

corpo 42. Para além dos danos físicos associados e anteriormente referidos, o diagnóstico mais 

tardio faz com que a taxa global de sobrevivência aos 5 anos seja bastante baixa. Em termos 

de comparação, a taxa de sobrevivência tem tido uma evolução pouco notória, de 13% em 

1975 para apenas 16% em 2009. Este valor equivale a um aumento de apenas 1% a cada 10 

anos, o que é muito pouco significativo quando comparado a outros tipos de cancros, tais 

como os da próstata (99%), do testículo (96%), e da mama (89%), bem como na generalidade 

dos cancros (66%) 43. Vários problemas de saúde mental podem estar associados ao cancro 

do pulmão, quer devido a mau prognóstico, quer pela má qualidade de vida antes e depois do 

tratamento. De facto, o cancro do pulmão está normalmente associado a maiores níveis de 

ansiedade e depressão, ao ponto de se tornar o tipo de cancro mais propício ao suicídio 44,45. 

Para além disso, o impacto financeiro tanto do diagnóstico como da terapia pode ser tremendo: 

por exemplo, nos EUA, uma cirurgia pode chegar a custar 30 096 dólares, e os custos de uma 

radioterapia/quimioterapia estão compreendidos entre 4242 e 8287 dólares por mês 46; já na 

Europa, a média de custo de tratamento para tumores em estádios mais avançados é de 2644 

euros sem contar com o suporte financeiro governamental, à qual soma um total de 5691 euros 

47. 
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1.2 Cancro do pulmão 

É classificado como cancro do pulmão qualquer tipo de cancro que tenha o seu início 

no pulmão e não qualquer cancro que tenha realizado metástase para o pulmão, sendo que 

existem dois principais tipos de cancro de pulmão à qual são associadas terapias bastante 

diferentes. Os carcinomas pulmonares podem classificar-se em duas grandes classes, 

nomeadamente o cancro do pulmão das células não pequenas (CNPC) e o cancro do pulmão 

das células pequenas (CPC). 

 O CNPC constitui cerca de 80 a 85% das incidências 48 e é caracterizado por se 

desenvolver em 4(+2) estádios segundo o sistema de classificação TNM (Tumor, Lynph 

Node, Metastasis) proposto pela “American Joint Committee on Cancer”. Este sistema de 

informação baseia-se em três tipos de informação, nomeadamente o tamanho e extensão do 

tumor em outros tecidos, estruturas ou órgãos (T), o grau de metástase nos gânglios linfáticos 

(N) e o grau de metástase para outros órgãos mais distantes como o outro pulmão, o cérebro, 

ossos, glândulas suprarrenais e fígado (M). Os vários tipos de CNPC costumam ser 

classificadas em conjunto uma vez que partilham o mesmo padrão de desenvolvimento e por 

terem terapias e prognósticos semelhantes; no entanto, podem dividir-se em três categorias 

consoante o tamanho, local, tecido ou morfologia, nomeadamente adenocarcinoma, 

carcinoma das células escamosas e carcinoma das células grandes. 

O adenocarcinoma inicia-se normalmente nas células secretoras de substâncias, tais 

como células acinares, papilares, bronco-alveolares, ou secretoras de muco 39. Há quatro 

subcategorias de adenocarcinomas, nomeadamente adenocarcinoma in situ, adenocarcinoma 

minimamente invasivo, carcinoma invasivo e outras variantes do adenocarcinoma 39. De todos 

os subtipos de carcinoma pulmonar das células não pequenas, o adenocarcinoma é o 

carcimoma mais frequentemente encontrado em não-fumadores, ainda que hábitos 

tabagísticos sejam a sua maior causa de incidência 39,48. Os fatores de risco podem estar 

associados ao histórico familiar do paciente, bem como à exposição a sílica, amianto, radão, 

metais pesados e fumos 39. Apesar de ser uma doença bastante heterogénea a nível biológico, 

histológico e genético, sendo resultado da acumulação de mutações tanto genéticas como 

epigenéticas, o adenocarcinoma costuma estar relacionado a mutações no gene p53. As 

mutações ao nível deste gene são responsáveis por cerca dos 52% dos carcinomas pulmonares 

das células não pequenas registados em não fumadores 49. A não ser que este carcinoma seja 

detetado ainda no seu primeiro estádio de desenvolvimento, o adenocarcinoma poderá ter um 

pior prognóstico do que o carcinoma das células escamosas 39. 
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O carcinoma das células escamosas, também conhecido como carcinoma epidermal, 

começa nas células escamosas situadas nos brônquios 50. Corresponde a cerca de 30% de todos 

diagnósticos de cancros pulmonares e é o mais associado a fumadores dentro dos carcinomas 

das células não pequenas 51. A etiologia associada a este tipo de carcinoma são, 

nomeadamente, a exposição ao tabaco, consumo de psicotrópicos, inflamações pulmonares 

associadas a pneumonia ou tuberculose, exposição a certos químicos como o amianto, pó de 

talco, gasolina, arsénio e radão 52. Pelo facto deste carcinoma começar nos brônquios, a 

propagação para o resto do corpo em comparação com outros tipos de carcinoma torna-se 

mais difícil. Pelo facto deste estar localizado nos brônquios (e não na parte periférica dos 

pulmões) onde o tumor pode obstruir as vias respiratórias, o paciente começa a ter sintomas 

mais cedo, permitindo, então, um diagnóstico mais precoce da doença 50. Ainda assim, 75% 

dos casos só são diagnosticados após verificação de metástases 50. 

Ao contrário dos carcinomas mencionados anteriormente, o cancro do pulmão das 

células grandes (ou indiferenciado) pode aparecer em qualquer parte do pulmão e é 

caracterizado por ser um neoplasma maligno grande, que ao contrário dos demais carcinomas 

de células não pequenas, não apresentam diferenciação. Estes são caracterizados por se 

reproduzirem de uma forma caótica e incontrolável, conduzindo a necroses muito frequentes, 

originando uma resposta inflamatória mais forte e representam cerca de 10 a 20% de todos os 

carcinomas pulmonares registados, estando normalmente associados a grupos de maior faixa 

etária, com uma idade mediana de 60. Tal como os outros carcinomas anteriormente 

mencionados, está também altamente associado a hábitos de tabagismo. É caracterizado pela 

ausência de sintomas, aquando do seu surgimento na periferia do pulmão, normalmente 

anexados à pleura. A partir daí, invadem os órgãos adjacentes, não apresentando grande 

envolvimento com os brônquios, ao contrário dos carcinomas epidermais anteriormente 

mencionados 53. 

Por sua vez, os carcinomas das células pequenas correspondem apenas a 10 a 15% dos 

carcinomas registados 48, sendo considerado um carcinoma neuroendócrino dado as suas 

células possuírem caraterísticas tanto de células neuronais como de células endócrinas. Este 

tipo de carcinoma tem uma maior capacidade de crescimento e proliferação em relação aos 

carcinomas das células não pequenas e descritos acima. Por isso, apesar do sistema de 

classificação TNM poder ser utilizado para descrever a progressão dos seus estádios, o sistema 

da “Veterans Administration Small Cell Lung Cancer Staging” que considera apenas dois 

estádios é suficiente na maioria dos casos 54. No estádio limitado, este carcinoma é 

caraterizado pelo facto de estar limitado, de tal forma que é possível ser tratado com um único 



12 

 

feixe de radiação 55. Por outro lado, no estádio extenso, que constitui cerca de 2/3 dos 

diagnósticos 55,56, este tipo de tumor é caraterizado por metástases em todo o pulmão, no outro 

pulmão, bem como em gânglios linfáticos e medula óssea. Desta forma, é normal recorrer-se 

ao uso combinado da radioterapia e da quimioterapia como tratamento. Apesar deste 

carcinoma ser bastante sensível tanto à radioterapia como à quimioterapia por causa da sua 

alta recorrência 57, tem também uma capacidade de crescimento e proliferação elevada e não 

provoca sintomas até aos estádios mais tardios 58. Assim, os carcinomas das células pequenas 

apresentam taxas de sobrevivência a 5 anos bastante baixas: 27% caso o carcinoma não se 

tenha espalhado fora do pulmão; 16% caso já se verifiquem metástases; e 3 % caso e 

verifiquem metástases para órgãos distantes 59. 

Para além dos tipos de cancro previamente apresentados, existem outros tipos de 

tumores que podem afetar o pulmão. Estes podem resultar de uma metástase de outros 

cancros, como exemplo, o cancro da mama, do pâncreas, da pele ou do rim, ou de carcinóides 

pulmonares, que têm como ponto de partida as células neuroendócrinas dos pulmões. 

Contudo, estes correspondem a apenas 5% dos tumores pulmonares registados, e costumam 

ter mais dificuldade em metastizar o resto do corpo 60. 

1.2.1. Diagnóstico e prognóstico 

Como já foi referido anteriormente, o cancro do pulmão é, na maioria das vezes, 

diagnosticado em estádios tardios. Por exemplo, a deteção do carcinoma pulmonar das células 

não pequenas é apenas efetuada nos estádios III e IV em 80% das situações 5. Isto significa 

que, na maioria das situações, a taxa de sobrevivência a 5 anos seja entre 0 a 41% 61. 

Normalmente, as primeiras evidências da existência de um carcinoma pulmonar são 

encontradas através de testes imagiológicos 62. Isto porque estes permitem detetar a 

localização do (possível) tumor, o seu grau de metástase, e eficácia da terapia 55. 

