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Resumo 

As doenças cardiovasculares (DCVs) integram um conjunto de patologias, entre as quais se destaca 

o enfarte agudo do miocárdio (AMI, do inglês, Acute Myocardial Infarction). As DCVs são a principal 

causa de morte no mundo e de morbilidade na Europa. Deste modo, é fundamental melhorar os 

métodos de diagnóstico do AMI, para que sejam eficientes, rápidos, precisos e simples, diminuindo 

a mortalidade associada a esta doença.  

O desenvolvimento de novos biossensores tem vindo a crescer nos últimos anos, com especial 

ênfase no diagnóstico de diversas doenças. No presente trabalho, foi desenvolvido um biossensor 

eletroquímico para o diagnóstico do AMI, caracterizado por ser de baixo custo, simples e rápido. 

Durante a construção deste material biomimético, o analito utilizado foi a mioglobina (Myo), uma 

vez que é um biomarcador cardíaco crítico para o diagnóstico de DCVs, tornando essencial a sua 

monitorização no local de prestação de cuidados (PoC, do inglês, Point of Care). 

O material de suporte utilizado para o desenvolvimento deste biossensor consiste num elétrodo 

impresso de platina (Pt-SPE, do inglês, Screen-Printed Platinum Electrodes). Foram adicionados 

nanocubos de Prussian Blue (PBNCs) sobre a superfície de Pt-SPE e em seguida, realizou-se a 

eletropolimerização (ELP) da orto-fenilenodiamina (o-PD, do inglês, ortho-phenyldiamine) na 

presença da Myo através da técnica de voltametria cíclica (CV, do inglês, Cyclic Voltammetry). A ELP 

foi realizada na gama de potencial de -0,2 V a +0,8 V, durante cinco ciclos a uma velocidade de 50 

mV/s. Após a formação do polímero, o biossensor foi incubado a 37 °C numa estufa, com uma 

solução de tripsina durante a noite, resultando na formação de cavidades impressas compatíveis 

com o analito-alvo (Myo).  

As propriedades estruturais e morfológicas do material foram analisadas através da microscopia 

eletrónica de varrimento (SEM, do inglês, Scanning Electron Microscopy) e espectroscopia no 

infravermelho por transformada de Fourier (FTIR, do inglês, Fourier transform infrared 

spectroscopy). A capacidade do material para religar a Myo foi avaliada através da técnica 

eletroquímica de voltametria de onda quadrada (SWV, do inglês, Square Wave Voltammetry). 

Nestes ensaios, os dispositivos sensores desenvolvidos apresentaram respostas lineares na gama de 

concentração entre 1x10-5 e 1x10+5 ng/mL. Também foi utilizada a técnica de voltametria de pulso 

diferencial (DPV, do inglês, Differential Pulse Voltammetry) para avaliar, novamente, a capacidade 

do material se ligar à Myo mas livre da solução redox.  

Em contraste com as estratégias convencionais de biossensores, que requerem uma solução redox 

externa para avaliar o sinal, a configuração desenvolvida ao longo deste estudo permite monitorizar 

as alterações de corrente de forma direta e simples, sem a necessidade de introduzir uma solução 

redox. O sensor descrito no presente trabalho é uma potencial ferramenta para a triagem PoC de 

Myo, visto que é fácil de fabricar e de descartar, apresenta uma resposta rápida, é barato e possui 

boa sensibilidade e seletividade.  

 

Palavras-chave: Polímeros de impressão molecular, Nanocubos de Prussian Blue, Elétrodos 

impressos, Biomarcador cardíaco, Mioglobina, deteção direta com redox, Eletroquímica.   
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Abstract 

Cardiac diseases (DCVs) are part of a group of pathologies, particularly acute myocardical 

infarction (AMI). DCVs are the leading cause of death worldwide and a major cause of morbidity 

in Europe. Therefore, it is crucial to improve AMI diagnostic methods to make them efficient, 

rapid, accurate and simple, thereby reducing mortality from this disease.  

The development of new biosensors has been growing in recent years, with special emphasis 

on the diagnosis of multiple diseases. In the present work, an electrochemical biosensor was 

developed for the diagnosis of AMI, characterized by being low-cost, simple, and fast.  During 

the construction of this biomimetic material, the target molecule used was myoglobin (Myo), 

as it is a critical cardiac biomarker for the diagnosis of DCV, making its monitoring at the point 

of care (PoC) essential. 

The support material used for this biosensor was a platinum screen printed electrode (Pt-SEP). 

Prussian Blue nanocubes (PBNCs) were added onto the Pt-SPE through drop casting and 

afterwards, electropolymerization (ELP) of ortho-phenylenediamine (o-PD) was carried out in 

the presence of Myo using cyclic voltammetry (CV). The ELP was performed in a potential range 

of -0.2 V to +0.8 V, over five cycles at a scan rate of 50 mV/s. After polymer formation, the 

biosensor was incubated at 37 °C with a trypsin solution overnight, resulting in the formation 

of printed cavities compatible with the target analyte (Myo). 

The structural and morphological properties of the material were analysed using scanning 

electron microscopy (SEM). The material's ability to rebind Myo was assessed using square 

wave voltammetry (SWV). In these tests, the devices showed linear responses between 1x10-5 

and 1x10+5 ng/mL. The differential pulse voltammetry (DPV) was also used to further assess the 

material's ability to bind Myo, but this time without the redox solution. 

In contrast to conventional biosensor strategies that require an external redox solution to assess 

the signal, the developed configuration allows for the monitoring of current changes in the 

redox-active PBNCs without the redox solution. The sensor described in this study is a potential 

tool for PoC screening of Myo, as it is easy to fabricate and dispose of, provides a rapid response, 

is inexpensive, and has good sensitivity and selectivity. 

 

Keywords: Molecularly imprinted polymers, Prussian Blue nanocubes, Screen-printed 

electrodes, Cardiac biomarker, Myoglobin, Liquid redox free, Electrochemical.   
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1 Introdução 

No presente capítulo é apresentada uma breve introdução ao problema populacional abordado 

e qual a sua importância para aumentar a qualidade de vida da população com problemas 

cardíacos. São também descritos os principais objetivos do presente estudo, a metodologia 

escolhida e uma breve descrição do centro de investigação onde foi executado o estudo 

experimental. Por último, é descrita a estrutura adotada no trabalho. 

1.1 Enquadramento 

As doenças cardiovasculares (DCVs) são uma das principais causas de morte em todo o mundo 

(Timmis et al., 2020). O AMI uma das doenças pertencentes às DCVs, causa a necrose no 

músculo cardíaco, levando à libertação de algumas biomoléculas no sangue, como por exemplo 

a mioglobina (Myo, do inglês, myoglobin), cujos níveis aumentam entre 1h a 3h após o início 

dos sintomas (Wu, 2019; Vílchez et al., 2014). O limiar de Myo em indivíduos saudáveis é 

aproximadamente 100 ng/mL no soro (Matveeva et al., 2005). 

O diagnóstico precoce do AMI é crucial, pois quanto mais rápido for, menor será o risco de 

danos a outras partes do corpo e menor será o número de mortes associadas a esta doença. 

Para diminuir o risco de ter um AMI, esta doença requer uma atenção especial ao estilo de vida, 

como ter uma alimentação saudável, praticar atividade física regularmente e evitar o 

stress(Timmis et al., 2020, 2022). De igual modo, é urgente melhorar os meios de diagnóstico 

do AMI, o que permitirá diminuir o número de mortes, atuar mais rapidamente e proporcionar 

uma melhor qualidade de vida.  

O desenvolvimento de sensores simples, de rápida resposta e de fácil manuseamento, podem 

ser uma solução para este problema. A determinação de Myo no ponto de atendimento (PoC, 

do inglês, point-of-care) é uma alternativa promissora para o diagnóstico do AMI devendo os 

testes apresentar um tempo de resposta curto e ser económicos para uso rotineiro. O método 
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analítico a utilizar deve fornecer dados fiáveis para os valores da Myo normais e anormais, sem 

a necessidade de etapas complexas de pré-tratamento das amostras.  

Os anticorpos plásticos são uma solução para a determinação da Myo. Estes materiais são 

produzidos pelo crescimento de uma estrutura polimérica sólida em torno de um composto 

alvo, criando locais que são complementares à molécula impressa, tanto em tamanho como em 

interações eletroestáticas. Em seguida, estes locais criados podem tornar a ligar o analito de 

forma semelhante aos anticorpos naturais.  

Os biossensores eletroquímicos são uma alternativa promissora aos métodos convencionais de 

análise bioquímica. De uma forma geral, os biossensores permitem uma análise no PoC devido 

aos seus tempos de resposta rápidos, portabilidade e requisitos simples de equipamento. Os 

biossensores eletroquímicos são constituídos por um elemento de biorreconhecimento, que 

interage de forma sensível e seletiva com o composto alvo durante a incubação da amostra. A 

interação resultante pode ser monitorizada diretamente se o alvo for eletroativo, ou 

indiretamente através de uma solução redox, para detetar alterações nas propriedades 

elétricas resultantes da interação. Assim sendo, neste trabalho foi desenvolvido um biossensor 

eletroquímico utilizando como elemento de biorreconhecimento os anticorpos plásticos, 

funcionalizados na superfície de Pt-SPEs.  

1.2 Questão e objetivos de investigação  

A presente dissertação tem como objetivo o desenvolvimento e otimização de um biossensor 

eletroquímico com base em polímeros de impressão molecular (MIPs, do inglês, molecularly 

imprinted polymers), para a deteção de um biomarcador cardíaco, a Myo, que está associada 

ao desenvolvimento de AMI permitindo um diagnóstico precoce desta doença. Pretende-se que 

este sensor seja seletivo, de custo reduzido, simples e o menos invasivo possível.  

De modo a atingir os objetivos pretendidos, foram estudadas duas metodologias diferentes. Na 

Metodologia A, a superfície do elétrodo de trabalho é previamente funcionalizada com 

nanocubos de PB (PBNCs, do inglês, Prussian Blue Nanocubes), enquanto na Metodologia B, não 

é adicionado nenhum nanomaterial no elétrodo. A metodologia escolhida para prosseguir os 

estudos nesta dissertação foi a Metodologia A. Deste modo, esta será utilizada para avaliar o 

desempenho do sensor em tampão e em soro, com e sem líquido redox. Os diferentes materiais 

preparados ao longo deste estudo foram caracterizados química e morfologicamente por 

microscópio eletrónico de varredura (SEM, do inglês, Scanning Electron Microscopy) e por 

espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR, do inglês, Fourier 

Transform Infrared Spectroscopy). Para este estudo são utilizados elétrodos impressos 

descartáveis de platina (Pt-SPE, do inglês, Screen-Printed Platinum Electrodes). 
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1.3  Metodologia 

Para o desenvolvimento do sensor eletroquímico foi desenvolvida a seguinte metodologia: 

1. Utilização de plataformas condutoras do tipo Pt-SPEs, limpeza eletroquímica dos 

elétrodos e adição dos nanomateriais de PBNCs por drop-casting; 

2. Eletropolimerização do monómero orto-fenilodiamina (o-PD, do inglês, ortho-

phenyldiamine), na presença do analito Myo, na superfície do Pt-SPE, com e sem os 

PBNCs.  

3. Avaliação do desempenho analítico do biossensor através de técnicas eletroquímicas, 

como voltametria cíclica, voltametria de onda quadrada, voltametria de pulso 

diferencial e espectroscopia de impedância eletroquímica, através de curvas de 

calibração, estudo de seletividade e análise com amostras de soro. 

1.4 Estrutura do documento 

Esta dissertação está organizada em 6 capítulos. No primeiro capítulo, é descrita uma breve 

introdução ao tema abordado, com o objetivo de contextualizar a escolha da metodologia 

desenvolvida. No capítulo 2, são apresentadas considerações teóricas relativas às doenças 

cardiovasculares, em particular, ao AMI. São abordados aspetos como o desenvolvimento da 

doença, a epidemiologia, fatores de risco, comportamentos individuais a adotar para prevenir 

esta doença, entre outros. Para além disso, são também abordados os biomarcadores 

cardíacos, sendo escolhida a mioglobina para o desenvolvimento do biossensor. Este capítulo 

foca-se também nos biossensores, incluindo uma descrição dos seus componentes e dos 

diversos elementos de biorreconhecimento. Entre os diferentes tipos de elementos, os 

polímeros de impressão molecular foram escolhidos para o desenvolvimento do biossensor. 

