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Designagao do projeto | ApTAsense - Desenvolvimento de um biossensor baseado em aptdmeros para a
detecdo de alcaloides do tropano

Cdédigo do projeto | 2024.13912.PEX

Objetivo principal | Os principais objetivos s3o:
1) selecionar aptameros para atropina e escopolamina utilizando de novo SELEX;
2) desenvolver um biossensor fluxo lateral (LFA) portatil baseado em aptameros.
O ApTAsense representa, assim, uma abordagem inovadora para responder a uma necessidade especifica
de métodos de rastreio no local para riscos alimentares emergentes com impacto tanto a nivel nacional
como global, através de:
- Moléculas de reconhecimento Unicas: sele¢do, pela primeira vez, de aptameros com afinidade para
os alcaloides do tropano mais relevantes e regulamentados através de um processo de novo SELEX.
- Adaptabilidade ao terreno: a integracdo de aptdmeros no LFA permitird uma triagem simples e
rapida no local de amostras alimentares, evitando a necessidade de testes laboratoriais;
- Inovacdo interdisciplinar: integracao de biologia molecular, nanotecnologia e quimica analitica para
diagnésticos rapidos avangados.

Regido de intervengdo | Nacional (Portugal)

Entidade beneficiaria | Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e Veterinaria, I.P. (INIAV, |.P.)
Data da aprovacgdo | 24/11/2025

Data de inicio | 01/02/2026

Data de conclusdo | 31/07/2027

Custo total elegivel | 59 917,24€

Apoio financeiro total da Unido Europeia | Apoio OE| 59 917,24€

Objetivos, atividades e resultados esperados |

Os alcaloides de tropano (ATs) sdo toxinas naturais produzidas por certas familias de plantas,
particularmente a familia Solanaceae, da qual Datura stramonium é uma fonte notdvel. Estes
compostos, em particular a atropina e a escopolamina, sdo conhecidos pela sua potente toxicidade,
gue pode causar intoxicacdes severas e até a morte em humanos e animais. Incidentes recentes,
incluindo surtos alimentares na Europa, sublinham a necessidade urgente de monitorizacao eficaz
destas toxinas nos alimentos, especialmente a luz das rigorosas regulamentacdes da Autoridade
Europeia para a Seguranga Alimentar (EFSA), que estabelecem niveis maximos para os ATs em diversos
alimentos.

Atualmente, os métodos principais para detetar ATs nos alimentos sdo técnicas avanc¢adas, como a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS) e a cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massa (GC-MS). Embora estes métodos sejam altamente precisos, sdo



' l Fundagao
para a Ciéncia
—

e a Tecnologia

demorados, exigem equipamentos caros e pessoal qualificado, tornando-os impraticaveis para testes
rapidos no local. Isso frequentemente leva a atrasos na identificacdo de surtos alimentares,
resultando em perdas econdmicas significativas e riscos para a saude publica.

Em resposta a estes desafios, o projeto ApTAsense propde a utilizagdo de aptameros - acidos nucleicos
de DNA de cadeia simples e curtos - como uma alternativa nova e eficaz para a detegao de ATs. Os
aptameros sdo vantajosos devido a sua especificidade para moléculas-alvo, facilidade de sintese,
estabilidade em diversas condi¢des e custos de produgdo mais baixos em comparagao com os seus
concorrentes tradicionais, os anticorpos. Os aptameros serao selecionados utilizando um método in
vitro conhecido como Evolugdo Sistematica de Ligandos por Enriquecimento Exponencial (SELEX), que
permite a identificacdao de aptameros de alta afinidade especificos para as toxinas-alvo.

O projeto tem dois objetivos principais: primeiro, selecionar aptameros especificos para a atropina e
a escopolamina; e segundo, desenvolver um biossensor baseado em aptameros, na forma de um
ensaio de fluxo lateral (LFA) portatil, que possa facilitar a triagem rédpida de amostras alimentares no
local. O plano de investigacdo esta dividido em trés tarefas principais. A primeira tarefa envolve a
selecdo de aptameros para os ATs-alvo utilizando uma metodologia de capture-SELEX. Esta
abordagem repetitiva implica varios ciclos de imobilizacdo de bibliotecas de ssDNA em esferas
magnéticas, seguida de incubacdo com as toxinas. As interac¢des de ligacdo induzirdo uma mudanca
conformacional que facilita a eluicdo dos aptameros, que serdo entdo amplificados e sequenciados.

A segunda tarefa centra-se na andlise das sequéncias obtidas nos processos SELEX, utilizando
ferramentas de bioinformatica. Posteriormente, sera realizada uma caracterizacdo das sequéncias
mais representativas para avaliar os parametros de afinidade (ou seja, constante de dissociacdo, Kd)
e a especificidade dos aptameros selecionados através de ressonancia de plasmao de superficie (SPR).
Além disso, a resisténcia dos aptameros a degradacdo enzimatica sera avaliada para garantir a sua
adequacdo a aplicacGes praticas.

Finalmente, a terceira tarefa visa montar o biossensor LFA. O design consistird numa zona de amostra
de celulose, numa zona de conjugado de fibra de vidro, numa zona de teste de nitrocelulose e numa
zona absorvente de celulose, todos montados numa base adesiva. O ensaio utilizara um formato
competitivo com os melhores aptameros ligados a nanoparticulas de ouro (AuNPs) para detecdo
visual. Sondas de captura especificas serdo desenhadas para complementar os aptameros, garantindo
uma ligacdo eficaz e geracdo de sinal. Apds otimizacdo e validacdo, o biossensor sera testado em
amostras reais de alimentos para avaliar o seu desempenho em comparagao com métodos de detecao
estabelecidos, como HPLC-MS.

No geral, o ApTAsense representa uma abordagem inovadora para enfrentar os desafios associados a
contaminacgdo por ATs em alimentos. Ao integrar expertise em biologia molecular, nanotecnologia e
guimica analitica, o projeto estd bem posicionado para oferecer uma solu¢ao de triagem rdpido, com
potencial aplicacdo “point-of-need” (PoN), abordando uma necessidade urgente de monitorizacdo
melhorada da seguranca alimentar, especialmente no contexto da mudanga climética e da crescente
prevaléncia de espécies de ervas daninhas invasoras que produzem estas toxinas. O compromisso da
equipa do projeto, combinado com metodologias estabelecidas e planos de contingéncia, garante
uma estratégia abrangente para alcancar os objetivos do projeto. Ao mesmo tempo, o ApTAsense
alinha-se perfeitamente com a missdao do Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e Veterinaria
(INIAV), que promove a investigacdo que avang¢a interesses nacionais e internacionais em
conformidade com a Agenda 2030 da ONU para o Desenvolvimento Sustentavel, em particular o
Objetivo 2: Fome Zero e o Objetivo 13: Acdo Climatica.