Frequentemente, a primeira triagem é efetuada através de uma radiografia torácica devido ao 

facto desta ser mais simples, rápida, barata e acessível/disponível 62. No entanto, existem 

evidências de que esta técnica já se encontra desatualizada quando comparada com outras 

técnicas como a tomografia computadorizada de baixa intensidade (LDCT, do inglês “low 

dose computed tomography”) 11. A LDCT está associada a uma redução da taxa de 

mortalidade de 20% 63,64, uma vez que permite obter uma série de imagens transeccionais, que 

não só permitem circundar a obstrução de estruturas circundantes aos nódulos pulmonares, 

como obter um melhor contraste com o parênquima, permitindo assim um diagnóstico mais 

precoce 55. Para além disso, devido à obtenção de uma imagem tridimensional do nódulo, a 
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LDCT permite ainda ter um prognóstico mais preciso 65. No entanto, existem várias limitações 

associadas à LDCT, tais como a existência de falsos positivos 11, devido à dificuldade em 

distinguir entre tumores malignos e benignos. Consecutivamente, este tipo de resultados 

conduzem a testes e procedimentos adicionais (normalmente, invasivos e/ou não necessários), 

aumentando o custo associado e questões de ansiedade 12. A LDCT pode também conduzir a 

falsos negativos, que podem atrasar ou até impedir qualquer diagnóstico ou tratamento 

posterior. Ainda, o sobrediagnóstico, ou seja, diagnóstico de uma doença não perigosa para o 

paciente, pode originar custos desnecessários e um impacto negativo na qualidade de vida 

dado a execução de uma terapia desnecessária ou ainda dado à exposição do paciente a 

radiação desnecessária. Analogamente, a ocorrência de resultados inconclusivos pode 

também conduzir à necessidade de efetuar testes adicionais e afetar a qualidade de vida 12. 

No entanto, qualquer técnica imagiológica, como a tomografia por emissão de 

positrões ou por ressonância magnética, ainda que permitam detetar a localização do tumor, 

o seu grau de metástase e a eficácia da terapia, não fornecem um diagnóstico, pois nenhuma 

técnica imagiológica permite determinar a natureza do nódulo 66. Apenas com a análise 

citológica e bioquímica é possível realizar o diagnóstico e o prognóstico. Estas técnicas 

permitem, por exemplo, proceder à classificação dos subtipos de carcinomas de células não 

pequenas através da sua análise ao microscópio. No entanto, certas células do carcinoma de 

células não pequenas são frequentemente difíceis de distinguir no seu estádio mais 

indiferenciado ao microscópio (nomeadamente entre as células escamosas e as do 

adenocarcinoma). Torna-se, assim, necessário integrar a sua análise morfológica com a sua 

análise bioquímica. A integração destas abordagens ajuda a revelar o subtipo de carcinoma 

em análise, a identificar o estádio e grau de desenvolvimento e a monitorizar o resultado da 

terapia e prever a recorrência da doença. No entanto, as técnicas de diagnóstico convencionais 

para o cancro do pulmão são ainda invasivas, uma vez que requerem no mínimo a recolha de 

efusão da pleura ou fluído broncoalveolar, realizado através de uma biópsia67. 

Desta forma, é necessário criar técnicas de rastreio que permitam um diagnóstico mais 

atempado e menos invasivo do cancro do pulmão, bem como um prognóstico mais correto. 

Neste sentido, a utilização de biomarcadores tumorais pode ser considerada uma alternativa 

viável. 

1.2.2. Biomarcadores tumorais 

O conceito de biomarcadores relaciona-se com a análise de biomoléculas (e.g., ácidos 

nucleicos, proteínas) em tecidos e fluidos humanos (e.g., principalmente sangue) e a relação 
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dos seus níveis nestas amostras com qualquer doença ou outro processo 68,69. Estes podem ser 

usados no contexto clínico para refinar a avaliação do risco de ocorrência de uma dada doença, 

possibilitar um diagnóstico mais precoce e um prognóstico mais eficaz e ajudar na tomada de 

decisões médicas. 

No contexto do cancro, os biomarcadores são moléculas que resultam do metabolismo 

e secreção de tecido neoplásico, permitindo distinguir essa perturbação em relação ao 

metabolismo no estado saudável. Tal como a generalidade dos biomarcadores, os 

biomarcadores tumorais podem estar presentes em fluídos corporais (e.g., plasma/soro 

humano, efusão da pleura, esputo, urina, saliva) e podem pertencer a diversas classes de 

biomoléculas, tais como proteínas (sendo estas o método recomendado pela FDA 70), cadeias 

de DNA/DNA metilado, RNA, microRNAs, oligossacarídeos, lípidos e outros metabolitos 71–

73. O carácter promissor dos biomarcadores tumorais reside no fácil acesso aos fluídos 

corporais e ao facto de permitem diagnósticos e prognósticos mais rápidos, fidedignos e 

menos invasivos. No caso da análise de biomarcadores tumorais proteicos, os mais comuns 

são glicoproteínas presentes no sangue. Contudo, com os avanços científicos e tecnológicos 

na área da proteómica, tornaram possível a descoberta de inúmeras proteínas presentes nos 

fluidos corporais que poderão servir como biomarcadores novos e promissores para diversos 

tipos de cancro. Em particular para o cancro do pulmão, têm sido reportados vários 

biomarcadores promissores, os quais poderão contribuir para um diagnóstico e prognóstico 

melhor 73. De salientar que esta diversidade de biomarcadores reportados até ao momento e a 

possibilidade de serem usados em conjunto pode também ajudar a ultrapassar problemas 

associados à baixa sensibilidade e especificidade proveniente do uso de apenas um único 

biomarcador 68,74. 

Os biomarcadores proteicos mais frequentemente reportados no diagnóstico, 

avaliação de risco de recorrência, prognóstico e auxílio na escolha da terapia do cancro do 

pulmão são a quinase do linfoma anaplásico (ALK, do inglês “Anaplastic lymphoma kinase”), 

o recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR, do inglês “epidermal growth factor 

receptor”), o antigénio carcinoembrionário (CGA, do inglês “carcinoembryonic antigen”), o 

antigénio de carcinoma de células escamosas (SCCA, do inglês “squamous cell carcinoma 

antigen”), a enolase neuro-específica (NSE, do inglês “neuron-specific enolase”) e o cyfra 21-

1. As principais características de cada um destes biomarcadores encontram-se sumariadas na 

Tabela 1. 
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Tabela 1 - Lista de biomarcadores tumorais, o fluído corporal do qual foram extraídos e o cut-off 

associado ao diagnóstico.( ND= não determinado). 

  

A quinase do linfoma anaplásico (ALK) é um recetor de tirosina quinase, membro da 

superfamília de recetores de insulina. O gene ALK está localizado no braço curto do 

cromossoma 2 na posição 23 81. O rearranjo deste gene ALK foi originalmente identificado 

em células grandes anaplásicas do linfoma 82 e foi subsequentemente descrito num 

subconjunto de tumores de carcinoma de células não pequenas que abrigam a fusão de genes 

ALK e de genes semelhantes ao gene EML4 (do inglês “echinoderm microtubule-associated 

protein-like 4”) 83. Este rearranjo codifica para uma proteína quimérica com atividade de 

quinase constitutiva que origina reações a jusante que promovem o crescimento e proliferação 

de tumores malignos 82. Esta fusão dos genes EML4-ALK foi detetada em apenas 3,7% a 7% 

dos carcinomas das células não pequenas geralmente em adenocarcinomas e em pacientes 

jovens não fumadores 82,84. Existem várias variantes deste rearranjo, assim como a fusão 

menos frequente do gene ALK com outros genes sob a forma de oncogenes 81,85. Por sua vez, 

a fusão deste gene (ALK) torna a quinase resultante como um alvo preferencial para os 

inibidores de ALK, tais como o crizotinib, com uma taxa de sucesso de 57 a 74%. O uso deste 

inibidor por sua vez tem demonstrado uma taxa livre de progressão média significativamente 

superior a pacientes que tenham recebido apenas quimioterapia 86, tornando o teste para 

rearranjos do gene ALK mais recomendado para pacientes que sofram com adenocarcinoma 

avançado 84,87. No entanto, apesar do sucesso inicial associado a este inibidor, existe uma 

fração de pacientes que sofrem mutações secundárias dentro do domínio da quinase EML4-

ALK que resultam na resistência a este inibidor 88,89. Por isso,  os inibidores de ALK de 

segunda geração, tais como a alectinib, a ceritinib e o AP 26133, estão a ser desenvolvidos e 

avaliados 89. Entre os métodos de diagnóstico atuais usados para deteção da fusão do gene 

ALK existe a hibridização fluorescente in situ (FISH, do inglês “fluorescence in situ 

Biomarcador Fluído corporal 
Cut-off (ng/mL) a 

95% de especificidade 

ALK Sangue ND 

EGFR Sangue 75, fluído broncoalveolar76 56,87 75 

CEA 
Sangue 75, efusão pleural77, esputo 78, 

fluído broncoalveolar79 
5,0 80 

SCCA 
Sangue 75, efusão pleural77, fluído 

broncoalveolar 79 
1,50 80 

NSE 
Sangue 75, efusão pleural77, esputo 78 

fluído broncoalveolar79 
12,50 80 

Cyfra 21-1 
Sangue 75, efusão pleural 77, esputo 78 , 

fluído broncoalveolar 79 
3,3 80 
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hybridization”) de ruptura, técnicas imuno-histoquímicas e o uso da RT-PCR (do inglês “real-

time polymerase chain reaction”) 89, tendo sido o primeiro considerado como o método padrão 

para triagens clínicas 90. Existem vários relatórios que mostram a concordância entre as 

técnicas imunohistoquímicas e a técnica FISH, especialmente com o desenvolvimento de 

anticorpos (clones 5A4 e D5F3) com maior sensibilidade e especificidade (83%-100%)91,92. 

Por isso, a deteção imunohistoquímica da proteína ALK tem já sido considerada como um 

método adequado para triagem de carcinomas de células não pequenas, ou como um método 

que tem capacidade para avaliar rearranjos do gene ALK que não conseguem ser interpretados 

pelo método de hibridização fluorescente in situ FISH 93,94. Não obstante, existem vários 

estudos que revelam discordâncias significativas, o que sugere a necessidade de usar os dois 

métodos combinados, de modo a melhorar a deteção 90. Outros métodos, como o RT-PCR e 

sequenciação da nova geração estão em uso, mas ainda não foram examinados 

sistematicamente como o método FISH no que diz respeito à sua capacidade de previsão de 

respostas de inibição da ALK 95,96. 

O receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) é também um receptor de 

tirosina quinase. O gene responsável pela expressão deste recetor está situado no braço curto 

do cromossoma 7 na posição 12  96. Quando o ligando extracelular se liga ao recetor EGFR, 

este gera uma homo ou heterodimerização do recetor, levando à sua fosforilação de locais na 

tirosina quinase citoplasmática e ativação de várias vias intracelulares, incluindo a via de 

sinalização PI3K/AKT/mTOR e RAS/RAF/MAPK, que resultam na sua proliferação celular, 

metástase e prevenção da apoptose 84. O EGFR é sobrexpresso em 62% dos carcinomas das 

células não pequenas registados, e a sua expressão tem sido associada a maus prognósticos 97. 