Também são descritos conceitos teóricos sobre os transdutores disponíveis. Para o estudo do 

biossensor na presente dissertação, foi utilizado o modo de transdução eletroquímico. 

No capítulo 3 é descrito o procedimento experimental e analítico para o desenvolvimento do 

biossensor. No capítulo 4 são apresentados e discutidos os resultados obtidos ao longo das 

diferentes etapas do desenvolvimento do biossensor. Por último, no capítulo 5, são abordadas 

as considerações finais sobre todo o trabalho desenvolvido assim como as perspetivas futuras. 

1.5 Comunicações de poster em congresso e jornada 

2024, 14 junho 

Jacinta Ricardo, Gabriela V. Martins, Felismina T.C. Moreira, “Plastic Antibody for the diagnosis 

of acute myocardial infarction”, II Jornada IBEROS+ “Instituto de Biofabricación en Red para el 

Envejecimiento Saludable”, Porto, Portugal. 
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2024, 3 e 5 julho 

Jacinta Ricardo, Gabriela V. Martins, Felismina T. C. Moreira, "Plastic Antibody for the diagnosis 

of acute myocardial infarction", Encontro Ciência 2024 - +Ciência para uma só saúde e bem-

estar global”, Porto, Portugal. 
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2 Revisão de Literatura  

2.1 Doenças cardiovasculares  

As doenças cardiovasculares (DCVs) são a principal causa de morte no mundo e de morbilidade 

na Europa (Timmis et al., 2020). Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), as DCVs 

pertencem ao grupo de doenças não transmissíveis e afetam tanto o coração como os vasos 

sanguíneos. As DCVs incluem a doença cardíaca coronária, a doença cardíaca reumática, o 

enfarte agudo do miocárdio, entre outras. Segundo a OMS, estima-se que, em 2019, 

aproximadamente 17,9 milhões (32%) do total de mortes em todo o mundo estejam associadas 

a DCVs, sendo que mais de três quartos dessas mortes ocorrem nos países de médio e baixo 

(World Health Organization, 2021). No mesmo ano, de acordo com European Society of 

Cardiology, na União Europeia (UE), quase 49 milhões de pessoas viviam com DCVs, o que se 

traduz em custos elevados para a economia da UE, mais precisamente, cerca de 210 mil milhões 

de euros por ano. Em 2017, a incidência de DCVs em Portugal foi de 912 por 100 000 habitantes 

(Timmis et al., 2020). A presente dissertação aborda as DCVs, em particular, o AMI. 

2.1.1 Enfarte agudo do miocárdio  

O AMI é das principais causas de mortes associadas às DCVs em todo o mundo (Aydin et al., 

2019). Tal como se pode observar na Figura 1, o AMI corresponde a um evento de necrose 

miocárdica, ou seja, há uma perda repentina de fluxo sanguíneo e de oxigénio no músculo 

cardíaco, devido à oclusão de uma artéria coronária (Wu, 2019) . 
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Figura 1. Esquema do AMI, demonstra o dano no tecido de um coração devido ao bloqueio da artéria. 

Imagem adaptada de (Reyes-Retana & Duque-Ossa, 2021). 

O AMI pode ser classificado de duas formas, primeiro, com base na presença ou ausência de 

elevação do segmento ST na eletrocardiograma (ECG), ou seja, indivíduos com AMI com 

elevação do segmento ST (STEMI, do inglês, Acute Myocardial Infarction With ST-Segment 

Elevation) ou indivíduos com AMI sem elevação do segmento ST (AMI não-ST, do inglês, Acute 

Myocardial Infarction Without ST-Segment Elevation). A Figura 2 demonstra a evolução da 

alteração do segmento ST em pacientes com AMI. A segunda forma de classificação é com base 

na etiologia e/ou circunstância em que o AMI ocorre, podendo ser dividido em 6 tipos 

(Anderson & Morrow, 2017): 

• Tipo 1: Enfarte devido a aterotrombose coronária.  

• Tipo 2: Enfarte devido a uma incompatibilidade entre a quantidade necessária e a 

oferta de oxigénio no coração.  

• Tipo 3: Enfarte que causa a morte cardíaca inesperada e súbita. 

• Tipo 4a: Enfarte relacionado a uma intervenção coronária percutânea.  

• Tipo 4b: Enfarte devido à trombose de um stent coronário.  

• Tipo 5: Enfarte relacionado à cirurgia de revascularização do miocárdio. 

Geralmente, o STEMI ocorre quando um indivíduo sofre um coágulo sanguíneo totalmente 

oclusivo; enquanto o AMI não-ST resulta da oclusão parcial, ou oclusão na presença de 

circulação colateral (Anderson & Morrow, 2017).  

 
Figura 2. Alterações no segmento ST num eletrocardiograma, ao longo do tempo, em pacientes com 

enfarte do miocárdio com elevação do segment ST. Imagem retirada de (Vogel et al., 2019). 

 

 

 

Músculo cardíaco danificado 
(necrose do tecido) 

Artéria totalmente 
bloqueada 

Artéria parcialmente 
bloqueada 

Artéria 
normal  

Fluxo sanguíneo 
normal  

Fluxo sanguíneo 
obstruído  
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Em Portugal, no ano de 2019, cerca de 3,8% da mortalidade total foi devida ao AMI, atingindo 

mais os homens do que as mulheres, com uma relação de 133,2 óbitos de homens por 100 

óbitos de mulheres. Neste mesmo ano e devido ao AMI, 81,2 anos foi a idade média de óbito 

para as mulheres e 73,2 anos correspondia à idade média de óbito dos homens. Do número 

total de mortes devido a esta doença, as pessoas com 65 anos ou mais, apresentam uma taxa 

de mortalidade de 81,4%; para as pessoas com 75 ou mais anos, era de 63,3%. Estes resultados 

podem ser observados na Figura 3 (Instituto nacional de estatística, 2021).  

 
Figura 3. Taxa bruta de mortalidade em Portugal, no ano de 2019, devido ao AMI, por 100 mil 

habitantes, dividido por grupos etários. Imagem retirada de (Instituto nacional de estatística, 2021).  

O comportamento de um indivíduo pode aumentar o risco associado à ocorrência do AMI. 

Existem comportamentos de risco que podem ser modificados, tais como, má alimentação, 

estilo de vida sedentária, obesidade, stress, consumo de tabaco e de álcool. Existem outros 

fatores como o género, a idade, que podem causar as DCVs e não estão diretamente associadas 

ao comportamento do indivíduo. Cerca de 70% das mortes por AMI, são atribuídas à oclusão 

por parte das placas ateroscleróticas. Assim, é importante prevenir esta oclusão que também 

está associada à inatividade física, hipertensão, níveis elevados de colesterol, em particular o 

LDL (Low Density Lipoprotein) (Timmis et al., 2020)(Timmis et al., 2022). Na Figura 4 está 

representado o número de mortes em Portugal, no ano de 2021, devido às DCVs, dividido pelo 

fator de risco associado.  
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Figura 4. Número de mortes em Portugal, associado a DCVs, dividido por fatores de risco, em 2021. 

Imagem adaptada de (Our World in Data, 2021).  

As DCVs podem apresentar alguns sintomas como dor no peito, falta de ar, fadiga ou diminuição 

da capacidade de realizar exercício físico. Em alguns indivíduos, a contratilidade do coração 

parece ser adequada em repouso; no entanto, problemas relacionados com a estrutura ou as 

funções da circulação coronária, o músculo cardíaco, as válvulas ou mesmo o sistema elétrico 

podem afetar a resposta do coração durante a prática de exercício. Também pode haver 

restrições a indivíduos que, apesar de serem fisicamente capazes de praticar exercício físico, 

enfrentam risco de arritmia súbita com risco de vida ou outro colapso físico, como, por exemplo, 

a cardiomiopatia hipertrófica avançada (Advances in the Diagnosis and Evaluation of Disabling 

Physical Health Conditions, 2023). 

Para prevenir o desenvolvimento ou ocorrência das DCVs, é importante que haja esforços tanto 

a nível individual como populacional. É crucial ter em atenção os fatores de risco associados às 

DCVs como, por exemplo, a obesidade ou a hipertensão, mantendo uma alimentação saudável 

e uma atividade física ativa (Cardiovascular Disease, 2022).  

O papel fundamental para prevenir as mortes por DCVs passa também pelo diagnóstico 

precoce. Atualmente, o diagnóstico pode ser realizado por vários métodos, como o ECG, a 

monitorização por Holter, o ecocardiograma ou a análise de biomarcadores (Cardiovascular 

Disease, 2022). Apenas 57% dos indivíduos com AMI revelam alterações no ECG (Figura 2). Este 

valor indica que quase metade dos pacientes com AMI apresentam ECG normais, tornando este 

método insuficiente para diagnosticar corretamente os indivíduos com AMI. Assim, a medição 

dos níveis de biomarcadores no plasma é uma estratégia aplicada para auxiliar no diagnóstico 

desta doença (Reyes-Retana & Duque-Ossa, 2021). Na Tabela 1 estão resumidas as principais 

ferramentas de diagnóstico para avaliação cardíaca com as respetivas aplicações. 
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Tabela 1. Principais ferramentas de diagnóstico para avaliação cardíaca e as respetivas funções 

(Kogularasu et al., 2024). 

O tratamento para as DCVs irá depender da causa e do dano cardíaco causado. Uma parte 

crucial no tratamento da doença é adotar um estilo de vida saudável, como seguir uma dieta 

com baixo teor de gordura e de sal, praticar regularmente exercício físico, dormir bem, não 

fumar, entre outros. Caso não seja suficiente, é possível recorrer a medicação que, por exemplo, 

dilate as artérias ou previna os coágulos sanguíneos. Pode ainda ser necessário recorrer a uma 

cirurgia, para a colocação de um stent nas artérias do coração (Cardiovascular Disease, 2022).  

Atualmente, a tecnologia de biossensores baseada no lab-on-a-chip tem sido estudada para a 

deteção de marcadores cardíacos. Os dispositivos PoC continuam a ser desenvolvidos e 

melhorados, sendo portáteis e capazes de realizar com alta sensibilidade e rapidamente as 

medições de quantificação de biomarcadores cardíacos. Estes dispositivos permitem um 

diagnóstico mais rápido, diminuem o tempo dos indivíduos nos pontos de atendimento e 

permitem a sua utilização em contexto não hospitalar, podem ser utilizados num veículo de 

emergência (Savonnet et al., 2021). A deteção precoce de biomarcadores associados ao AMI 

apresenta uma alternativa de diagnóstico precoce para esta doença. Deste modo, na presente 

dissertação, foi estudado um biomarcador cardíaco para detetar o AMI.  

2.1.2 Biomarcadores cardíacos 

Como referido anteriormente, as DCVs podem desenvolver-se por diversas causas, o que torna 

o diagnóstico clínico mais complexo. As diversas doenças associadas às DCVs afetam diferentes 

partes do corpo, por exemplo, na doença arterial coronária ocorre o estreitamento dos vasos 

sanguíneos no coração, enquanto que a insuficiência cardíaca está relacionada com problemas 

Tipo de diagnóstico Função 

Eletrocardiograma 
Informações em tempo real sobre a frequência cardíaca e ritmo. 

Pode detetar arritmias, isquemia e  enfarte do miocárdio 

Ecocardiografia 
Informações estruturais e funcionais sobre o coração em tempo 

real 

Testes de stress (ECG 
de esforço, 

ecocardiograma) 
 

Avalia a resposta do coração ao stress ou ao exercício, ajudando a 
detetar isquemia ou arritmias 

Ultrassom 
intravascular 

Utilização de ondas sonoras que produzem imagens internas das 
artérias coronárias 

 

Tomografia de 
coerência ótica 

Fornece imagens de alta resolução das artérias coronárias, 
permitindo caracterizar a natureza das placas ateroscleróticas 

 

Biossensores 
Ferramenta de diagnóstico rápida, económica e sensível para os 

diversos biomarcadores 
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nas funções de bombeamento/relaxamento do coração; já a doença arterial periférica visa 

problemas com os vasos sanguíneos dos braços, pernas ou órgãos abdominais (Cardiovascular 

Disease, 2022).  