Aproximadamente 10% dos pacientes com adenocarcinoma do pulmão nos EUA e 30% a 

50% no Leste Asiático têm tumores associados a mutações do gene deste biomarcador 97. 

Estas mutações ocorrem nos exões 18-21, que codificam para uma porção do domínio da 

quinase EGFR 84. Aproximadamente 90% destas mutações ocorrem como deleções “in-

frame” no exão 19 ou como mutações “missense” no exão 21 (44%e 41% de todas as 

mutações, respetivamente) 83. As mutações no domínio da quinase da EGFR desencadeiam a 

ativação da tirosina quinase independentemente do ligando, o que leva à hiperativação de vias 

de sinalização antiapoptótica e são encontradas com mais frequência em adenocarcinomas 

com características lipídicas de mulheres não fumadoras 84. As altas taxas de sucesso e maior 

sobrevivência livre de progressão tumoral associadas ao tratamento com inibidores da tirosina 

quinase (TKIs) (55% -78%), tais como o gefitinibe, erlotinibe e afatinibe, torna o uso destes 

inibidores como o método padrão de tratamento para pacientes com este tipo de mutações 98. 
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Mesmo assim, a maioria desses pacientes desenvolve resistência aos mesmos, originando uma 

recaída em pouco tempo, normalmente associadas à ocorrência de uma nova mutação no exão 

20 do domínio da quinase EGFR (50% dos pacientes), amplificação do oncogene MET (21% 

dos pacientes), ou mutações do gene PI3KCA 83. A maioria das mutações do gene EGFR são 

identificadas através do uso de técnicas de sequenciação genética e RT-PCR, com elevado 

desempenho e sensibilidade na deteção 99. Níveis da proteína EGFR solúvel superiores a 57 

ng/mL no soro humano, após tratamento com inibidor erlotinib, estão associados a uma maior 

taxa de sobrevivência em carcinomas de células não pequenas 75. Adicionalmente, a 

concentração da proteína EGFR solúvel antes do tratamento com inibidor de tirosina quinase 

erlotinibe também se tem apresentado como um fator de prognóstico independente 75. 

 O antigénio carcinoembrionário (CEA) é uma proteína codificada no gene localizado 

no cromossoma 19, na posição 13 100. Apresenta-se como uma proteína oncofetal, que está 

principalmente envolvida na adesão celular, sendo normalmente produzida no tecido 

gastrointestinal durante o desenvolvimento fetal, não sendo tipicamente expressa em tecidos 

adultos. Portanto, o aumento dos níveis de CEA no soro adulto pode assim ser usado como 

biomarcador tumoral, dado que é sobrexpresso em algumas células do cancro do pulmão por 

desrepressão de genes que codificam a CEA 80. No cancro do pulmão, os níveis de CEA no 

sangue são inversamente correlacionados com a resposta à terapia. Por essa razão, este 

marcador é usado para detetar a recorrência do cancro e está normalmente associado a uma 

baixa taxa de sobrevivência 101. No entanto, deve notar-se que um nível elevado de CEA (>2,5 

ng/mL) não está apenas associado ao cancro do pulmão. Pode também dever-se à presença de 

outros cancros (e.g., colorretal, gástrico, pancreático, da mama e da tiróide), bem como a 

algumas condições não neoplásicas (e.g., pancreatite, cirrose, colite ulcerativa 102, doença de 

Crohn, doença pulmonar obstrutiva crónica e hipotireoidismo 103) e a hábitos de tabagismo 

104. Portanto, o exame da quantidade de CEA no sangue apresenta limitações na confiança do 

diagnóstico quer para fins de triagem, como para a deteção precoce de cancro de pulmão. É 

importante notar que a CEA também é usada principalmente para monitorizar o tratamento 

do cancro colorretal e detetar recorrências e metástases de cancro e para a identificação do 

estádio dos cancros colorretais 73. Ainda assim, a redução do nível de CEA no soro poderá 

servir como um método para avaliar a progressão da quimioterapia. Foi demonstrado que 

ocorreram diminuições de CEA de até 56% em relação ao valor basal após dois ciclos de 

quimioterapia em pacientes com carcinoma pulmonares das células não pequenas avançado 

com níveis de CEA elevados no início do estudo 105. Este método demonstrou alcançar 

sensibilidade de 90% e especificidade de 90% 105. 
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 A enolase neuro-específica (NSE) também conhecida como enolase 2 ou γ-enolase, é 

um isómero das enolases glicolíticas e encontra-se codificada no gene ENO2 no braço curto 

cromossoma 12, na posição 13 106. Esta isoenzima consiste em duas cadeias peptídicas (α/γ e 

γ/γ), ambas com 39kDa, e foi encontrada pela primeira vez em células neuronais e 

posteriormente mostrou estar presente nas células com diferenciação neuroendócrina. Dentro 

do cancro do pulmão, estima-se que os CPC possam ter origem neuroendócrina e, portanto, 

esta enolase é frequentemente encontrada em elevadas quantidades no soro de pacientes com 

este tipo de carcinoma 80. A sensibilidade registada desta enolase para a deteção de CPC foi 

de 74% 107. Num estudo recente com cerca de 200 pacientes com cancro de pulmão, 

juntamente com 90 benignos e 150 indivíduos saudáveis, este biomarcador sozinho mostrou 

23% de sensibilidade e 98% de especificidade. No entanto, como seria de esperar, a taxa de 

deteção positiva foi mais alta para carcinomas das células pequenas 108. Vários estudos que 

incluíram 3500 pacientes com carcinomas de células pequenas e 3340 indivíduos saudáveis 

demonstraram que a taxa de risco associada a níveis altos de NSE na taxa de sobrevivência 

total foi 1,74 vezes maior em relação a níveis mais baixos do que os valores de cut-off 

estabelecidos 109. Por outro lado, outros estudos revelaram que os níveis de NSE no soro não 

apresentaram nenhuma significância no prognóstico de carcinomas de células não pequenas 

109. Além do NSE, existem 2 outros marcadores neuroendócrinos, como a cromogranina A 

(CGA) e o peptídeo libertador de prograstina (ProGRP, do inglês Pro-Gastrin-Releasing-

Peptide) com impacto no prognóstico de carcinomas das células pequenas. Foram 

identificados tempos de sobrevivências mais curtos em pacientes com níveis de CGA 

superiores a 56 ng/mL, níveis de ProGRP superiores a 58 pg/mL e com níveis de NSE 

superiores a 19 ng/mL 109. 

O antigénio de carcinoma de células escamosas (SCCA) é uma proteína de 48 kDa 110 

com forte homologia com a família de inibidores de protéase de serina 111. É um antígenio 

associado a tumores cuja concentração em circulação no sangue pode ser elevada em 

carcinomas das células escamosas envolvendo o colo uterino, cabeça, pescoço, esófago e os 

pulmões. Subcelularmente, o SCCA está presente no citoplasma e é considerado uma proteína 

estrutural que reflete o grau de diferenciação dos carcinomas de células escamosas 112. Foram 

encontrados níveis elevados de SCCA em pacientes com psoríase e eczema e em pacientes 

com doenças de pele hiperqueratóticas associadas a um componente inflamatório 113. A 

dependência de idade, sexo, hábitos de tabagismo (presentes ou passados) não foi evidente 

neste marcador 114. A sensibilidade em CNPC poderá variar de 15% a 55% 115. Outro estudo 

dedicado à avaliação do uso combinado de SCCA, NSE e o antigénio cancerígeno 125 
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(CA125, do inglês cancer antigen 125) no prognóstico de CNPC operável mostrou que a taxa 

de sobrevivência total foi significativamente menor em pacientes com níveis elevados de 

SCCA do que em pacientes com carcinoma das células escamosas 116. 

 Por fim, o cyfra 21-1 é um fragmento da citoqueratina 19, uma proteína com 36 kDa 

que está codificada no gene KRT19 localizado no braço longo do cromossoma 17 na posição 

21,2. Esta, por sua vez, faz parte do grupo das citoqueratinas do tipo I, que são citoqueratinas 

constituintes do citoesqueleto das células de epiteliais em mamíferos. A maioria das 

citoqueratinas do tipo I são caracterizadas for serem proteínas acídicas e terem um baixo peso 

molecular (entre 40 kDa, no caso da citoqueratina 19 referida, e 64 kDa, no caso da 

citoqueratina 9). In vivo estão organizadas em pares heterotípicos, conjugando-se 

normalmente com as citoqueratinas do tipo II, sendo estas caracterizadas por serem básicas 

ou neutras e expressas em simultâneo durante a diferenciação de tecidos epiteliais simples e 

estratificados. A citoqueratina 19 constitui uma exceção a esta família, uma vez que esta não 

se emparelha com citoqueratinas básicas em células epiteliais, estando situada na periderme, 

a camada que se encontra por dentro da própria epiderme 117–119. No caso do cancro do 

pulmão, o cyfra 21-1 está associado ao aparecimento de carcinomas das células escamosas 

ainda que possa ser encontrado em outros tipos histológicos de carcinomas 73. Estes 

fragmentos constituem a fração solúvel que permanece em circulação no sangue, surgindo 

por consequência da fragmentação da citoqueratina 19 durante o processo de lise e necrose 

celular 109 e da ação de enzimas proteolíticas 80. A principal vantagem deste biomarcador 

consiste no seu alto poder de diagnóstico e prognóstico quando comparado a outros 

biomarcadores como o CEA, SCCA e a NSE. Neste contexto, Kulpa et al. 120 realizaram um 

estudo englobando 200 pacientes com carcinomas pulmonares de células escamosas, e um 

grupo de controlo de 220 indivíduos, entre os quais 124 saudáveis e 96 portadoras de 

carcinomas pulmonares não-malignos. O cyfra 21-1 demonstrou o maior nível de 

sensibilidade diagnóstica, com uma área sob a curva COR (Característica de Operação do 

Receptor) de 0,87 em comparação com uma área sob a curva COR do CEA de 0,74. Ainda, 

demonstrou, tal como o CEA, ter a sua concentração dependente de acordo com o estádio do 

carcinoma, ao ponto de estes mostrarem diferenças significativas na sua concentração entre 

pacientes operáveis (I-IIIA) e não operáveis (IIIA-IV). Noutro estudo, Okamura et al. 121 

englobaram 655 pacientes portadores de cancro do pulmão e 237 pacientes com doença 

pulmonar benigna e analisaram os níveis séricos de cyfra 21-1 e CEA. O cyfra 21-1 apresentou 

menores níveis de sensibilidade, com apenas 43% (em comparação com os 69% da CEA) com 

cut-off ligeiramente superior (de 3,5 ng/mL, em relação ao cut-off da CEA de 3,3 ng/mL). 
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Contudo, o cyfra 21-1 apresentou uma especificidade de 89%, superior ao valor de 

especificidade de 68% do CEA. Considerando o dobro do valor de cut-off de cada um dos 

biomarcadores, os valores registados de sensibilidade e de especificidade foram de 41% e 

95%, respetivamente, para o CEA, e de 18% e 98%, respetivamente, para o cyfra 21-1. Assim, 

foi demonstrada a menor probabilidade de o cyfra 21-1 de apresentar falsos negativos do que 

o CEA (4 versus 25 pacientes). 

Para além disso, o cyfra 21-1 mostrou-se capaz de conduzir a um prognóstico mais 

fidedigno, já que este permite determinar melhor o estádio, tamanho, extensão e metástase 

para os gânglios linfáticos e/ou outros órgãos e a sua diferenciação (código TNM) 122. Este 

facto é relevante, uma vez que existe sempre a probabilidade de recorrência no cancro do 

pulmão depois de uma remoção cirúrgica. Por exemplo, segundo uma meta-análise realizada 

por Xiu et al. 123, que considerou 31 estudos englobando 6394 pacientes com cancro do 

pulmão, um nível mais elevado de cyfra 21-1 demonstrou mau prognóstico geral em relação 

ao paciente, quer este tivesse o tumor ou não. Tal verificou-se em pacientes que tenham 

sofrido de uma cirurgia, com uma proporção de risco de 1,94 em comparação aos pacientes 

que não sofreram de nenhuma cirurgia, que registaram uma proporção menor do que 1,24. 

Por outro lado, esse mesmo estudo também demonstrou que na ocorrência de uma alta 

concentração de cyfra 21-1 no soro, leva a um mau prognóstico para pacientes que tenham 

sido tratados com inibidores de tirosina para a EGFR ou com quimioterapia à base de platina. 

Deste modo, o cyfra 21-1 mostrou-se assim um biomarcador promissor para detetar mutações 

no gene EGFR, servindo como um indicador para sua deteção, sem precisar de uma análise 

genética complexa e dispendiosa 123.  

Num estudo de comparação recente, que testou 6 marcadores tumorais (CA125, 

CA19.9, NSE, CEA, cyfra 21-1 e SCCA) em 164 pacientes no estádio I em CNPC, o nível 

sérico do cyfra 21-1 mostrou ser um fator prognóstico independente de taxa de sobrevivência 

a 5 anos, mas os outros 5 marcadores, incluindo SCCA, não mostraram significância 124. Outro 

estudo também mostrou que níveis elevados de SCCA e cyfra 21-1 foram encontrados em 

30% e 59% dos pacientes com CNPC, respetivamente. Em pacientes metastáticos, a 

sensibilidade do SCCA foi de apenas 13%, enquanto a sensibilidade do cyfra 21-1 foi de 74% 

125. Portanto, devido a essa baixa sensibilidade, a medição do SCCA no soro é uma ferramenta 

de diagnóstico ou de prognóstico para pacientes com CNPC menos eficiente do que a deteção 

do cyfra 21-1.  

Uma vez que os biomarcadores CA125, CEA e cyfra 21-1 são antigénios, estes podem 

ser detetados e quantificados através do uso de anticorpos NY-ESO-1. Segundo o trabalho de 
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Doseeva et al. 126, o uso combinado dos três biomarcadores anteriormente mencionados 

permitiu a deteção precoce de CNPCs com uma sensibilidade de 77% e uma especificidade 

de 80%. Também o cyfra 21-1, em conjunto com a proteína reativa-C (CRP), permitiu 

distinguir entre nódulos benignos e malignos em pacientes que foram alvo de rastreio com 

LDCT, tendo sido possível detetar 24% falsos positivos; esta abordagem demonstrou uma 

área sob a curva COR de 0,86 e uma especificidade de 92% 127. 

 

1.3 Pré-tratamento de amostras biológicas: o caso do soro humano 

Apesar do papel fundamental dos biomarcadores proteicos no contexto clínico, 

existem várias limitações associadas ao seu uso, as quais se podem traduzir em resultados 

pouco precisos 121. Em primeira análise, os biomarcadores proteicos são moléculas sensíveis 

a alterações do meio e que estão presentes em baixas concentrações nos fluidos humanos, 

levando à ocorrência de dificuldades a nível técnico, nomeadamente ao nível do pré-

tratamento da amostra, bem como na deteção e quantificação 128. Em segunda análise, o soro 

e o plasma sanguíneo, que poderão ser fontes de biomarcadores e ferramentas menos invasivas 

de diagnóstico/prognóstico, são amostras bastante complexas. As proteínas presentes soro ou 

plasma estão em concentrações bastante desiguais, sendo que apenas a HSA pode chegar a 

contribuir para cerca de 55% da massa total de proteínas do soro e que juntamente com outras 

proteínas maioritárias (e.g., imunoglobulinas G) contribui para quase 85% do proteoma total 

129. Esta elevada concentração das proteínas maioritárias pode interferir ou mesmo mascarar 

o sinal das proteínas de menor abundância (onde se incluem os biomarcadores), afetando 

negativamente a etapa de deteção/quantificação 130. De notar que, segundo alguns estudos, o 

processo de colheita da amostra tem uma grande influência no perfil proteico, maior até do 

que o manuseamento e as condições de armazenamento 13. Ainda, em relação à utilização do 

soro ou plasma como objeto de análise, a principal vantagem do soro reside na ausência de 

anticoagulantes, que por sua vez poderão interferir com o próprio resultado; contudo, o plasma 

tem a vantagem de ser mais estável a nível de preservação 14. 

Por estas razões, as técnicas de quantificação de biomarcadores atualmente usadas 

precisam de atingir limites de deteção bastante reduzidos, muitas vezes na ordem de ng/mL, 

bem como ultrapassar os problemas associados à colheita, armazenamento e manuseamento 

das amostras 131. Para tal, são necessários infraestruturas, equipamentos e reagentes 

dispendiosos e específicos, profissionais altamente qualificados e protocolos longos e 

complexos. De modo a melhorar e simplificar os métodos atuais de deteção de biomarcadores 

em soro humano, existe a necessidade de implementar etapas de pré-tratamento de amostra 
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que permitam depletar as proteínas maioritárias e purificar/concentrar o biomarcador de 

interesse.Técnicas de pré-tratamento convencionais 

O pré-tratamento de soro humano representa uma das etapas mais importantes da 

deteção de biomarcadores tumorais e pode recorrer a pelo menos uma das seguintes 

estratégias: fracionamento, depleção e enriquecimento. Contudo, este processo é ainda 

bastante moroso, complexo e propenso a erros analíticos devido a possíveis perdas de 

biomarcador ou interferências na sua atividade/estabilidade/estrutura 130. Este facto torna o 

desenvolvimento de técnicas padrão de preparação de amostras de soro/plasma crucial para 

quantificar corretamente os biomarcadores 14, uma vez que pequenas mudanças no 

procedimento podem levar a perfis proteicos bastante diferentes 132. 

As estratégias de fracionamento de proteínas têm por base as suas propriedades físico 

químicas e recorrem a técnicas de separação, como por exemplo, a eletroforese e técnicas 

cromatográficas 124,125. No entanto, estas técnicas não são suficientes para que haja uma 

depleção completa das proteínas abundantes. Por sua vez, as técnicas de depleção têm como 

objetivo remover de proteínas de maior abundância, de forma a ser possível detetar proteínas 

menos abundantes. Estas são ainda capazes de acoplar a etapa de enriquecimento que visa a 

concentração de proteínas de interesse na amostra simultaneamente num único passo 133. As 

técnicas de depleção mais utilizadas no momento são baseadas em extração em fase sólida, 

tais como cromatografia por afinidade ao ligando-corante, cromatografia por ligandos 

proteicos, imunodepleção e combinação de ligandos peptídicos, bem como em técnicas de 

precipitação química 133. 

A técnica de cromatografia por afinidade ligando-corante tem sido largamente 

utilizada para a depleção da albumina, tendo como princípio a alta afinidade entre um corante, 

azul cibacron (cibracon blue, CB), e a albumina 134,135. Este método é dos mais recorrentes a 

nível clínico, dado o seu preço reduzido e elevada eficiência de ligação, bem como acesso e 

operação fáceis 136–138. A ligação propriamente dita é realizada através de uma combinação de 

interações eletrostáticas, efeitos hidrofóbicos e pontes de hidrogénio e é dependente do tipo 

de proteína, do pH e da concentração salina da amostra 139. Por sua vez, várias matrizes (onde 

o CB fica imobilizado) têm sido já desenvolvidas com diferentes níveis de eficiências de 

depleção. Por exemplo, com a matriz de Sefarose desenvolvida pela HiTrapBlue® é possível 

alcançar eficiências de depleção de cerca de 98% da HSA 140. Todavia, este método de 

depleção pode também remover outras proteínas de abundância reduzida, tendo, portanto, 

uma especificidade reduzida 141. 
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A cromatografia por ligandos proteicos tem um funcionamento análogo ao da técnica 

cromatográfica anteriormente mencionada, mas direcionado à depleção de diferentes 

imunoglobulinas. De forma geral, a cromatografia por ligandos proteicos recorre a duas 

proteínas, nomeadamente a proteína A e G. Estas são normalmente produzidas por bactérias, 

estando a proteína A localizada nas paredes celulares 142 e a proteína G localizada na 

superfície celular 16. Como estas proteínas apresentam especificidade e de afinidade 

particulares para diferentes imunoglobulinas, normalmente recorre-se a uma proteína 

quimérica, uma combinação das duas, de modo a alcançar a depleção de um leque maior de 

imunoglobulinas 17. No entanto, tal como na cromatografia por afinidade HSA-CB, devido à 

existência de interações não específicas, outras proteínas, incluindo os biomarcadores de 

interesse, podem ser adsorvidas nas resinas 17,143. 