Um biomarcador é uma molécula biológica, que pode ser encontrada no sangue, em fluidos 

corporais ou nos tecidos, e que serve como indicador de um processo normal ou anormal, ou 

mesmo de uma condição ou doença (Biomarker, n.d.). Os biomarcadores cardíacos são 

substâncias endógenas libertadas na corrente sanguínea quando o músculo cardíaco é 

danificado ou stressado (Patibandla et al., 2024). Estes biomarcadores são muito importantes 

para identificar pessoas com elevado risco e diagnosticar condições de doença de forma rápida, 

confiável e eficaz (Thupakula et al., 2022). Um biomarcador ideal deve apresentar várias 

características, tais como: (a) elevada sensibilidade e especificidade clínica, (b) libertação rápida 

no fluido corporal possibilitando um diagnóstico precoce, (c) capacidade de manter níveis 

elevados durante mais tempo no fluido e (d) capacidade de ser medido quantitativamente 

(Qureshi et al., 2012).  

Dependendo do tipo de aplicação a que o biomarcador se destina, estes podem proporcionar 

informações adicionais sobre uma determinada doença ou a intervenção necessária. Podem ser 

identificados em diversos eventos, desde a patogénese, início das primeiras manifestações 

clínicas até o resultado do tratamento ou mesmo a recuperação. Assim, os biomarcadores 

podem ser classificados de acordo com a sua aplicação clínica: diagnóstico, monitorização, 

farmacodinâmicos, preditivos, prognóstico, segurança e de risco (Figura 5) (García-Gutiérrez et 

al., 2020). 

 
Figura 5. Esquema com os diferentes tipos de biomarcadores com os respetivos objetivos. Imagem 

adaptada de (García-Gutiérrez et al., 2020). 

Na Tabela 2 estão listados vários biomarcadores cardíacos específicos para a doença 

coronariana.
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Tabela 2. Lista dos biomarcadores cardíacos primários utilizados clinicamente, destacando os respetivos valores de corte (Qureshi et al., 2012). 

Biomarcador 
cardíaco 

Doenças detetadas 
pelo biomarcador 

Níveis de corte 
Especifi-

cidade 
MW 
(kDa) 

Aumento 
inicial 

Hora do 
pico 

Tempo para 
voltar ao 
normal 

Teste PoC 
disponível 

Mieloperoxidase 
(MPO) 

Deteção de 
inflamação 

Pacientes com 
níveis elevados 
de MPO; > 350 

ng/mL 

Médio 150 ND ND ND Sim 

Proteína de ligação 
a ácidos gordos 
do coração (H-

FABP) 

Necrose 
miocárdica 

Níveis de H-FABP ≥ 
6 ng/mL risco de 

estratificação 
Baixo 15 2-3 h 8-10 h 18-30 h Sim 

TNF - α 
Inflamação/fator 
de risco cardíaco 

< 0,0036 ng/mL 
baixo risco 

≥ 0,0036 ng/mL 

alto risco 

ND ND ND ND ND ND 

Interlucina-6 
(IL-6) 

Imaflação/fator de 
risco cardíaco 

Baixo < 0,0013 
ng/mL 

Médio 0.00138 – 
0,002 ng/mL Alto 

> 0,002 ng/mL 

ND ND ND ND ND ND 

Troponina I 
(TnI) 

Deteção do AMI 0,01 – 0,1 ng/mL Alto 23.5 4-6 h 12-24 h 6-8 dias Sim 

Troponina T 
(TnT) 

Deteção do AMI 0,05 – 0,1 ng/mL Alto 37 4-6 h 12-24 h 7-10 dias Sim 

Mioglobina 
(Myo 

Deteção precoce 
AMI 

70 – 200 ng/mL Baixo 18 1-3 h 6-12 h 24-48 dias Sim 
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Tabela 2. Continuação. 

 

Biomarcador 
cardíaco 

Doenças detetadas pelo 
biomarcador 

Níveis de corte 
Especifici-

dade 
MW 
(kDa) 

Aumento 
inicial 

Hora 
do 

pico 

Tempo para 
voltar ao 
normal 

Teste PoC 
disponível 

Proteína C-
Reativa (CRP) 

Deteção precoce de 
inflamação/fator de risco 

cardíaco 

< 103 ng/mL 
Baixo risco 

1 – 3×103 ng/mL 
Risco 

intermediário >3 
– 15 ×103 ng/mL 
alto risco (não 

definitivo) 

Alto 125 ND ND ND Sim 

Subforma MB 
de creatina 

quinase 
(CK-MB) 

Deteção precoce de  AMI 10 ng/mL Médio 85 4-6 h 
12-24 

h 
3-4 days Sim 

Peptídeo 
natriurético 

tipo B 
(BNP) 

Síndromes coronarianas 
agudas/diagnóstico de 

induficiência 
cardíaca/sobrecarga 

ventricular 

 Alto 3.4 ND ND ND Sim 

Peptídeo 
natriurético 

tipo pró-B N-
terminal 

(NT-proBNP) 

Síndromes coronarianas 
agudas/diagnóstico de 

insuficiência 
cardíaca/sobrecarga 

ventricular 

0.25 – 2 ng/mL Alto 8.5 ND ND ND Sim 
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Durante o AMI, a concentração dos diferentes biomarcadores cardíacos específicos presentes 

no sangue, variam ao longo do tempo, como é possível verificar pela Figura 6. Assim, existe uma 

variedade de biomarcadores que podem ser potencialmente analisados em simultâneo para 

que haja um diagnóstico mais preciso desta doença (Savonnet et al., 2021). 

 

Figura 6. Gráfico com o surgimento dos biomarcadores cardíacos no sangue ao longo do tempo após o 

início dos sintomas do AMI. Pico A, libertação precoce da Myo. Pico B, TnT cardíaco após AMI. Pico C, 

Isoenzima Creatina Quinase com subunidades B e M (CK-MB, do inglês, Creatine Kinase Isoenzyme with 

B and M subunits) após AMI. Pico D, troponina T cardíaca após angina instável. Os dados são 

apresentados numa escala relativa, onde 1,0 é definido como concentração limite para o IM (Coven et 

al., 2020). 

Nos últimos anos, o estudo dos biomarcadores associados aos mecanismos de desenvolvimento 

e rutura da placa aterosclerótica tem tido particular interesse (Martín-Ventura et al., 2009). 

Entre estes biomarcadores, destaca-se a proteína C-reativa (CRP, do inglês, C-Reactive Protein), 

uma vez que este tem sido o mais frequentemente estudado para o risco cardiovascular (RCV). 

O risco de desenvolver DCVs isquémicas varia com os níveis séricos de CRP: é baixo quando os 

níveis são inferiores a 1 mg/L; médio quando estão entre 1 e 2 mg/L, e alto quando são 

superiores a 2 mg/L. Os pacientes com níveis basais elevados de CRP apresentam um maior 

risco de desenvolver as DCVs, diabetes mellitus do tipo 2 e hipertensão sistémica (Banait et al., 

2022).  

Ao longo dos últimos anos, os biomarcadores que avaliam a necrose miocárdica têm sido alvo 

de uma atenção especial. O aspartato aminotransferase, primeiro biomarcador utilizado para o 

diagnóstico do AMI, e o lactato desidrogenase são biomarcadores que atualmente já não são 

utilizados visto que ambos não são altamente específicos para o coração. Estes biomarcadores 

foram ultrapassados com o desenvolvimento de novos ensaios para a CK e, especialmente, a 

troponina (Tn) cardíaca (Aydin et al., 2019). A Myo, comparativamente à Tn, é um biomarcador 

menos sensível, no entanto é dos primeiros biomarcadores a ser libertado e a surgir na corrente 

sanguínea após o início do AMI (Chan & Ng, 2010).  
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Quando um indivíduo começa a ter sintomas de AMI, a Myo é o primeiro biomarcador a ser 

libertado após o dano ocorrer nas células musculares do miocárdio, tal como está representado 

na Figura 6. Este biomarcador aumenta significativamente dentro de 1 a 3 horas, atinge o pico 

entre 9 a 12 horas e desaparece em 24 horas. As troponinas aumentam dentro de 4 a 9 horas 

após o AMI atingindo o valor máximo dentro de 12 a 24 horas e permanece durante 8 dias. 

Após a lesão do miocárdio, o aumento inicial da CK-MB ocorre de 4 a 9 horas e retorna aos 

valores basais dentro de 48 a 72 horas (Vílchez et al., 2014).  Desta forma, a deteção precoce 

destes biomarcadores é fundamental para prevenir, diagnosticar, tratar e fornecer informações 

prognósticas para condições patológicas, diminuindo a morbidade e a mortalidade (Omran et 

al., 2022). Nesta dissertação, com o objetivo de detetar o AMI precocemente, o biomarcador 

selecionado é a Myo. 

De seguida, são apresentadas algumas características importantes da Myo, o biomarcador 

cardíaco escolhido para o diagnóstico do AMI.  

 

2.1.2.1 Myo 

A Myo é uma proteína heme, que está presente no músculo cardíaco e esquelético(Bakirhan et 

al., 2018). Tem como função armazenar oxigénio nos músculos (Vanek & Kohli, 2024). A Myo 

tem um peso molecular de 17,8 KDa. Quando ocorre algum dano no coração, esta proteína 

pode ser encontrada na corrente sanguínea. A Myo é libertada na corrente, entre 1 a 3 h, após 

o início do AMI e o seu nível pode subir até 900 ng/mL, sendo que o seu valor normal é de 30 a 

90 ng/mL (Bakirhan et al., 2018). Dentro de 4 a 12 horas atinge o seu pico, e retorna ao normal 

dentro de 24 a 36 horas (Dasgupta et al., 2014).  Durante um IAM, a AMI é dos primeiros 

biomarcadores a ser libertado.  Em indivíduos saudáveis, o nível de Myo no soro encontra-se 

entre 0,008 a 0,98 ug/mL e em indivíduos onde ocorreu uma lesão muscular, a Myo aumenta 

para 79,9 ug/mL (Bakirhan et al., 2018). Na Figura 7 está representada a estrutura 3D da 

molécula da molécula Myo. 

 
Figura 7. Estrutura 3D da molecula Myo. Imagem retirada de (Crystallography365, 2014). 
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2.2 Biossensores 

Os biossensores visam melhorar a qualidade de vida, detetando com alta sensibilidade e 

monitorizando com precisão alterações fisiológicas no corpo humano (Tetyana et al., 2021). Os 

biossensores são dispositivos analíticos que possuem um elemento de biorreconhecimento e 

um transdutor físico-químico. Este gera um sinal mensurável, que é proporcional à quantidade 

do analito em análise (Bakirhan et al., 2018).  

Os biossensores apresentam uma vasta aplicabilidade, como demonstrado na Figura 8, desde 

o diagnóstico médico, a monitorização ambiental, o controlo de qualidade de alimentos, o 

desenvolvimento de medicamentos, ciências forenses, deteção de doenças, entre outros; que 

podem ser detetados em fluidos corporais, como no sangue, na urina, saliva ou suor (Bhalla et 

al., 2016). 

 
Figura 8. Esquema com as áreas de aplicação dos biossensores. Imagem adaptada de (Bhalla et al., 

2016). 

Os biossensores podem ser classificados por via dos seus elementos de biorreconhecimento ou 

pelo tipo de transdutor, tal como está demonstrado na Figura 9.  

 
Figura 9. Classificação dos biossensores. Imagem adaptada de (Karunakaran et al., 2015). 
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2.2.1 Estrutura de um biossensor 

Um biossensor é constituído pelo analito, biorrecetor, transdutor, sistema eletrónico e display. 

Na Figura 10 estão representados os componentes essenciais de um biossensor. Cada 

componente representado apresenta um objetivo distinto, tal como é possível verificar de 

seguida (Bhalla et al., 2016). 

• Analito – substância de interesse que é detetada.  

• Biorrecetor – elemento que reconhece o analito. Quando ocorre a interação do 

biorrecetor com o analito, este processo é denominado de biorreconhecimento.  