A imunodepleção constitui uma das técnicas mais utilizadas devido ao facto de 

recorrer ao estabelecimento de diferentes interações específicas entre anticorpos e as suas 

proteínas alvo. A maioria dos kits de imunodepleção é concebida no formato de coluna, 

estando os anticorpos imobilizados em resinas de alta afinidade, de modo que as proteínas 

mais abundantes fiquem retidas na coluna e as menos abundantes permaneçam em solução 

(no eluente) 133.  Normalmente, estas colunas apresentam eficiências de depleção superiores 

a 90% e reprodutibilidade elevada, bem como capacidade para melhorar a etapa de deteção 

de proteínas-alvo em comparação com amostras não tratadas 144–147. Neste contexto, foi 

demonstrado que a introdução de uma etapa de depleção pode resultar num aumento 

compreendido entre 1,47 e 1,89 vezes do número de proteínas identificadas por cromatografia 

líquida com deteção por espectrometria de massa em tandem (LC-MS/MS), até um máximo 

de 301 proteínas 148. Ainda, o uso combinado de imunodepleção com outras técnicas de pré-

tratamento pode aumentar o número de proteínas identificadas por LC-MS/MS no soro até 

cerca de uma ordem de magnitude 18. No entanto, existem várias desvantagens associadas a 

este método devido ao seu elevado custo, à baixa capacidade de volume de amostra, ao 

número limitado de sítios de ligação específicos, e à incapacidade dos anticorpos distinguirem 

várias isoformas de uma proteína 149. 

O uso de bibliotecas combinatórias de ligandos peptídicos (CPLL, do inglês 

“combinatorial peptide ligand library”) sustenta-se na interação específica (e.g., interações 

eletrostáticas, efeitos hidrofóbicos, pontes de hidrogénio e forças de van der Waals) e na 

saturação entre cada proteína e seus ligandos peptídicos. Sob condições específicas de pH e 

composição do eluente que permitam maximizar o desempenho da etapa de pré-tratamento, 

os ligandos das proteínas mais abundantes atingem a saturação e consequente remoção 
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primeiro, enquanto que as proteínas menos abundantes não saturam os seus ligandos, ligando-

se de acordo com a sua concentração na amostra 137–141. O ProteoMiner é um kit de CPLL 

constituído por uma matriz de vários ligandos hexapeptídicos imobilizados em resinas 

cromatográficas e específicos para vários tipos de proteínas. Este tem revelado melhor 

desempenho do que métodos de imunodepleção, depleção baseada em ligandos e precipitação 

química com recurso a solventes orgânicos convencionais 19,150,151 Contudo, as CPLL não são 

aplicáveis para proteínas que não possuam ligandos peptídicos correspondentes aos das 

resinas, conduzindo à sua perda 21. Por outro lado, a CPLL é limitada por ligações não 

específicas e pela eluição incompleta das proteínas capturadas 152. No âmbito de estudos 

dedicados à descoberta de biomarcadores do cancro de pulmão para um diagnóstico precoce, 

os kits ProteoMiner mostraram ser uma ferramenta mais poderosa do que a estratégia de 

marcação isobárica, permitindo aumentar para o dobro o número de proteínas identificadas 

em amostras de plasma de indivíduos ex-fumadores, fumadores e não fumadores por MS 20,153. 

Foi, ainda, possível relacionar os níveis plasmáticos de apolipoproteína E com a metaplasia 

de carcinomas de células escamosas, desvendando a potencialidade da apolipoproteína E 

como biomarcador preditivo para o cancro de pulmão 20. 

Os métodos de precipitação química têm como princípio a solubilidade distinta de 

proteínas em diferentes soluções, tais como sais inorgânicos 154, solventes orgânicos 155, 

polímeros não iónicos 156 e agentes redutores 157. Em relação aos sais inorgânicos, a solução 

saturada de sulfato de amónio a 35% permite a depleção de proteínas de alta abundância como 

as Igs, enquanto que uma saturação de 55% induz a precipitação da HSA 158. No que diz 

respeito ao uso de solventes orgânicos, o etanol 159 e o acetonitrilo 160 ou até misturas de ácido 

tricloroacético e acetona 161 representam exemplos de agentes indutores de precipitação de 

proteínas. Enquanto que o uso de etanol pode conduzir à precipitação das Igs (≈ 150 kDa no 

caso da IgG) e parte da HSA (67 kDa) e recuperação das proteínas de baixo peso molecular 

no sobrenadante 162, o acetonitrilo demonstrou capacidade para remover proteínas acima de 

75 kDa, particularmente apolipoproteínas 163. Já as misturas de ácido tricloroacético e acetona 

permitem a depleção da HSA e outras proteínas de alta abundância 161. Relativamente aos 

polímeros, o polímero neutro polietilenoglicol (PEG) é o mais utilizado para efetuar a 

precipitação de proteínas em matrizes biológicas já que permite a precipitação diferencial de 

complexos de fibronectina-fibrinogénio, IgG e HSA. Através da alteração das concentrações 

de PEG entre 4%, 12% e 30% é possível alcançar a depleção seletiva de complexos de 

fibronectina-fibrinogénio, IgG e HSA, respetivamente, revelando ser um método não 

desnaturante, mais rápido e eficiente do que a precipitação induzida por soluções de sulfato 
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de amónio ou etanol 156. Quanto ao uso de agentes redutores, a precipitação da HSA pode ser 

alcançada, demonstrando desempenhos comparáveis àqueles obtidos com resinas 

funcionalizadas com CB ou imunodepleção  164. As técnicas de precipitação de proteínas têm 

como principal vantagem o facto de serem economicamente viáveis e de terem procedimentos 

simples. No entanto, o procedimento é moroso e os seus mecanismos de depleção ainda não 

se encontram, dificultando o desenvolvimento de técnicas de depleção por precipitação 

seletivas. Além disso, apresentam limitação ao nível da especificidade, risco de perdas de 

proteínas e impacto ao nível da estrutura e estabilidade proteica. No caso do uso de solventes 

orgânicos, estes poderão ser nefastos para o ambiente 133. 

De modo a ultrapassar os inconvenientes das técnicas de depleção convencionais, a 

procura por técnicas alternativas de pré-tratamento tem aumentado. Estas técnicas têm sido 

desenvolvidas de modo a aumentarem a capacidade de remoção de proteínas abundantes, a 

proporcionarem condições de extração mais biocompatíveis e a diminuírem o custo da análise. 

De acordo com Lee et al. 133, entre os exemplos mais promissores encontra-se a aplicação de 

nanomateriais como resinas alternativas, tais como a celulose bacteriana, polímeros com 

impressão molecular e criogeis 133. Na Figura 8 é apresentado um resumo comparativo das 

técnicas convencionais acima referidas e de novas metodologias propostas mais recentemente 

face às suas características, vantagens e inconvenientes, adaptado de uma análise efetuada por 

Lee et al. 133. Adicionalmente, são incluídas na Figura 8 duas classes de métodos alternativos, 

nomeadamente os sistemas aquosos bifásicos (SABs) 165 e os sistemas de partição em três 

fases, SPTFs). Estas, dadas as suas características vantajosas, serão foco da presente 

dissertação e abordadas em mais detalhe de seguida. 
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Figura 8 – Estratégias de depleção de proteínas maioritárias do soro humano (adaptado 133). 

1.3.2. Sistemas aquosos bifásicos e sistemas de partição em três fases 

Os SABs constituem um tipo específico de extração líquido-líquido que, ao contrário 

dos métodos de extração convencionais, não utilizam solventes orgânicos 166. Esta técnica é 

caracterizada por ser constituída por duas fases aquosas que se apresentam imiscíveis entre 

si, sendo vulgarmente formada por pares de polímero-polímero, polímero-sal ou sal-sal. Esta 

imiscibilidade ocorre acima de determinadas concentrações dos componentes do sistema, sob 

condições específicas de temperatura e pH, onde uma das fases aquosas é enriquecida com 

um dos solutos enquanto na outra fase estará prevalecente o segundo componente 167. 
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A formação de SABs é conhecida desde o final do século XIX, quando Beijerinck 168 

observou que soluções aquosas de gelatina e de agar, ou de gelatina e de amido formavam 

misturas turvas que em repouso se separavam espontaneamente em duas fases líquidas e 

límpidas. A fase mais densa era enriquecida em agar (ou amido) e a fase menos densa era 

enriquecida em gelatina, sendo que a água é componente maioritário em ambas as fases. 

Posteriormente, foi reportado que o amido proveniente de diferentes origens (e.g., arroz, 

milho) e, portanto constituído por diferentes frações de amilose e amilopectina, dava origem 

a diferentes diagramas de fase 169. Estes resultados mostraram que pequenas alterações nas 

interações intermoleculares tinham uma grande influência sobre as composições das fases em 

equilíbrio para uma dada mistura inicial 169,170. Contudo, os SABs como técnica de extração 

e separação apenas ganharam importância em 1955 com o trabalho de Albertsson 171. Este 

autor demonstrou que uma solução contendo determinadas concentrações de polímero, como 

o PEG, e de sal inorgânico, como o fosfato de potássio (K2HPO4), formava duas fases líquidas, 

onde a maioria do PEG ficava contido na fase superior, enquanto a maioria do sal ficava 

contido na fase inferior 88,172. Devido ao facto dos SABs serem compostos maioritariamente 

por água, foi demonstrado ao longo dos anos que estes são excelentes sistemas de extração e 

purificação de proteínas, tais como os biomarcadores, uma vez que estas conseguem 

conservar a sua atividade biológica, estabilidade e estrutura 173,174. 

Sendo na sua grande maioria sistemas ternários, os SABs têm um diagrama de fases 

único que pode ser influenciado pelo pH e a temperatura. Existem inúmeras informações 

contidas nos diagramas de fase, nomeadamente a possibilidade de identificar as composições 

globais em que o sistema é monofásico ou bifásico, sendo estas demarcadas por uma curva 

binodal. Deste modo, é possível determinar as concentrações necessárias para formar o 

sistema líquido-líquido, o que se revela crucial no desenvolvimento de processos de extração 

e purificação de biomoléculas. Na Figura 9, é apresentado um diagrama ortogonal onde a 

composição da água é omitida. Além disso, também estão representadas as linhas de equilíbrio 

(tie-lines), que são linhas retas que ligam os pontos do diagrama representativos da 

composição de cada uma das fases em equilíbrio para um determinado ponto da mistura 170.  

O comprimento da linhas de equilíbrio é um parâmetro termodinâmico importante, 

sendo geralmente utilizado como variável determinante nos processos de partição dos solutos 

nos SABs 170. 
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Figura 9– Diagrama de fases para sistemas aquosos bifásicos (adaptado de 170). 

 

Outra característica vantajosa dos SABs é que, aquando da adição de algumas 

moléculas ou matrizes complexas acima de determinadas concentrações, permitem a 

formação de sistemas de partição de três fases (SPTFs)174. SPTF é uma técnica de extração 

adequada a várias biomoléculas, em particular proteínas, que utiliza principalmente t-butanol 

e soluções aquosas de sulfato de amónia para induzir a precipitação de compostos (de interesse 

ou contaminantes) na interfase do sistema, ao passo que outros compostos podem migrar entre 

as duas fases líquidas 175. Ao juntar os conceitos de SABs e SPTFs é possível eliminar a 

utilização de solventes orgânicos e criar SPTFs mais biocompatíveis, eficientes e seletivos 

176. Este tipo de sistemas baseados em SABs e SPTFs foram usados no contexto de diagnóstico 

no trabalho de Raymond et al. 177, onde o PEG e o dextrano foram usados para a separação 

seletiva da fosfatase alcalina das suas isoformas, demonstrando maior eficiência do que a 

imunodepleção. Pela utilização de sistemas constituídos por combinação de dois sais, um dos 

quais um líquido iónico, Pereira et al. 178 demonstrou com sucesso a depleção completa de 

HSA e da IgG do soro humano, permitindo a concentração de duas proteínas menos 

abundantes e com potencial como biomarcadores de várias doenças, nomeadamente a 

transferrina e a lactato desidrogenase. Ao alcançar a depleção das duas proteínas maioritárias 

do soro humano na interfase do sistema, ao mesmo tempo que as proteínas menos abundantes 

migraram para a fase rica em líquido iónico, foi possível detetar as proteínas menos 

abundantes recorrendo a um cromatógrafo líquido de alta eficiência acoplado a um detetor de 

díodos (HPLC-DAD). 
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Tendo em conta as vantagens dos SABs, a dissertação de mestrado proposta pretende 

criar novos SPTFs que possam ser utilizados como técnicas de pré-tratamento de soro 

humano. Serão utilizados sistemas constituídos por PEG, PPG ou Pluronic® e poliacrilato de 

sódio (NaPA), os quais demonstram elevada biocompatibilidade e seletividade na extração de 

várias biomoléculas 179,180. Estes já foram descritos para a purificação de dehidrogenase 

glucose-6-fosfato, hemoglobina e lisozima 181, proteína fluorescente verde 182 e ácido 

clavulânico 183, com recuperações de 60-90% e purezas de 70%.  
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2. Materiais e métodos 

2.1. Materiais 

Os sistemas aquosos bifásicos neste trabalho foram formados com recurso aos 

homopolímeros polietilenoglicol (PEG) de pesos moleculares 600, 1000, 1500 e 2000 g.mol-

1 (abreviados como PEG 600, PEG 1000, PEG 1500 e PEG 2000, respetivamente) e 

polipropilenoglicol (PPG) de peso molecular 400 g.mol-1 (abreviado como PPG 400), bem 

como o copolímero em bloco constituído por PEG-PPG-PEG de peso molecular 1900 g.mol-

1 (abreviado como Pluronic L35). Todos os PEGs foram obtidos a partir da Alfa Aesar, 

enquanto os polímeros PPG 400 e Pluronic L-35 foram fornecidos pela Sigma-Aldrich. O 

polieletrólito usado foi o poliacrilato de sódio (NaPA) com um peso molecular de 8000 g.mol-

1, obtido da Sigma-Aldrich® sob a forma de uma solução aquosa a 45 %(m/m). As estruturas 

químicas dos polímeros estudados encontram-se representadas na Figura 10. 

O soro humano utilizado foi obtido através da Sigma-Aldrich® e mantido a -20ºC até ser 

usado. Na preparação das curvas de calibração, foi utilizada IgG humana purificada (29,4 

mg/mL; armazenada a -80 ºC até utilização) adquirida a partir da Innovative Research, Inc. e 

a HSA liofilizada (pureza ≥ 96%) obtida através da Alfa Aesar. 

 

 

Figura 10 – Estruturas químicas e abreviaturas dos polímeros neutros e polieletrólito estudados. 

 

2.2. Determinação das curvas binodais 

As curvas binodais de cada sistema ternário (PEGs/PPG/Pluronic L-35 + NaPA 8000 

+ H2O) foram determinadas através do método do cloud point (ponto de turvação) 184 a 25 ºC 

à pressão atmosférica. Para determinação das curvas binodais foram preparadas previamente 

diferentes soluções aquosas dos diferentes polímeros neutros e do polieletrólito a 

concentração conhecida: PEGs e Pluronic L35 a 60% (m/m), PPG 400 a 70% (m/m) e NaPA 
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8000 a 22,5% (m/m). Adicionou-se gota-a-gota da solução de NaPA 8000 à solução de 

polímero neutro, ou vice-versa, até a solução ficar turva e se atingir a região bifásica. 

Posteriormente, adicionou-se água gota-a-gota até a solução ficar límpida e se atingir a região 

monofásica. Estas adições foram repetidas alternadamente e sob agitação constante. A 

composição da mistura foi determinada pela quantificação da massa de todos os componentes 

adicionados com uma incerteza de ± 10-4 g após a solução adotar um aspeto turvo e um aspeto 

límpido. As curvas binodais obtidas experimentalmente foram ajustadas usando a Equação 1, 

proposta por Merchuk et al. 184, através do software TPDTL 2017. 

[polímero neutro] = Aexp[(B[NaPA 8000]0.5) − (C[NaPA 8000]3)]  (1) 

onde, [polímero neutro] e [NaPA 8000] são, respectivamente, as percentagens mássicas dos 

polímeros neutros estudados e do NaPA 8000. Na Equação 1, os parâmetros obtidos pela 

regressão são denotados por A, B e C. 

 

2.3. Estudos de depleção 

Para os estudos de depleção, foi escolhido um ponto de mistura capaz de formar SPTFs 

pela precipitação das proteínas na interfase aquando da adição de soro aos componentes dos 

SABs. A composição do ponto de mistura foi determinada tendo por base a composição dos 

sistemas ternário (polímero neutro + NaPA 8000 + H2O), mas substituindo parte da água por 

soro. As massas pesadas (incerteza de ± 10-4 g) de cada um dos componentes foram tais que 

a composição final da mistura resultou em 10 %(m/m) polímero neutro + 13,5 %(m/m) NaPA 

8000 + 20 %(m/m) soro + 56,5 %(m/m) H2O para um volume total de 1 g. Foram preparadas 

3 réplicas para cada sistema. De seguida centrifugou-se cada uma das misturas a 3.500 rpm 

durante 10 minutos. Depois, as fases rica em polímero neutro e rica em NaPA 8000 foram 

recolhidas e pesadas com recurso a seringas. Nos SABs estudados, a fase superior corresponde 

à fase aquosa rica em polímero neutro, enquanto a fase inferior é maioritariamente composta 

por NaPA 8000. A interfase foi recuperada por centrifugação a 10.000 rpm durante 5 minutos 

para remoção do sobrenadante. O precipitado foi ressuspendido em 1 mL de uma solução 

tampão fosfato salina (PBS, do inglês phosphate saline buffer). 

 

2.4. Quantificação das proteínas 

Ambas as fases aquosas e interfase ressuspendida foram diluídas em tampão fosfato 

de 50 mM de tampão fosfato de sódio + 0,3 M de NaCl a pH 7,4, a qual funcionou também 

como fase móvel do método cromatográfico baseado em cromatografia de alta eficiência de 

exclusão molecular (SE-HPLC). Foi utilizado um cromatógrafo Chromaster (Hitachi, VWR) 
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acoplado com um detector de díodos (DAD) e uma coluna analítica de exclusão molecular 

Shodex KW–802.5 (8 mm × 300 mm). As temperaturas do forno da coluna e do amostrador 

automático foram mantidas constantes a 25 °C e a 10 °C, respetivamente. O volume de injeção 

foi de 25 μL e o comprimento de onda foi fixado a 280 nm. As curvas de calibração utlizadas 

para a quantificação de cada uma das proteínas, IgG e HSA, foram previamente estabelecidas, 

com um coeficiente de correlação de 0,9980 e 0,9993, respetivamente (Apêndice A – Figuras 

A1 e A2). Os cromatogramas obtidos foram analisados com o programa PeakFit v4 (PF4). 

Uma vez que foi verificada interferência dos componentes de fase na quantificação da 

proteína nas fases aquosas, principalmente do NaPA 8000 na fase de fundo, os rendimentos 

de depleção das proteínas, YProt (%), foram determinados a partir da relação entre a massa de 

proteína na interfase (𝑚𝑃𝑟𝑜𝑡
𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑓𝑎𝑠𝑒

) e a massa de proteína (𝑚𝑃𝑟𝑜𝑡
𝑠𝑜𝑟𝑜) introduzida no sistema pela 

adição de soro, de acordo com a Equação 2. Na Equação 2, “Prot” corresponde a HSA ou a 

IgG dependendo da proteína em análise. 