• Transdutor – converte o evento de biorreconhecimento num sinal mensurável. Estes 

sinais, geralmente são proporcionais à quantidade de interações entre o analito e o 

biorrecetor. O processo de converter energia é denominado de sinalização. 

• Condicionamento do sinal – componente do biossensor que processa o sinal traduzido 

e o prepara para posterior analise no display. Consiste em circuitos eletrónicos que 

condicionam o sinal, como a amplificação ou a conversão de sinais analógicos para 

sinais digitais.  

• Display – Combinação do hardware e do software que fornecem os resultados do 

biossensor de uma forma percetível ao utilizador final. O sinal de saída pode ser 

numérico, gráfico ou imagem.  

 
Figura 10. Representação dos componentes de um biossensor. Imagem adaptada de (Bhalla et al., 

2016). 
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2.2.2 Características de um biossensor 

Existem características e propriedades que todos os biossensores devem possuir, tais como, 

seletividade, reprodutibilidade, estabilidade, sensibilidade e linearidade. A otimização dessas 

mesmas propriedades afeta o desempenho final do biossensor. Na Figura 11 estão 

esquematizadas as características ideais de um biossensor e de seguida é apresentada a 

descrição de cada uma (Bhalla et al., 2016). 

 
Figura 11. Esquema com as características ideais de um biossensor. Imagem adaptada de (Bhalla et al., 

2016). 

• Seletividade – capacidade do biorrecetor detetar o analito específico numa amostra 

contendo outras substâncias. A seletividade é das características mais importantes de 

um biossensor. 

• Reprodutibilidade – capacidade do biossensor gerar respostas idênticas para uma 

configuração experimental duplicada. Esta é caracterizada pela precisão, aptidão do 

sensor fornecer resultados homogéneos sempre que uma mesma amostra é medida, e 

pela exatidão, capacidade do sensor proporcionar um valor médio próximo do valor 

verdadeiro quando uma amostra é medida mais do que uma vez; do transdutor e da 

eletrónica do biossensor. Sinais reprodutíveis proporcionam alta confiabilidade e 

robustez.  

• Estabilidade – é caracterizado como sendo o grau de suscetibilidade a perturbações 

ambientais dentro e ao redor do sistema de biossensor; que podem causar desvios nos 

sinais de saída de um biossensor; possibilitando a causa de erros na concentração 

medida, afetando a precisão e a exatidão do biossensor. Biorrecetores com elevadas 

afinidades estimulam fortes ligações eletrostáticas do analito, fortalecendo a 

estabilidade do biossensor. A afinidade corresponde ao grau em que o analito se liga 

ao biorrecetor.  
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• Sensibilidade/limite de deteção (LoD, do inglês, Limit of Detection) corresponde à 

quantidade mínima de analito que pode ser detetada pelo biossensor. Para as 

aplicações de monitorização médica e ambiental, um biossensor é fundamental para 

detetar concentrações de analito tão baixas quanto ng/mL ou fg/mL de forma a 

confirmar a presença de vestígios de analitos numa amostra.  

• Linearidade – atributo que apresenta a precisão da resposta medida, para um conjunto 

de medições com concentrações de analito distintas, numa linha reta, onde 

matematicamente é representada por y=mc, onde c corresponde à concentração do 

analito; y é o sinal de saída e m é a sensibilidade do biossensor. A linearidade do 

biossensor pode estar associada à resolução do biossensor, que corresponde à menor 

alteração na concentração do analito que provoque uma alteração na resposta do 

biossensor; e à faixa de concentração do analito em teste, que é definida como a faixa 

de concentrações do analito para a qual a resposta do biossensor muda linearmente 

com a concentração.  

2.3 Elementos de biorreconhecimento 

Tal como foi referido anteriormente, um elemento de biorreconhecimento, apresenta como 

principal objetivo fornecer especificidade relativamente ao analito. Existem inúmeras classes 

de elementos de biorreconhecimento, que dão origem a estruturas distintas que influenciam 

as características de desempenho do biossensor. Estes elementos podem ser de origem natural 

ou sintética. Os de origem natural podem ser os anticorpos ou as enzimas. Os de origem 

sintética são estruturas projetadas artificialmente desenvolvidas para reproduzir interações 

fisiologicamente definidas (Morales & Halpern, 2018). Na Figura 12 estão esquematizados os 

elementos de biorreconhecimento mais utilizados, com as respetivas vantagens e desvantagens. 

De seguida, são brevemente resumidos os elementos de biorreconhecimento. 

 
Figura 12. Esquema com as vantagens e desvantagens de cada elemento de biorreconhecimento. 

Imagem adaptada de (Morales & Halpern, 2018). 
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2.3.1 Anticorpos 

O imunoensaio é uma técnica bioanalítica que funciona como resultado de uma resposta de um 

antigénio, ou seja, o analito, e um anticorpo; permitindo a quantificação de um analito. Um 

imunossensor é uma ferramenta analítica, que utiliza anticorpos ou fragmentos de anticorpos 

e é geralmente usada em diversos setores industriais, como na agricultura ou na farmacêutica, 

em análises clínicas e em diagnósticos, entre outros (Lim & Ahmed, 2019).  

Um imunossensor utiliza um anticorpo, como biorrecetor para reconhecimento molecular 

específico de antigénio formando de seguida, um imunocomplexo estável. Os anticorpos são 

proteínas produzidas pelo sistema imunológico, mais precisamente pelos glóbulos brancos, 

com características de reconhecimento de antigénio, com forte afinidade e especificidade para 

os seus analitos alvo (Griffin & Stratis-Cullum, 2009; Sande et al., 2021). Os anticorpos 

compartilham uma tendência estrutural geral de uma conformação 3D, com forma de “Y”. As 

porções de ligação ao analito da molécula é a região variável de cadeia pesada (H) e a região 

variável de cadeia leve (L) (Griffin & Stratis-Cullum, 2009; Morales & Halpern, 2018). O local de 

um antigénio no qual um anticorpo complementar pode ser ligado especificamente é 

denominado de epítopo ou determinante antigénico (Merck, 2014). As regiões VH e VL estão 

conectadas através de ligações dissulfureto. A estrutura básica de um anticorpo está 

representada na Figura 13. As VL podem ser de dois tipos: k (kappa) ou λ (lambda). Cada 

anticorpo possui cadeias k ou cadeias λ; mas nunca uma de cada. A função efetora de um 

anticorpo é definida pela estrutura da cadeia pesada. As cadeias pesadas de anticorpos 

humanos podem ser um dos cinco isótopos: imunoglobulina A (IgA), imunoglobulina D (IgD), 

imunoglobulina E (IgE), imunoglobulina G (IgG) e imunoglobulina M (IgM) (Janeway et al., n.d.).  

Existem dois tipos de anticorpos: os monoclonais e os policlonais. Os anticorpos monoclonais 

têm origem num único clone celular e apresentam elevada especificidade ao se ligarem a 

apenas a um epítopo no antigénio alvo. Já os anticorpos policlonais surgem de múltiplos clones 

de células B, compreendem uma gama de reconhecimento de epítopos mais extensa, 

apresentando diversidade estrutural. Os anticorpos policlonais podem ser construídos mais 

rapidamente, com menor custo, como reconhecem múltiplos epítopos estes são mais 

tolerantes a pequenas alterações na natureza do antigénio. As principais vantagens dos 

anticorpos monoclonais são a sua homogeneidade e a consistência. A decisão entre utilizar 

anticorpos monoclonais ou anticorpos policlonais está dependente de uma vasta gama de 

fatores, a utilização pretendida e se o anticorpo está prontamente disponível nos fornecedores 

comerciais ou nos investigadores (Lipman et al., 2005; Singh et al., 2021). 
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Figura 13. Estrutura básica de um anticorpo. Imagem adaptada de (Merck, 2014). 

Os imunoensaios podem ser classificados em: competitivo e não competitivo; direto e indireto. 

Num imunoensaio competitivo, os vários analitos são misturados simultaneamente, onde irão 

competir entre si pela ligação ao número limitado de locais de ligação ao anticorpo. Num 

imunoensaio não competitivo os antigénios deveram possuir pelo menos dois epítopos para o 

seu anticorpo específico. Neste formato, os antigénios da amostra são capturados por um 

anticorpo imobilizado, que está disponível em excesso, e é exposto a um excesso de anticorpo 

marcado. Num imunoensaio direto, o anticorpo ou o antigénio é diretamente imobilizado na 

superfície do suporte de ensaio após um período de incubação com um anticorpo ou antigénio 

marcado com um marcador para deteção. O imunoensaio indireto o anticorpo primário não é 

medido diretamente nem marcado, no entanto um outro anticorpo é colocado no sistema de 

ensaio que pode vir a reconhecer o anticorpo ou o antigénio primário (Lim & Ahmed, 2019). Na 

Figura 14, estão esquematizados os tipos de imunoensaio referidos anteriormente.  

 
Figura 14. Principais formatos de imunoensaio. (A) formato indireto competitivo; (B) formato direto 

competitivo; (C) nenhum ensaio competitivo. 
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2.3.2 Aptâmeros 

Os aptâmeros são sequências oligonucleotídicas de ácido ribonucleico (RNA, do inglês, 

ribonucleic acid) e de ácido desoxirribonucleico (DNA, do inglês, deoxyribonucleic acid) de fita 

simples, que são altamente seletivas e se ligam a determinados alvos, facilitando a sua deteção 

eficiente (Singh et al., 2021). Os aptâmeros fornecem uma ampla gama de aplicações de 

biossensores com a capacidade de atingir vários bioanalitos, como os iões metálicos, moléculas 

pequenas e proteínas. Os aptâmeros são obtidos através de um processo de seleção 

combinatória denominado de Evolução Sistémica de Ligantes por Enriquecimento Exponencial 

(SELEX, do inglês, Systemic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment). SELEX é um 

processo iterativo, que pesquisa uma biblioteca de sequências de oligonucleotídeos, 

assegurando um par de interação forte e seletivo. Tal como é possível verificar pela Figura 15, 

a biblioteca de oligonucleotídeos contém todas as potenciais sequências de aptâmeros, assim 

o ciclo SELEX começa com a incubação do bioanalito alvo com a respetiva biblioteca. São retidas 

apenas as sequências de aptâmeros ligados para posterior amplificação por reação em cadeia 

de polimerase (PCR, do inglês, Polymerase Chain Reaction) e os não ligados são removidos. A 

biblioteca de oligonucleotídeos é regenerada e reinicia o próximo ciclo de SELEX. Uma 

desvantagem deste método é o seu custo, exigindo múltiplas iterações usando uma grande 

biblioteca de oligonucleotídeos de cada vez (Morales & Halpern, 2018). Os aptassensores são 

os biossensores em que o elemento de biorreconhecimento utilizado é um aptâmero. Na 

literatura, existem três diferentes metodologias para construir um aptassensor: modo troca de 

estrutura, modo de reciclagem assistido por enzima e modo baseado em aptâmero dividido 

(Ning et al., 2020). 

 
Figura 15. Esquema da técnica de SELEX. Imagem adaptada de (Crivianu-Gaita & Thompson, 2016). 

2.3.3 Polímeros de impressão molecular 

O reconhecimento molecular surge como uma alternativa promissora, desafiadora e inovadora 

aos materiais naturais, desempenhando um papel fundamental nos diversos processos da vida. 

Tais processos como a seletividade e atividade de enzimas, ou a interação precisa de recetores 

e anticorpos com os seus alvos específicos. Os recetores de fontes naturais tais como as enzimas 

e anticorpos são uma ferramenta valiosa em diversas áreas tais como na investigação biológica 

e farmacêutica, no diagnóstico, na terapia e administração de medicamentos (Em et al., 2013; 
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Parisi et al., 2022). O reconhecimento molecular (RM) é a capacidade de uma molécula 

“reconhecer” outra, através de interações de ligação ou de geometria (Crivianu-Gaita & 

Thompson, 2016). O RM nos recetores naturais apresenta algumas desvantagens como a 

estabilidade química e física, por vezes o isolamento e a purificação da natureza ou a síntese 

bioquímica são dispendiosos, demorados e trabalhosos e a estabilidade das biomoléculas é 

limitada. Assim, é crucial investigar sistemas sintéticos mais estáveis que imitam processos de 

reconhecimento altamente seletivos e sensíveis (Em et al., 2013; Parisi et al., 2022). 