𝑌𝑃𝑟𝑜𝑡(%) =
𝑚𝑃𝑟𝑜𝑡

𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑓𝑎𝑠𝑒

𝑚𝑃𝑟𝑜𝑡
𝑠𝑜𝑟𝑜⁄ × 100       (2) 

 

2.5. Medição do pH das fases dos SABs 

De modo a averiguar o pH das fases coexistentes dos SABs, da fase rica em polímero 

neutro (superior) e da fase rica em NaPA 8000 (inferior), utilizou-se um medidor de 

pH/condutivímetro da Metrohm devidamente calibrado com dois tampões de pH = 4.00 e pH 

=7.00 provenientes da mesma empresa. Os valores de pH foram medidos a 25 ºC e com uma 

incerteza de ±0.02. 
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3. Resultados e Discussão 

Nesta dissertação, foram estudados sistemas formados por polímeros neutros e um 

polieletrólito (NaPA 8000). Os polímeros neutros estudados foram o PPG 400, PEG 600, PEG 

1000, PEG 1500, PEG 2000 e Pluronic L-35. Os componentes de fase estudados foram 

escolhidos dada a sua elevada biocompatibilidade e seletividade na extração de várias 

biomoléculas 179,180, embora não tenham sido ainda aplicados no contexto de pré-tratamento 

do soro humano. Além disso, estes sistemas têm a tendência de se separarem relativamente 

rápido devido à sua baixa viscosidade, em contraste a outros SABs do tipo polímero-polímero. 

 

3.1. Diagramas de fases dos sistemas ternários constituídos por polímero + 

NaPA + H2O 

Os diagramas de fase ternários para os sistemas constituídos por polímeros neutros + 

NaPA 8000 + H2O foram determinados a 25 °C e à pressão atmosférica pelo método de cloud 

point. As frações mássicas obtidas experimentalmente para a determinação dos diagramas de 

fase encontram-se detalhadas no Apêndice B, nas Tabelas B1 a B6, e apresentadas na Figura 

11. Os dados experimentais das curvas binodais foram ajustados pela relação empírica 

descrita pela Equação 1. Os parâmetros da regressão A, B e C, determinados pelo método dos 

mínimos quadrados, os seus desvios-padrão (σ) e os coeficientes de correlação (R2) estão 

apresentados na Tabela 2. Em geral, foram obtidos coeficientes de correlação para todos os 

sistemas superiores a 0,99, o que indica que estes ajustes podem ser utilizados para prever 

dados de uma determinada região do diagrama de fases em que não se encontrem disponíveis 

resultados experimentais. 
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Tabela 2 - Parâmetros de correlação e respetivos desvios-padrão (σ) usados para descrever as 

curvas binodais dos SABs constituídos por polímero + NaPA 8000 obtidas experimentalmente a 25 ° 

C através da Equação 1. 

Polímero A ± σ B ± σ 10-5 (C ± σ) R2 

PEG 600 45,84 ± 1,49 -0,392 ± 0,016 10,75 ± 1,16 0,9964 

PEG 1000 53,24 ± 1,31 -0,536 ± 0,013 11,72 ± 2,07 0,9994 

PEG 1500 52,12 ± 0,55 -0,521 ± 0,014 22,00 ± 1,20 0,9998 

PEG 2000 179,57 ± 4,36 -1,003 ± 0,532 4,30 ± 40,68 0,9925 

PPG 400 60,88 ± 6,52 -0,306 ± 0,046 13,21 ± 2,82 0,9987 

Pluronic L35 65,37 ± 4,50 -0,646 ± 0,016 43,80 ± 6,02 0,9995 

 

Na Figura 11 encontram-se representadas as curvas binodais de cada SAB. Nos 

diagramas de fase apresentados, a região bifásica encontra-se localizada acima da curva 

binodal. Quanto maior é esta região, maior é a capacidade de se originar uma separação 

líquido-líquido na presença dos polímeros neutros e polieletrólito em meio aquoso, que por 

sua vez aumenta com o aumento da hidrofobicidade do polímero. 

Os polímeros neutros estudados em conjunto com o NaPA 8000 para formação de 

SABs permitem analisar o impacto dos seus monómeros constituintes (etilenoglicol, 

propilenoglicol ou ambos) e do seu peso molecular (PEG 600 – PEG 2000). Assim, é possível 

investigar o impacto da hidrofobicidade do polímero ao nível da formação de SABs. Em geral, 

a capacidade do polímero para se formar um SAB na presença de NaPA aumenta na seguinte 

ordem: PPG 400 < PEG 600 < PEG 1000 ≈ PEG 1500 < PEG 2000 < Pluronic L35. Para 

PEGs de peso molecular superiores, a separação das fases tende a ocorrer mais facilmente, 

sendo necessárias concentrações mais baixas de NAPA 8000 e de PEG. Foi observada uma 

tendência semelhante para outros SABs constituídos por PEG-NaPA-sal 185–187 e por PEG-sal 

176,188–190. Este comportamento deve-se ao facto de que a hidrofobicidade do polímero 

aumenta com a sua massa molecular, o que leva que haja uma menor interação com o NAPA 

e a àgua, e são por isso mais facilmente excluídos para uma segunda fase aquosa 191. O 

Pluronic L-35, com peso molecular de 1900 g.mol-1, por apresentar na sua constituição 

monómeros de etilenoglicol (mais hidrofílico) e propileno glicol (mais hidrofóbico), é o 

polímero que apresenta a maior região bifásica. Apesar do PPG ser um polímero mais 

hidrofóbico do que o PEG, este apresenta uma região bifásica mais reduzida, o que pode 
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dever-se ao seu peso molecular inferior. Contudo é difícil obter uma conclusão direta, uma 

vez que quer a estrutura do monómero constituinte, quer o peso molecular não são 

comparáveis. 

 

Figura 11 – Diagramas de fases dos sistemas ternários constituídos por polímero + NaPA 8000 + 

H2O. As linhas correspondem ao ajuste da curva binodal obtido pela equação de Equação 1. 

 

3.2. Depleção da HSA e da IgG do soro humano utilizando sistemas constituídos 

por polímero + NaPA + H2O 

Dos sistemas determinados anteriormente, aqueles formados por PEGs e Pluronic L-

35 foram adotados nos estudos de depleção, uma vez que permitem abranger hidrofobicidades 

distintas através do uso de polímeros com propriedades comparáveis. A partir da análise das 

curvas binodais acima apresentadas (Figura 11), foi selecionado um ponto de mistura bifásico 

e comum a todos os sistemas: 10 %(m/m) polímero neutro + 13,5 %(m/m) NaPA 8000 + 20 

%(m/m) Soro + 56,5 %(m/m) H2O. Nesta fase não se apresentam os resultados do SAB 

constituído por PPG 400 porque o ponto de mistura selecionado cai na região monofásica, 

sendo este um sistema que requer uma maior quantidade de polímeros para se formarem duas 

fases e sendo, portanto, menos sustentável.  

As amostras dos diferentes SPTFs foram posteriormente analisadas por SE-HPLC-

DAD de modo a ser possível quantificar a quantidade de cada proteína precipitada na 
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interfase. Para determinação dos rendimentos de depleção das proteínas na interfase, foram 

analisadas amostras de soro diluído em solução aquosa, cujo cromatograma revelou a 

presença de três picos (Apêndice C - Figura C1). Estes picos indicam a presença de 

agregados, IgG e HSA, com tempos de retenção de aproximadamente 11, 13 e 16 minutos, 

respetivamente. Os diferentes pesos moleculares ditam a ordem de eluição de cada proteína, 

sendo a IgG maior (150 kDa) do que a HSA (66 kDa), eluindo primeiro. Os valores de 

rendimento médio da interfase obtidos para cada um dos SAB acima mencionados encontram-

se representados na Figura 12 e os valores numéricos detalhados no Apêndice D – Tabela 

D1, juntamento com o pH das fases dos sistemas. 

 

 

Figura 12 - Rendimentos de depleção (YProt, %) da IgG e da HSA obtidos utilizando SABs 

constituídos por diversos polímeros e NaPA 8000. 

 

Nos SPTFs estudados, os rendimentos de depleção obtidos variam entre 17,06 ± 1,16% 

e 100% no caso da IgG, e entre 8,58 ± 2,24% e 41,49 ± 11,24% no caso da HSA. Com a 

exceção do PEG 1500, pode verificar-se um aumento gradual do rendimento de depleção da 

IgG na interfase à medida que o peso molecular do PEG aumenta entre 600 e 2000 g.mol-1 e 

que a hidrofobicidade do polímero aumenta pela introdução de monómeros de propilenoglicol 

(Pluronic L-35). No caso da HSA, os rendimentos de depleção não variaram 

significativamente com o aumento do peso molecular do PEG. Por sua vez, no SPTF 

constituído por Pluronic L-35 foi obtido o maior rendimento de depleção da HSA. Desta 
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forma, pode concluir-se que o aumento da hidrofobicidade do polímero neutro é benéfico para 

o processo de depleção de ambas as proteínas. No caso do polímero PEG 1500, este registou 

valores de rendimento de depleção da IgG de 100%, indicando que podem existir interações 

específicas com este polímero que potenciam a precipitação. 

Além dos efeitos hidrofóbicos induzidos pelo polímero neutro, também as interações 

eletrostáticas podem influenciar a precipitação das proteínas do soro. Na Tabela D1 

(Apêndice D) encontram-se indicados os pH das fases dos SABs correspondentes aos SPTFs 

aqui estudados. Os valores de pH dos sistemas variam entre 7,85 e 8,07. Sendo que o ponto 

isoelétrico da HSA é 4,7 192 e o da IgG é 6,5-9,5 193, conclui-se que a HSA se encontra 

carregada negativamente e a IgG se encontra na sua forma não carregada. Os rendimentos de 

depleção superiores da IgG em comparação com a HSA podem ser justificados com base nos 

seus pontos isoelétricos, uma vez as proteínas são mais facilmente precipitadas no seu ponto 

isoelétrico, ao contrário das proteínas carregadas negativamente que têm uma solubilidade 

superior. 
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4. Conclusão e trabalho futuro 

Numa tentativa de desenvolver sistemas alternativos de pré-tratamento de soro 

humano que possam vir a melhorar a deteção de biomarcadores do cancro do pulmão, esta 

dissertação propõe a aplicação de SABs formados por dois polímeros, i.e., um polímero neutro 

e um polieletrólito, na depleção da HSA e da IgG (proteínas maioritárias do soro). 

Numa primeira etapa, foram desenvolvidos SABs constituídos por seis polímeros 

neutros (PEG 600, PEG 1000, PEG 1500, PEG 2000, PPG 400 e Pluronic L35), NaPA 8000 

e água através da determinação dos seus diagramas de fases. A determinação dos diagramas 

de fases permitiu avaliar o impacto da estrutura dos monómeros constituintes e do peso 

molecular dos polímeros neutros na formação de SABs com NaPA 8000. Verificou-se que 

quanto maior o peso molecular e a hidrofobicidade do polímero, maior é a capacidade de 

formação de SABs. 