A impressão molecular é uma técnica inspirada na natureza, e é definida como um processo de 

formação de polímero induzida por um estímulo, que possui locais de reconhecimento 

específicos, onde existe um posicionamento e orientação dos componentes estruturais do 

material (Piletsky & Turner, 2006). Para isso, são utilizados monómeros, na presença de uma 

molécula alvo, que são polimerizados. Após a polimerização, a molécula alvo é removida, 

gerando na matriz polimérica cavidades de reconhecimento específicas da molécula alvo 

utilizada, ou seja, com tamanho, forma e funcionalidades químicas complementares a ele. Estes 

são denominados de MIP (Ostrovidov et al., 2023), considerado como recetores artificiais 

biomiméticos (Herrera-Chacón et al., 2021). Esta técnica está representada na Figura 16. A 

utilização dos MIPs apresenta várias vantagens, tais como: facilidade em fabricar em grandes 

quantidades, são económicos, apresentam uma vida útil prolongada, podendo ser fabricados 

para praticamente qualquer molécula alvo. Além disso, as propriedades podem ser facilmente 

ajustadas devido aos inúmeros monómeros disponíveis, apresentam alta afinidade e 

seletividade (Ostrovidov et al., 2023). Os polímeros não impressos (NIP, do inglês, Non 

Imprinted Polymers) são sintetizados da mesma forma que os MIPs, no entanto, na etapa de 

eletropolimerização, eles são sintetizados sem a presença da molécula alvo, não havendo o 

processo de arranjo, nem cavidades. Assim, a síntese dos NIPs é importante para fins de 

comparação, demonstrando que existe um efeito de impressão no polímero sintetizado, ou 

seja, no MIP. Comparando o desempenho do NIP relativamente ao MIP, é possível determinar 

a força de afinidade ou a resposta do sensor, que é definida como fator de impressão (IF, do 

inglês, Imprinting Factor). Quanto maior o valor do IF do MIP, melhor será o desempenho do 

sensor. Para valores próximos de 1, o efeito da impressão é quase insignificante, indicando que 

a interação MIP-analito não é específica (Herrera-Chacón et al., 2021). 

Existem principalmente três tipos de interações entre os analitos e os monómeros: as 

covalentes, não covalentes e as semicovalentes. A interação covalente ocorre quando há a 

combinação de moléculas alvo e monómeros funcionais por meio de ligações covalentes 

reversíveis. Na interação não covalente os monómeros funcionais e as moléculas alvo são 

organizados previamente por self-assembly por meio de ligações não covalentes, como ligação 

de hidrogénio, para se formar o modelo. Na interação semicovalente há uma combinação da 

interação covalente, que ocorre no processo de impressão; com a interação não covalente, que 

decorre na religação dos monómeros com a molécula alvo (Dong et al., 2021). Na Figura 16 

estão representadas as sínteses do MIP e do NIP. 
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Figura 16. Representação esquemática da síntese dos recetores artificiais biomiméticos: (A) técnica de 

MIP e (B) técnica de NIP. Imagem adaptada de (Herrera-Chacón et al., 2021). 

 

2.3.3.1 Síntese do MIP  

A impressão molecular é uma técnica muito benéfica para incorporar locais específicos de 

reconhecimento de substratos em polímeros (Puoci et al., 2010). Durante a síntese dos MIPs, 

existem parâmetros que devem ser avaliados, uma vez que estes podem influenciar a 

morfologia, as propriedades físico-químicas e o desempenho dos polímeros. Para obter MIPs 

funcionais eficientes, a escolha dos reagentes químicos é importante. Existem várias moléculas 

alvo que podem ser usadas, tais como, aminoácidos, fármacos, proteínas, coenzimas, entre 

outros (Vasapollo et al., 2011). A escolha do analito é crucial para a seleção e organização dos 

grupos funcionais em torno dos monómeros funcionais. Na polimerização de radicais livres, os 

analitos devem ser quimicamente inertes  (Sajini & Mathew, 2021).  

A escolha do monómero é de extremamente importante, uma vez que este irá criar cavidades 

altamente específicas que são projetadas para o analito. Existem inúmeros monómeros que 

podem ser utilizados, como ácidos carboxílicos, ácidos sulfónicos, entre outros (Vasapollo et al., 

2011). O ácido metacrílico (MAA, do inglês, Methacylic Acid), é um ácido carboxílico que tem 

sido vastamente utilizado devido às suas características de estabelecer ligações de hidrogénio, 
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e a dimerização do MAA pode aumentar o efeito de impressão (L. Chen et al., 2016). Para 

selecionar o melhor monómero para a síntese, é importante considerar a força e a natureza das 

interações analito-monómero (Vasapollo et al., 2011). Na presente dissertação, o monómero 

escolhido foi a o-PD.  

Para produzir um MIP com as propriedades desejadas, é importante escolher a técnica mais 

adequada de polimerização. Para a síntese dos MIPs, a polimerização é uma etapa fundamental. 

Isto é, quando ocorre uma reação de polimerização rápida e descontrolada, o polímero gerado 

pode apresentar cavidades inapropriadas à religação. Esta etapa pode ser ajustada adaptando 

as concentrações/escolhas dos reagentes, dos monómeros, do método ou fonte de iniciação, a 

superfície, entre outros (Herrera-Chacón et al., 2021). Existem diferentes técnicas de 

polimerização, e estas podem ser divididas em dois mecanismos: polimerização de radicais 

livres e polimerização por processos de sol-gel (Sajini & Mathew, 2021). O primeiro mecanismo, 

inclui polimerização em bulk, por emulsão, por precipitação, por suspensão e em superfície. Na 

polimerização por radicais livres, as mais utilizadas são a polimerização em bulk, que é 

considerada mais tradicional, e a polimerização de superfície. Deste modo, de seguida é 

apresentada uma breve descrição destes dois métodos, sendo que na presente dissertação foi 

selecionado o método de impressão de superfície, utilizando a técnica de eletropolimerização 

(Martins et al., 2023).  

 

Impressão bulk 

A impressão bulk foi das primeiras tecnologias a ser utilizadas na impressão molecular e 

atualmente é das mais utilizadas. Para o seu uso, é necessário preparar uma solução que 

contenha a molécula alvo, o monómero funcional, o agente de reticulação e o iniciador. Os 

polímeros de impressão de bulk são obtidos através de moagem mecânica e peneira (Shen et 

al., 2023). Esta técnica é aplicada com maior eficiência a modelos de moléculas de menores 

dimensões, visto que os modelos com dimensões maiores são mais difíceis de remover (Kryscio 

& Peppas, 2012). Este método é rápido e de simples execução. No entanto, a sua utilização 

apresenta algumas limitações tais como: 1) as partículas obtidas apresentam um tamanho e 

formato altamente irregulares e durante a moagem, alguns locais de interação são destruídos, 

levando a uma menor capacidade de carga dos MIPs, relativamente aos valores teóricos, 2) o 

procedimento de moagem e de peneiramento leva a perdas de polímero útil, que pode ser 

estimada entre 50 e 75% comparativamente à quantidade inicial do material (Yan & Row, 2006). 

 

Impressão de superfície  

De modo a combater as limitações da impressão bulk, surge a impressão de superfície. Nesta 

etapa, para preparar os complexos de pré-polimerização, mistura-se a molécula alvo com o 

monómero funcional. A polimerização é gerada na superfície de um substrato sólido, por 

exemplo de sílica, tendo presentes os iniciadores e os agentes de reticulação. Através de 

métodos físicos ou químicos, é removida a molécula alvo da camada polimérica, formando-se 

as cavidades na superfície do substrato sólido (Metwally et al., 2021). 
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Este método apresenta inúmeras vantagens, como ser fácil de preparar e aplicar, permitir o 

controlo do tamanho e da forma, possuir locais de ligação altamente seletivos, além de 

apresentar uma grande área de superfície e ser reprodutivos (Metwally et al., 2021). 

Na impressão de superfície existem diferentes abordagens para preparar os sensores. Uma das 

técnicas utilizadas é a litografia suave, que usa padrões em escala micro e nano e o modelo é 

formado por “self-assembly”. Existem muitas outras técnicas como a imobilização domolécula 

alvo, impressão de micro-contacto; impressão de superfície via enxerto; polimerização em 

emulsão e ELP (Ertürk & Mattiasson, 2017). Na presente dissertação, o método utilizado na 

etapa de polimerização é a ELP. De seguida, apresenta-se uma breve descrição desta técnica.  

 

Eletropolimerização  

Para a síntese de polímeros, um método amplamente utilizado é a polimerização desencadeado 

por um estímulo elétrico, permitindo o desenvolvimento de diversos biossensores e de 

sensores químicos (Gavrilă et al., 2022). A ELP foi realizada pela primeira vez em 1999, por 

Malitesta et al., que utilizou a o-PD como monómero e teve como finalidade detetar a glucose 

(Florea et al., 2019). Esta técnica consiste na eletrodeposição de uma camada de polímero que 

cresce na superfície do elétrodo (Gavrilă et al., 2022).  

Na ELP, o polímero cresce na superfície do elétrodo de trabalho, sem ser necessário uma etapa 

de imobilização. Neste caso, durante a polimerização, é fornecida energia eletroquímica ao 

sistema, o fluxo de eletrões transforma os monómeros que estão em volta do analito formando 

um filme, na superfície do elétrodo de trabalho. Posteriormente o analito é removido, deixando 

cavidades no polímero. Em seguida, ocorre o processo de incubação ou religação do analito nas 

cavidades formadas pela sua remoção. Por fim, o sinal pode ser medido, consoante o modo de 

transdução do sinal escolhido. Na Figura 17 está esquematizado este processo (Moreira 

Gonçalves, 2021). A ELP pode ser realizada por dois métodos: por oxidação ou redução, sendo 

a oxidação o mais utilizado. A ELP anódica implica a oxidação do monómero, obtendo radicais 

catiónicos, o que levam à formação do polímero na superfície do elétrodo (Gavrilă et al., 2022). 

Através da modificação da corrente é possível controlar, a nível nanométrico, a espessura e 

morfologia dos filmes poliméricos. Esta é uma técnica rápida e fácil de reproduzir (Florea et al., 

2019; Seguro et al., 2022). Para o processo de ELP, é fundamental otimizar a composição e 

concentração da mistura de polimerização, escolher o método e os parâmetros de ELP mais 

adequados, assim como selecionar o método de remoção do analito mais eficaz (Gavrilă et al., 

2022). 
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Figura 17. Esquema da preparação de um MIP na superfície de um elétrodo. Imagem adaptada de 

(Moreira Gonçalves, 2021). 

A utilização da ELP para o fabrico dos MIPs apresenta algumas vantagens, tais como, ser mais 

rápida do que a polimerização bulk, pode ser realizada in situ, ou seja na superfície do elétrodo 

de trabalho, a corrente que é aplicada pode ser regulada, o que permite controlar a espessura 

do filme, facilitando a reprodutibilidade dos MIPs. No entanto, existem algumas dificuldades 

neste processo, especialmente na etapa de remoção do analito, uma vez que esta pode não 

ocorrer ou pode ocorrer de forma a danificar o MIP, sendo, por norma, uma etapa demorada 

(Moreira Gonçalves, 2021). 

2.4 Transdutores 

O material dos transdutores é essencial para o desempenho da metodologia eletroquímica 

(Bakirhan et al., 2018). Como referido anteriormente, o papel do transdutor é converter a 

resposta biológica obtida num sinal mensurável, que pode ser amplificado e medido. Assim, os 

sensores podem ser: de afinidade (quando o bioelemento se liga ao analito), metabólicos (o 

bioelemento e o analito dão origem a uma alteração química e esta pode ser utilizada para 

medir a concentração de um substrato) ou catalíticos (o bioelemento combina com o analito, 

não altera quimicamente, mas converte num substrato auxiliar). Os transdutores podem ser 

eletroquímicos (potenciometria, condutometria, impedimetria, amperometria, voltametria), 

óticos (colorimétricos, fluorescência, luminescência, interferometria), calorimétricos, 

piezoelétricos ou de natureza magnética. Os sensores eletroquímicos são fáceis de serem 

transportados, são simples e fáceis de usar, económicos e, em muitos casos, descartáveis. Em 

comparação com os sensores óticos ou piezoelétricos, os sensores eletroquímicos apresentam 

uma elevada sensibilidade (Karunakaran et al., 2015). 
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2.4.1 Óticos 

Os biossensores óticos (Figura 18) têm sido uma forte ferramenta de investigação e de 

desenvolvimento principalmente na área da saúde, em aplicações ambientais e na indústria 

biotecnológica (Damborský et al., 2016). Um biossensor ótico é um dispositivo analítico que 

contém um elemento sensor biológico, integrado ou conectado a um sistema transdutor ótico 

e que tem como objetivo produzir um sinal eletrónico que seja proporcional à concentração do 

analito (Dey & Goswami, 2011). Os biossensores óticos podem ser divididos em duas categorias: 

label-based ou label-free. No modo label-free o sinal que é detetado é gerado diretamente pela 

interação do material analisado com o transdutor. No modo label-based, é necessário utilizar 

um “label” e o sinal é gerado por um dos seguintes métodos: colorimétrico, fluorescente ou 

luminescente (Damborský et al., 2016).  

 
Figura 18. Esquema geral de um biossensor ótico. Imagem adaptada de (Seymour et al., 2023). 

2.4.2 Piezoelétricos  

Os biossensores piezoelétricos são baseados na piezoeletricidade, que corresponde à diferença 

de potencial criada em determinados materiais devido à aplicação de um stress mecânico. 

Devido às interações existentes entre o biorrecetor e o analito, estes biossensores são baseados 

no princípio de medição de mudanças de frequência de ressonância do cristal oscilante. O cristal 

oscila a uma determinada frequência, que pode ser alterada pelo meio envolvente. O material 

dos biossensores tem de ser revestido de um material piezoelétrico e o transdutor tem de ser 

feito com um material piezoelétrico, por exemplo, o quartzo. Quando é aplicada alguma 

pressão sobre estes materiais, ocorre uma conversão do stress mecânico num sinal elétrico. 

Este método é altamente sensível, permitindo chegar a níveis de deteção de picograma. Existem 

dois principais tipos de sensores piezoelétricos: onda acústica de superfície (SAW, do inglês, 

Surface Acoustic Wave) e onda acústica de massa (BAW, do inglês, Bulk Acoustic Wave). Estes 
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biossensores têm sido utilizados especialmente para a instrumentação médica, aeroespacial, 

nuclear e telecomunicações (Karunakaran et al., 2015). 

2.4.3 Eletroquímicos 

Devido à necessidade de um método sensível e fácil para detetar diversos biomarcadores, 

surgem os métodos eletroquímicos. Estes métodos apresentam algumas vantagens como 

elevada sensibilidade, seletividade, rapidez, especificidade, baixo custo e simplicidade 

(Bakirhan et al., 2018). Estes biossensores medem a corrente produzida, com base nas reações 

de oxidação e redução. São capazes de converter diretamente um evento biológico num sinal 

elétrico, baseando-se na deteção de uma propriedade elétrica, como a resistência, a corrente, 

o potencial, capacitância ou a impedância, que é detetada e medida por diferentes métodos, 

tais como a voltametria, potenciometria, amperometria ou condutometria. Uma medição 

eletroquímica é baseada num valor referente ao analito, que é medido em comparação ao 

elétrodo de referência. Deste modo, a resposta eletroquímica irá depender da atividade das 

espécies do analito, uma vez que as reações químicas podem retirar/acrescentar eletrões, 

alterando as propriedades elétricas da solução. Estas alterações podem ser detetadas e 

utilizadas como parâmetros de medição (Karunakaran et al., 2015). Durante a reação de redox 

da molécula, que ocorre na superfície do elétrodo, os eletrões são transferidos do elétrodo de 

trabalho para o analito ou do analito para o elétrodo (Biosensors_Fundamentals and 

Applications, n.d.). 

Os biossensores eletroquímicos podem ser classificados de acordo com a sua natureza de 

deteção em: amperométricos, potenciométricos, voltamétricos, impedimétricos e 

condutométricos (Karunakaran et al., 2015). 

Estes biossensores apresentam algumas vantagens na sua utilização, como alta sensibilidade, 

preparação simples de amostras, tempos de resposta rápidos, potencial para miniaturização e 

baratos (Gerdan et al., 2024; Pal & Khan, 2019). Os biossensores amperométricos medem 

continuamente a corrente que é gerada durante as reações de oxidação e redução num 

determinado processo. Os biossensores de impedância são de natureza não destrutiva. Estes 

permitem uma análise rápida de uma ampla gama de analitos, desde moléculas de menor 

tamanho até células. Existem ainda os biossensores condutimétricos, que medem a capacidade 

de conduzir uma corrente elétrica entre elétrodos numa solução e/ou elétrodos de referência. 

Os biossensores potenciométricos determinam a diferença de potencial entre o elétrodo de 

trabalho e o elétrodo de referência, indicando informações sobre a atividade iónica na reação 

eletroquímica (Gerdan et al., 2024).  

De seguida, é apresentado um esquema, Figura 19, onde são resumidas as vantagens e 

desvantagens dos sensores óticos, piezoelétricos e eletroquímicos.  
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Figura 19. Esquema de comparação dos diferentes sistemas de biossensores. Imagem adaptada de (Li et 

al., 2024). 

 

2.4.3.1 Células eletroquímicas  

As células eletroquímicas podem ser constituídas por um conjunto de três elétrodos: o elétrodo 

de trabalho (WE, do inglês, Working Electrode), o elétrodo de referência (RE, do inglês, 

Reference electrode) e o contra elétrodo (CE, do inglês, Counter electrode). Na presente 

dissertação as células eletroquímicas utilizadas são os elétrodos serigrafados (SPE, do inglês, 

Screen-printed Electrodes) (Bakirhan et al., 2018). A utilização destes dispositivos permite 

reduzir o tamanho dos mesmos, diminuindo o volume de amostra necessário, reduzindo o custo 

de produção e permitindo personalizar o dispositivo de acordo com a aplicação pretendida 

(Stan et al., 2022).  O material dos elétrodos irá influenciar o desempenho do método 

eletroquímico. Os materiais condutores mais utilizados neste tipo de elétrodos incluem o 

carbono, platina e ouro. Para selecionar o tipo de elétrodo a utilizar, é importante ter em 

atenção fatores como a gama de potencial, a condutividade elétrica, reprodutibilidade, as 

propriedades mecânicas e os custos. Os elétrodos de platina e de ouro apresentam um 

mecanismo rápido de transferência de eletrões. Para além disso, a superfície dos elétrodos 

pode ser modificada para alterar a seletividade e a sensibilidade do biossensor (Bakirhan et al., 

2018).  

No WE é onde ocorre a reação de interesse. Dependendo da reação no elétrodo de trabalho 

ser uma redução ou uma oxidação, o elétrodo pode ser denominado de catódico ou anódico, 

respetivamente. O material do elétrodo de trabalho é extremamente importante porque irá 

influenciar o desempenho das medidas eletroquímicas. O RE produz o potencial constante na 
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célula eletroquímica. O potencial pode ser alterado com a passagem da corrente no elétrodo. 

O CE é usado para fechar o circuito de corrente na célula eletroquímica. O CE não participa na 

reação eletroquímica. A corrente flui entre o WE e o CE, a área de superfície total do CE é 

superior à área do WE, para que não seja um fator limitante na cinética do eletroquímico 

(Karunakaran et al., 2015). 

Na Figura 20 A e 20 B está esquematicamente representado uma célula eletroquímica 

convencional e um SPE, respetivamente. 

 
Figura 20. Representação esquemática de (A) uma célula eletroquímica convencional e (B) de um SPE. 

Imagem adaptada de (D. C. Moreira et al., 2024). 

 

2.4.3.2 Sensores amperométricos  

Os sensores amperométricos determinam a variação da corrente que resulta do processo redox 

de uma determinada espécie eletroativa enquanto está a ser aplicado um potencial constante. 

A concentração do analito irá variar a corrente. Durante o processo de redox, os eletrões são 

transferidos do analito para o WE e as propriedades do analito irão comandar o fluxo dos 

eletrões. Na reação de redução, o WE é levado a um potencial negativo, já que na reação de 

oxidação é levado a um potencial positivo (Karunakaran et al., 2015).  

 

2.4.3.3 Sensores voltamétricos  

Na eletroquímica, a técnica de voltametria é das mais versáteis; tanto a corrente como o 

potencial podem ser medidos. Quando é analisada a corrente, a posição do pico desta 

corresponde à substância em análise, já a densidade de corrente do pico, é proporcional à 

concentração das espécies correspondentes (Karunakaran et al., 2015). De seguida são 

descritas três técnicas dos sensores voltamétricos: voltametria cíclica, voltametria de onda 

quadrada e a voltametria de pulso diferencial. 

 

A. Voltametria cíclica  

A voltametria cíclica (CV) é um método eficaz e básico que permite analisar o processo de redox 

numa ampla gama de potencial e estudar a atividade eletroquímica de analitos nas superfícies 

dos elétrodos. Para que ocorra o processo de transferência de eletrões, é aplicado ao elétrodo 

um potencial cíclico (tensão) repetido ou não, permitindo registar a corrente. O processo de 

 

 

 

              

      

   

 

A) B) 



Revisão da Literatura 

31 
 

 

oxidação é considerado no pico de elevados potenciais e o processo de redução é nos potenciais 

baixos. A corrente do pico aumenta com o aumento da concentração (Lin et al., 2021).  Na 

Figura 21 está representado um voltamograma, que ilustra a resposta de um processo redox 

reversível durante um único ciclo de potencial. O eixo dos x representa o potencial que é 

aplicado ao sistema e o eixo dos y corresponde à resposta, ou seja, é a medição da corrente 

resultante. 

 
Figura 21. Voltamograma típico para um sistema reversível. 

A CV consiste na aplicação de um varrimento linear de potencial (E) no elétrodo de trabalho, 

que é um potencial que aumenta ou diminui linearmente com o tempo entre os limites Emin 

(potencial mínimo) e Emáx (potencial máximo). A aplicação de um varrimento de potencial ao 

elétrodo de trabalho é controlada em relação a um elétrodo de referência. Na CV, ao atingir 

t=t1, a direção da varredura é invertida e é alterada até atingir o Emin. Quando atinge o potencial 

mínimo é novamente invertida e alterada para Emáx. Deste modo, são gerados ciclos com várias 

varreduras (Simões & Xavier, 2017). Na Figura 22 está representado o potencial aplicado em 

função do tempo na voltametria cíclica. 
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Figura 22. Avaliação do potencial aplicado ao elétrodo de trabalho com o tempo na voltametria cíclica. 

Ei – potencial inicial; Ef – potencial final; Emin – potencial mínimo; Emáx – potencial máximo; t1 – tempo de 

comutação. Imagem adaptada de (Simões & Xavier, 2017). 

Para processos reversíveis, Figura 23 A, o voltamograma cíclico apresenta um potencial de pico 

de oxidação (Ep
Ox) e o de redução (Ep

Red) próximos, e o potencial redox (Ef
0) da molécula redox 

está a meio ou próximo de meio entre os potenciais Ep
Red e Ef

0. Uma reação é totalmente 

reversível quando: i) a separação entre os picos de oxidação e redução é dada por 
58 𝑚𝑉

𝑛
, onde 

n é o número de eletrões; ii) a separação dos picos é independente do scan rate; iii) a corrente 

de pico de redox aumenta com o scan rate e é linearmente proporcional à raiz quadrada do 

scan rate para o processo limitado por difusão; iv) a relação da corrente de pico de oxidação e 

redução é igual a um e é independente do scan rate (Wijeratne, 2018). As concentrações da 

forma reduzida do composto em comparação com a sua forma oxidada na superfície do 

elétrodo podem ser determinadas com base no potencial aplicado, através da equação de 

Nernst, Equação 1 (WESTBROEK, 2005):  

                                                                  𝐸 = 𝐸₀ +  
𝑅𝑇

𝑛𝐹
 𝑙𝑛

𝐶𝑜𝑥𝑖

𝐶𝑟𝑒𝑑
                                                               (1) 

onde E0 é o potencial de equilíbrio, R é a constante universal dos gases, T é a temperatura 

absoluta, n é o número de eletrões transferidos por ião, F é a constante de Faraday, Coxi é a 

concentração de oxidação e Cred é a concentração de redução (Karunakaran et al., 2015; Simões 

& Xavier, 2017).  