Após a identificação de misturas capazes de formar duas fases pela análise das curvas 

binodais, os SABs foram utilizados para desenvolver SPTFs pela adição de soro aos polímeros 

neutros, NaPA 8000 e água. A formação de um SPTF dá-se pela precipitação das proteínas 

maioritárias do soro na interfase do SAB, constituindo uma abordagem adequada para efetuar 

o pré-tratamento da amostra. Os estudos de depleção da IgG e da HSA presentes no soro 

revelaram que é possível obter rendimentos de depleção máximos de 100% e de 42%, 

respetivamente, como resultado do efeito hidrofóbico do polímero combinado com o pH do 

sistema. Os sistemas mais promissores foram aqueles contendo polímeros mais hidrofóbicos 

ou de maior peso molecular: no caso da precipitação simultânea de ambas as proteínas, os 

rendimentos de depleção mais elevados foram obtidos com o SAB formado por Pluronic L-

35, ao passo que no caso da precipitação da IgG foi possível alcançar uma depleção completa 

com o SAB constituído por PEG 1500. 

Os SABs constituídos por polímeros neutros e polieletrólito aqui propostos revelaram 

ser estratégias potenciais no pré-tratamento do soro humano, embora seja necessário otimizar 

outros parâmetros operacionais para maximizar a depleção simultânea de ambas as proteínas. 

Por exemplo, o ponto de mistura, o peso molecular dos polímeros neutros e do polieletrólito, 

bem como a presença de sais ou de líquidos iónicos (LIs) podem ser variáveis processuais de 

interesse. Ainda, é necessário avançar com estudos de extração e purificação de 

biomarcadores de cancro do pulmão de interesse, por exemplo, o cyfra 21-1 para avaliar a 

capacidade destes sistemas promoverem a precipitação das proteínas maioritárias na interfase 

e a purificação do biomarcador numa das fases aquosas.  
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Apêndices 

 

Apêndice A - Curvas de calibração para a determinação da quantidade de 

proteínas 

 

 

Figura A 1 - Curva de calibração usada para a quantificação da IgG por SE-HPLC-DAD (λ = 280 

nm). 

 

 

Figura A 2 - Curva de calibração usada para a quantificação da HSA por SE-HPLC-DAD (λ = 280 

nm).  
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II 

 

Apêndice B - Dados experimentais das curvas binodais dos sistemas ternários 

compostos por polímero + NaPA + H2O 

 

Tabela B1 – Frações mássicas obtidas experimentalmente para os SABs constituídos por PEG 600 

(1) e NaPA 8000 (2) a 25 °C e pressão atmosférica. 

 

PEG 600 

% (m/m) (1) % (m/m) (2) % (m/m) (1) % (m/m) (2) 

31,4388 1,1544 9,4518 12,2651 

28,9241 1,4312 9,0489 12,5722 

25,4027 1,9714 8,7480 13,1415 

23,7821 2,7180 8,2900 13,5142 

22,0672 3,3104 7,8056 13,9034 

21,0817 3,5327 7,3485 14,5568 

19,7680 4,1801 6,6774 14,9974 

18,6309 4,8220 6,4497 15,5219 

17,5708 5,4132 6,2398 15,7765 

16,7570 5,9279 6,0087 15,8732 

14,5549 8,0841 5,6048 16,4884 

14,5460 8,2816 5,7353 16,6084 

14,1551 8,4539 5,2639 17,0478 

14,0422 8,5790 5,0230 17,5363 

13,8846 8,7258 4,7913 17,6757 

13,7160 8,8768 4,2923 18,2215 

13,4639 9,0394 4,2973 18,4153 

13,3875 9,3075 3,7570 19,2925 

13,1304 9,4853 3,5913 19,3488 

12,8917 9,6566 3,1251 20,5453 

12,6889 9,8338 2,8616 20,9530 

10,7500 10,3950 2,4427 21,9824 

10,6106 10,7485 1,9672 23,3916 

10,2858 10,9882 1,7241 24,3929 

10,1265 11,5023 1,0079 25,1347 

9,8557 11,9638 0,8779 26,9228 

 

  



III 

 

Tabela B2 – Frações mássicas obtidas experimentalmente para os SABs constituídos por PEG 1000 

(1) e NaPA 8000 (2) a 25 °C e pressão atmosférica. 

 

PEG 1000 

% (m/m) (1) % (m/m) (2) % (m/m) (1) % (m/m) (2) 

48,3391 3,1066 11,9381 7,3006 

24,9508 2,1801 11,6022 7,5652 

22,8191 2,5201 11,3713 7,7267 

21,5605 2,8895 11,1414 7,8513 

20,2179 3,1465 10,7662 8,1592 

19,3684 3,4768 10,6691 8,1922 

18,1669 4,0283 10,3114 8,5573 

16,9433 4,4056 10,0321 8,8076 

16,4248 4,6680 9,7621 9,0489 

15,9777 4,8574 9,5554 9,2244 

15,2413 5,3131 9,2876 9,4711 

14,4217 5,7860 9,1421 9,5834 

13,7445 6,1961 8,9504 9,7658 

13,3606 6,3272 8,6670 10,0437 

12,9136 6,7007 8,4959 10,1682 

12,6365 6,8836 8,2462 10,4296 

12,4089 7,0389 8,0753 10,5749 

12,1606 7,2056 7,9798 10,6414 

 



IV 

 

Tabela B3 – Frações mássicas obtidas experimentalmente para os SABs constituídos por PEG 1500 

(1) e NaPA 8000 (2) a 25 °C e pressão atmosférica. 

 

PEG 1500 

% (m/m) (1) % (m/m) (2) % (m/m) (1) % (m/m) (2) 

55,7000 1,5293 11,8486 7,1837 

28,7329 1,3030 11,5739 7,4398 

26,3644 1,7445 11,2587 7,6605 

24,1061 2,1677 10,8980 7,8723 

22,5141 2,5507 10,5241 8,1606 

21,2909 2,9170 10,1928 8,3616 

20,3087 3,1568 10,0415 8,4508 

19,5854 3,4582 9,8009 8,6512 

18,8501 3,7332 9,5526 8,8133 

18,0875 3,9707 9,3350 9,0168 

17,4999 4,1865 9,1224 9,1161 

16,9052 4,4817 8,9408 9,2769 

16,4006 4,6843 8,7674 9,4321 

16,0115 4,9455 8,5299 9,6018 

15,5135 5,1363 8,3425 9,7196 

14,8625 5,5712 8,1947 9,8625 

14,4283 5,7467 8,1045 9,9136 

13,5569 6,1514 7,9634 10,0438 

13,1929 6,2965 7,8757 10,0856 

12,9269 6,4836 7,7603 10,1856 

12,4870 6,8340 7,6379 10,2950 

12,0846 7,1120 7,5234 10,3949 

 

  



V 

 

Tabela B4 – Frações mássicas obtidas experimentalmente para os SABs constituídos por PEG 2000 

(1) e NaPA 8000 (2) a 25 °C e pressão atmosférica. 

 

PEG 2000 

% (m/m) (1) % (m/m) (2) 

42,2100 8,1232 

16,6328 6,4042 

13,5505 6,5119 

12,2848 7,2174 

10,9595 7,6925 

10,1316 8,0835 

9,5935 8,3020 

9,2007 8,5091 

8,8869 8,7583 

8,5045 9,0518 

8,1430 9,2796 

7,7474 9,6998 

 

  



VI 

 

Tabela B5 – Frações mássicas obtidas experimentalmente para os SABs constituídos por PPG 400 

(1) e NaPA 8000 (2) a 25 °C e pressão atmosférica. 

 

PPG 400 

% (m/m) (1) % (m/m) (2) 

64,6053 1,4243 

31,8073 4,4104 

27,6083 5,9880 

24,2943 7,8895 

21,3877 9,2886 

19,5795 10,3704 

17,6738 11,4270 

16,1740 12,4705 

14,5239 13,5947 

12,7542 14,3340 

11,4976 15,0755 
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Tabela B6 – Frações mássicas obtidas experimentalmente para os SABs constituídos por Pluronic 

L35 (1) e NaPA 8000 (2) a 25 °C e pressão atmosférica. 

 

Pluronic L35 

% (m/m) (1) % (m/m) (2) % (m/m) (1) % (m/m) (2) 

26,9217 1,8849 12,7322 5,7627 

24,4838 2,2588 12,5244 5,9010 

20,3637 3,1830 12,2484 5,9996 

19,3847 3,4388 12,0067 6,1130 

18,4785 3,7111 11,7638 6,2019 

17,6688 3,9205 11,5688 6,3370 

16,7571 4,2670 11,3342 6,4057 

16,1614 4,3863 11,1574 6,5361 

15,6846 4,5655 10,9257 6,6182 

15,2464 4,7657 10,7662 6,7145 

14,7933 4,9454 10,6619 6,6495 

14,3915 5,1044 12,7322 5,7627 

14,0057 5,2348 12,5244 5,9010 

13,7537 5,3933 
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Apêndice C – Perfil cromatográfico do soro humano 

 

 
Figura C1 – Exemplo de um cromatograma de soro humano diluído em solução aquosa obtido por 

SE-HPLC-DAD. 

  



IX 

 

Apêndice D – Rendimentos de depleção 

 

Tabela D1 – Rendimentos de depleção da IgG (YIgG, %) e da HSA (YHSA, %) e respetivos desvios-

padrão (σ) obtidos por aplicação dos SABs constituídos por polímero e NaPA 8000, assim como pH 

dos sistemas. 

SAB YIgG ± σ (%) YHSA ± σ (%) 

pH (± 0.02) 

Fase rica em 

polímero 

neutro 

Fase rica em 

NaPA 8000 

PEG 600 + NaPA 8000 17,06 ± 1,16 14,45 ± 3,02 7,99 7,99 

PEG 1000 + NaPA 8000 19,43 ± 3,74  8,58 ± 2,24 8,02 7,98 

PEG 1500 + NaPA 8000 100 12,26 ± 3,53 7,97 7,85 

PEG 2000 + NaPA 8000 47,22 ± 13,53 11,51 ± 1,02 8,01 7,96 

Pluronic L35 + NaPA 8000 77,78 ± 9,83 41,89 ± 11,24 8,07 7,47 

 