Para os processos quase reversíveis, Figura 23 B, o Ef
0 da molécula não se encontra próximo do 

meio entre o pico de oxidação e o de redução. A forma do CV é semelhante aos processos 

reversíveis, no entanto, a taxa de transferência de eletrões não é suficientemente rápida para 

manter o equilíbrio de Nernstiano. Para estes processos: i) a corrente do pico é menor 

comparativamente com os processos totalmente reversíveis; ii) a separação do pico varia com 

o scan rate; iii) a corrente do pico não é linearmente proporcional à raiz quadrada do scan rate 

(Wijeratne, 2018).  
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Nos processos irreversíveis, Figura 23 C, observam-se um pequeno pico de corrente de 

oxidação. Nestes processos, é necessário um potencial elevado para impulsionar a transferência 

de eletrões (Wijeratne, 2018). 

 
Figura 23. Voltamograma cíclico (A) forma de onda reversível, (B) forma de onda quase reversível e (C) 

forma de onda irreversível para uma reação redox típica. Imagem adaptada de (Wijeratne, 2018). 

 

B. Voltametria de onda quadrada  

A voltametria de onda quadrada (SWV, do inglês, Square Wave Voltammetry) é das técnicas de 

voltametria de pulso mais rápidas e mais sensíveis. A forma da curva, na SWV, depende da 

aplicação da amplitude do pulso (ΔE), que varia consoante o step do potencial (Estep, em mV) e 

da duração τ (período). As correntes elétricas são medidas no final dos pulsos direto (I1) e no 

pulso reverso (I2), obtendo a intensidade da corrente diferencial resultante (ΔI). A largura do 

pulso (τ/2) é denotada por t, e a frequência de aplicação do pulso é denominada por f, sendo 

dada por 1/t (Bakirhan et al., 2018; WESTBROEK, 2005). Na Figura 24 A e B estão representados 

os potenciais aplicados à onda SWV e um voltamograma típico de uma onda quadrada, 

respetivamente. 

A SWV pode ser utilizada para detetar contaminantes alimentares, estudar o mecanismo da 

cinética enzimática, desenvolvimento de novos métodos para melhorar as superfícies dos 

nanomateriais. Esta técnica tem demonstrado ser uma solução popular para a criação de 

dispositivos de diagnóstico e de monitorização ambiental ou alimentar, com elevada 

sensibilidade e seletividade para estudos enzimáticos (Simões & Xavier, 2017; WESTBROEK, 

2005).  
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Figura 24. (A) Aplicação de potenciais na SWV e (B) Esquema do voltamograma de onda quadrada, onde 

está representado um processo redox de um sistema reversível. Imagem adaptada de (Kaliyaraj Selva 

Kumar et al., 2020). 

 

C. Voltametria de pulso diferencial  

Na voltametria de pulso diferencial (DPV, do inglês, Differential pulse voltammetry), são 

aplicados pulsos curtos (t = 10 – 100 ms) com um determinado potencial e amplitude (ΔE = 1 – 

100 mV) numa rampa linear. É escolhido um potencial base que será aplicado no elétrodo. Este 

potencial aumenta entre os pulsos com incrementos iguais. A corrente é medida antes da 

aplicação do pulso (I1) e no final do pulso (I2), sendo registada a diferença entre estes dois 

pontos. Esta diferença corresponde à corrente do impulso de potencial. Na DPV há a formação 

de um pico quando existe um processo de redox. O potencial do pico pode ser 

aproximadamente identificado como o potencial de meia onda, que corresponde ao máximo 

da diferença entre I2 e I1. Assim, o potencial de pico presente no DPV é idêntico ao potencial de 

meia onda da reação de redox prevista. Se a irreversibilidade aumentar, o potencial do pico 

desvia do potencial de meia onda, conforme a base do pico se alarga e a altura diminui. Na 

Figura 25 A está representado o diagrama de aplicação de pulsos nesta técnica e na Figura 25 B 

está esquematizada a resposta típica de um voltamograma na DPV (Simões & Xavier, 2017; 

WESTBROEK, 2005). 

 

Figura 25. (A) Diagrama da aplicação de pulsos na técnica de DPV e (B) Resposta típica de um 

voltamograma no DPV. Imagem adaptada de (Simões & Xavier, 2017). 
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2.4.3.4 Sensores impedimétricos  

A espectroscopia de impedância eletroquímica (EIS, do inglês, Electrochemical Impedance 

Spectroscopy) é uma técnica utilizada na análise de processos eletroquímicos que ocorrem na 

interface elétrodo/solução eletrolítica. Esta técnica permite identificar e determinar 

parâmetros a partir de um modelo elaborado com base na resposta em frequência do sistema 

eletroquímico em estudo (Simões & Xavier, 2017).  

Na impedância, a abordagem fundamental, consiste na aplicação de um pequeno sinal de 

excitação senoidal no elétrodo de trabalho. Na EIS, a aplicação de uma excitação potencial 

senoidal resulta numa resposta de sinal de corrente alternada a esse potencial. O sinal de 

corrente pode ser analisado como uma soma de funções senoidais (uma série de Fourier). O 

potencial e a corrente mudam com o tempo e são geralmente representados por uma função 

senoidal. A Figura 26 mostra um gráfico típico que ilustra a relação entre dois sinais senoidais 

relacionados, como sinais de corrente alternada (I) e tensão (E) girando na mesma frequência 

angular () (Em et al., 2013). 

 
Figura 26. Resposta de corrente sinusoidal num sistema linear após aplicação de uma tensão alternada. 

Imagem adaptada de (Em et al., 2013). 

A resistência elétrica é a capacidade de um determinado elemento opor-se à passagem do fluxo 

de corrente elétrica. A impedância difere da resistência, visto que a resistência é característica 

dos circuitos de corrente contínua (CC) e obedecem diretamente à lei de Ohm (R=V/I). Na 

resposta da célula eletroquímica, uma mudança de fase pode ser adquirida enquanto a resposta 

de corrente a um potencial sinusoidal é uma sinusoide na frequência aplicada (Em et al., 2013). 

A impedância complexa, representada pelo vetor z (), é resultado da variação do sinal 

alternado . O modulo Z0 = E0/I0 e o ângulo de fase () podem ser calculados para determinar 

os valores de impedância real e os da imaginária, tal como demonstrado na Figura 27. Neste 

gráfico, como a parte real é mostrada no eixo X e a parte imaginária é no eixo Y, é obtido um 

gráfico de Nyquist. Cada ponto corresponde à impedância numa  específica. Um gráfico de 

Nyquist contém informação sobre a interface eletrificada e a reação de transferência de 

eletrões. Este gráfico contém duas regiões, uma que é a porção do semicírculo, seguida de uma 
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linha reta. A primeira, com frequências mais elevadas, corresponde ao processo limitado pela 

transferência de eletrões. A parte linear, é característica de frequências mais baixas e 

representa o processo de difusão eletroquímico. Quando a transferência de eletrões é muito 

lenta, a região do semicírculo é maior. O diâmetro do semicírculo é a resistência à transferência 

de eletrões, Rct. A interceção do semicírculo com o eixo Z’ a altas frequências corresponde à 

resistência da solução, Rs. Nos gráficos de Nyquist, a impedância pode ser representada como 

um vetor de comprimento |z|. O ângulo entre este vetor e o eixo, é denominado de ângulo de 

fase e é definido como Zarg= . Como indicado na Figura 27, os dados de baixa frequência 

estão no lado direito do gráfico e as frequências mais altas estão à esquerda (Em et al., 2013; 

Karunakaran et al., 2015). 

 
Figura 27. Gráfico de Nyquist que ilustra componentes reais (Z’) e componentes imaginárias (Z’’) da 

impedância em cada . Imagem adaptada de (Karunakaran et al., 2015). 

Outra forma de expressar os resultados da impedância, é utilizar o diagrama de Bode. Este 

diagrama compreende dois diagramas logarítmicos distintos: magnitude (log |Z|) vs. frequência 

(log ) e  vs. log . Na Figura 28 está esquematizado um diagrama típico do diagrama de Bode 

(Magar et al., 2021). 

 
Figura 28. Gráficos típicos do modulo de Bode (linha reta vermelha) e da fase de Bode (linha tracejada 

azul) de uma constante de tempo equivalente de circuito elétrico (Em et al., 2013). 
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A espectroscopia de impedância é frequentemente utilizada para estudar filmes depositados 

nos elétrodos, uma vez que permite distinguir diferentes processos de condutividade que 

ocorrem no material (Simões & Xavier, 2017). Na Tabela 3 estão descritos alguns dos 

biossensores que existem na literatura, capazes de detetar a Myo, com os respetivos limites de 

deteção obtidos.  
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Tabela 3. Diferentes tipos de biossensores com a capacidade de detetar a Myo. 

Ref. Ano Tipo de biossensor Caracterização Limites de deteção 

(J. Chen et al., 
2019) 

2019 Biossensor fluorescente 
Deteção a Myo com base na utilização de carbon 

dots combinados com o mecanismo de 
amplificação de sinal da desoxirribonuclease I. 

20 pg/mL 

(F. T. C. Moreira 
et al., 2013) 

2013 Biossensor eletroquímico 

Desenvolvimento de um MIP para detetar a Myo, 
utilizando SPE com o elétrodo de trabalho de ouro 

(Au-SPE) com uma camada de poli (cloreto de 
vinila) carboxilado. Foi selecionado o monómero 
AAM. Para realizar as leituras eletroquímicas foi 

utilizada uma solução redox. 

2,25 µg/mL 

(Ribeiro et al., 
2017) 

2017 Biossensor eletroquímico 

Desenvolvimento de um MIP para detetar a Myo 
através da polimerização de fenol utilizando Au-
SPE. Para realizar as leituras eletroquímicas foi 

utilizada uma solução redox. 

PBS: 2,1 pg/mL 
Soro: 14 pg/mL 

(Sharma et al., 
2020) 

2020 Aptassensor eletroquímico 

Desenvolvimento de um sensor eletroquímico 
baseado em aptâmeros de DNA de fita simples, 
para detetar a Myo através de filmes finos de 

óxido de grafeno funcionalizados com 
polietilenimina. Para as leituras eletroquímicas é 

necessária uma solução redox. 

PBS: 0,97 pg/mL 
Soro humano: 2,1 pg/mL 
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Tabela 3. Continuação. 

 

 

Ref. Ano Tipo de biossensor Caracterização Limites de deteção 

(Umar et al., 
2022) 

2013 Biossensor eletroquímico 

Desenvolvimento de um biossensor que deteta a 
Myo através da utilização de nanoestruturas de 

dióxido de titânio puro (TiO2) dopado com cobre. 
Foram testadas 3 densidades atómicas distintas 

do cobre. Foram utilizados Au-SPE para construir 
o biossensor. Para as leituras eletroquímicas é 

necessária uma solução redox. 

S1 (TiO2 dopado com 
13×1017 átomos/cm3): 14 pM 

 
 

(Al Fatease et 
al., 2022) 

2022 Biossensor eletroquímico 

Desenvolvimento de um biossensor que deteta a 
Myo, utilizando nanopartículas de óxido de zinco 

(ZnO) dopadas com cromo. Foram testadas 3 
densidades atómicas distintas do cobre. Para as 

leituras eletroquímicas é necessária uma solução 
redox. 

S1 (ZnO dopado com 
13×1017 átomos/cm3): 0,150 nM 

 

(Beliaev et al., 
2023) 

2023 Biossensor ótico 

Utilização de uma estrutura High-contrast 
gratings (HCGs), como esquema de deteção 
refratométrica. Para detetar a Myo, foram 

utilizados ensaios com anticorpo-antigénio. 
Foram estudados dois tipos de HCGS: semi-

enterrados e pedestal. 

HCGs semi-enterrados: 35,7 
ng/mL 

HCGs pedestal: 38,5 ng/mL 
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3 Procedimento experimental  

Neste capítulo, serão descritos de forma pormenorizada todos os equipamentos, materiais, 

reagentes e procedimentos experimentais envolvidos na síntese e construção do biossensor 

eletroquímico, bem como a avaliação analítica dos dispositivos obtidos através da incubação da 

Myo na superfície do biossensor.  

3.1 Material e Equipamento  

Para realizar as medições eletroquímicas foi utilizado um potencióstato da Metrohm 

Autolab/PGSTAT302N, que se encontra representado na Figura 29 A. Este apresenta um 

módulo FRA2 e é controlado pelo software Nova 2.1.6. A conexão dos elétrodos com o Autolab 

foi realizada a partir de uma caixa da BioTid, Figura 29 B. Os Pt-SPEs são da DROPSENS (DRP-

550AT), sendo estes constituídos por um elétrodo de trabalho de platina (diâmetro de 4 mm), 

um contra elétrodo de platina, um elétrodo de referência de Ag/AgCl e os contatos elétricos em 

prata. A área dos elétrodos é de 3,4 x 1,0 x 0,05 cm e o substrato do material é feito em cerâmica 

(Screen- Printed Platium Electrode, n.d.). Para a realização dos ensaios eletroquímicos os SPEs 

foram colocados numa caixa conectora da BioTid, conectando os contactos elétricos do Pt-SPE 

com as ligações elétricas do potencióstato. 

 
Figura 29. A - Potencióstato/Galvanostato da Metrohm Autolab; B – Caixa conectora da BioTid. 

 

Foram utilizadas micropipetas da Gilson (modelo Pipetman) de volume ajustável (0,2-2 mL; 1-

10 mL; 20-200 mL; 100-1000 mL; 500-5000 mL) para preparar as diferentes soluções, com 
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volumes inferiores a 10 mL. Para os volumes superiores, as soluções foram preparadas com o 

auxílio de balões volumétricos de 20 mL e 100 mL, com precisão de ±0,04 e ± 0,10 mL. A 

pesagem dos reagentes foi realizada com recurso a uma balança da RADWAG (modelo XA 

110/X), a qual apresenta uma precisão de 0,01 mg. Em algumas situações, foi necessário 

recorrer à utilização de um ultrassom da SELECTA de modo a homogeneizar a solução do NIP, 

no entanto para homogeneizar a solução dos PBNCs foi utilizado um agitador de líquidos de 

baixa tensão superficial da Fisherbrand e para a solução do MIP, foi utilizado um agitador 

magnético (IKA, big squid white). Para a etapa da cura com temperatura, após deposição das 

camadas dos PBNCs, foi necessário recorrer a uma Mufla da Nabertherm. Relativamente à 

etapa de remoção do analito Myo, foi utilizada uma estufa da SELECTA.  

Na Tabela 4 estão descritos todos os reagentes utilizados e a sua origem comercial. 

Tabela 4. Lista de reagentes utilizados com a sua respetiva origem. 

3.2 Soluções  

A solução tampão utilizada nesta dissertação foi o tampão fosfato salino (PBS, do inglês, 

phosphate-buffered saline) cuja preparação consistiu na diluição de 1 pastilha de PBS em 100 

mL de água ultrapura, apresentando um valor de pH 7,4. 

Para realizar a medição eletroquímica, foi necessário preparar uma solução padrão redox, 

composta por hexacianoferrato (II) de potássio e hexacianoferrato (III) de potássio, cada uma 

com uma concentração de 5,0x10-3 mol/L.  

A solução de ácido sulfúrico, com uma concentração de 0,5 mol/L, foi preparada em 100 mL de 

água ultrapura, ou seja, água que é purificada através do sistema Milli-Q. Também foi preparada 

uma solução de cloreto de potássio, com uma concentração de 0,1 mol/L. A solução do 

nanomaterial, neste caso dos PBNCs, foi preparada com uma concentração de 5 mg/mL de KCl. 

Para o estudo do soro, este foi diluído 100 vezes (soro fetal bovino) e 1000 vezes (soro cormay 

humano) na solução tampão. Para a solução de NIP foi utilizado monómero o-PD, com uma 

Reagentes Origem 

Hexacianoferrato (II) de Potássio, (K4[Fe(CN)6]) Riedel-de Haen 

Hexacianoferrato (III) de Potássio, 
(K3[Fe(CN)6]) 

Riedel-de Haen 

Ácido Sulfúrico (H2SO4) Sigma Aldrich 

Phosphate-buffered saline (PBS) VWR 

Orto-fenilenodiamina Amresco 

Myo Sigma Aldrich 

Cloreto de Potássio (KCL) Normapur 

Tripsina Sigma 

Porteínase K Sigma Aldrich 

Soro bovine fetal Sigma 

Soro Cormay PZ CORMAY S.A. 
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concentração de 0,001 mol/L, preparada numa solução tampão PBS. Para a solução de MIP, 

utilizou-se a mesma concentração de o-PD e adicionou-se Myo, com uma concentração de 1x10-

4 mol/L. Na Figura 30 está representado o esquema da preparação destas soluções.  

 
Figura 30. Esquema da preparação das soluções de MIP e de NIP. 

Relativamente às curvas de calibração, foram preparadas 7 soluções padrão, por diluições 

sucessivas a partir de uma solução mãe de Myo, com uma concentração de 10,0 mg/mL. Em 

cada eppendorf foi adicionado 0,990 mL de PBS. Na Figura 31 está esquematizado este 

procedimento. 

 
Figura 31. Representação esquemática da preparação das soluções padrão utilizadas para a construção 

da curva de calibração. 

 

Para o estudo da seletividade, foram utilizados três interferentes: a BSA (6 mg/mL), a troponina 

(0,05 µg/mL) e a glucose (2,8 mg/mL). As soluções preparadas para este estudo estão 

representadas na Figura 32.  
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Figura 32. Representação esquemática da preparação das soluções padrão utilizadas para o estudo da 

seletividade. A) Solução de Myo; B) Interferente 1 – BSA; C) Interferente 2 – cTnT; D) Interferente 3 – 

glucose. 

3.3 Síntese dos PBNCs 

A síntese dos PBNCs foi realizada de acordo com o método de Dong’s, segundo o artigo (Cao et 

al., 2010). Começou-se por, com agitação constante, preparar 10 mL de solução de catião ferro 

III (5 mM, pH 1,1), 1 mL de polietilenoimina (PEI, do inglês, polyethyleneimine) (3%) e 10 mL de 

complexo hexacianoferro III (5 mM, pH 1,1). De seguida, a mistura resultante foi aquecida e 

mantida sob refluxo a 120 °C durante 4 h. Observou-se que houve uma alteração da cor da 

mistura que passou de amarelo para azul-escuro, demonstrando a formação do nanomaterial. 
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Posteriormente a mistura foi centrifugada 3 vezes com água ultrapura, com 5000 rpm durante 

20 min. O produto obtido foi colocado na mufla a secar a 60 °C durante a noite.  

3.4 Medições eletroquímicas 

Para os resultados obtidos ao longo da presente dissertação, foram utilizadas várias técnicas 

eletroquímicas já mencionadas anteriormente. As medições de CV e de SWV foram realizadas 

a 5,0x10-3 mol/L de complexos hexacianoférrico e hexacianoferroso, preparado com a solução 

PBS, pH 7,4. Para os estudos de CV o potencial analisado foi entre -0,3 V e +0,6 V, a 0,05 V/s e 

durante 3 ciclos. Para os ensaios de SWV, os potenciais aplicados foram entre -0,1 V e +0,4 V, a 

0,025 V/s; com um step a 0,005 V e uma frequência de 5 Hz. Relativamente ao estudo de DPV, 

as medições foram realizadas com a solução tampão, sem solução redox, onde a gama de 

potenciais otimizados foi entre -0,3 V e +0,5 V; a 0,010 V/s e com um step de 0,005 V. Os estudos 

de EIS foram realizados com a mesma solução de redox mencionada anteriormente e a 

frequência aplicada é entre 1x105 Hz até 0,1 Hz, com um número de frequência igual a 50. 

3.5 Desenho do anticorpo plástico no Pt-SPE 

No presente estudo foram desenvolvidas duas abordagens distintas. Na primeira abordagem, 

foi desenvolvido um anticorpo plástico diretamente no elétrodo Pt-SPE após a sua limpeza 

eletroquímica e ativação. Por outro lado, a segunda abordagem envolveu uma pré-modificação 

do elétrodo com os PBNCs por drop casting e, posteriormente, o fabrico do anticorpo plástico 

nessa superfície modificada. 

A superfície de platina do elétrodo de trabalho foi ativada com o tratamento eletroquímico em 

solução aquosa de ácido sulfúrico, com concentração de (2680 µL por 100 mL de água) através 

de 5 ciclos de CV, entre -0,1 V a +0,1 V; com um scan rate de 0,05 V/s e um step de 0,003 (Figura 

33 (1A e 1B)). Posteriormente, os PBNCs foram depositados na superfície do elétrodo, com duas 

camadas de 2 µL e foram posteriormente colocados na mufla a 60 °C durante 1 h (Figura 33 (2A 

e 2B)). De seguida, o material impresso foi obtido por ELP de uma solução do monómero o-PD 

(1x10-3 mol/L) em PBS na superfície de PBNCs /Pt-SPE (Figura 33 (3A e 3B)). A polimerização foi 

realizada através de CV, numa gama de potencial entre -0,2 V e +0,9 V, durante 5 ciclos, a um 

scan rate de 0,025 V/s e um step de 0,00244 V. Através da incubação da solução de tripsina, na 

estufa a 37 °C durante a noite, foi possível remover a Myo da matriz polimérica (Figura 33 (4A 

e 4B)). Por último, o filme polimérico foi limpo electroquimicamente com tampão PBS para 

remover fragmentos de proteína e de tripsina adsorvida, sendo finalmente lavado com água 

desionizada. Em simultâneo foram produzidos os controlos negativos, que excluem a presença 

da Myo do procedimento, sendo estes designados por materiais não impressos (NIPs). 
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Figura 33. Síntese do sensor de impressão molecular pela metodologia A e B. 

3.6 Avaliação analítica do desempenho  

3.6.1 Curva de calibração em PBS 

Para avaliar o desempenho do biossensor, foram construídas curvas de calibração utilizando (1) 

a técnica de SWV e a solução redox, assim como (2) a técnica de DPV, apenas com uma solução 

tampão PBS. A gama de concentração da Myo variou entre 1x10-7 ng/mL e 1x105 ng/mL. Em 

ambos os ensaios foram incubados 5 µL de cada padrão, na superfície do elétrodo de trabalho 

do Pt-SPE, durante 20 min, antes da respetiva medição eletroquímica. 
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3.6.2 Curva de calibração em soro 

Para as calibrações em soro foram utilizados 2 tipos de soro: soro fetal bovino para o estudo 

com solução redox e o soro Cormay filtrado para o estudo sem solução redox. Para ambos os 

estudos, o soro foi diluído 1000 vezes. Foram realizadas medições eletroquímicas por DPV e 

SWV para a Myo, numa gama de concentração de 10 pg/mL a 10 µg/mL em soro. Foram 

incubados 5 µL de cada padrão durante 20 min na superfície de trabalho do Pt-SPE.
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4 Resultados e discussão  

Na presente secção, serão descritos de forma pormenorizada os resultados obtidos na 

construção do biossensor, bem como a otimização de parâmetros do biossensor, os estudos de 

caracterização, terminando com os resultados do desempenho analítico do biossensor.   

4.1 Construção do biossensor 

A imobilização de filmes orgânicos nas superfícies metálicas resulta em alterações significativas 

nas propriedades elétricas do mediador redox solido. Estas modificações podem ser medidas 

observando as variações nas capacidades de transferência de eletrões do sistema redox bem 

conhecidas, como [Fe(CN)6]4-/[Fe(CN)6]3- (Billah et al., 2010). Uma etapa crucial no 

desenvolvimento do biossensor eletroquímico é a polimerização. Na Figura 36 A e B estão 

representados os CV durante a ELP da o-PD na ausência e presença dos PBNCs, respetivamente. 

 
Figura 34. CV durante a EPL da o-PD (A) sem PBNCs e (B) com PBNCs. 
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Ambas as metodologias revelam um pico de oxidação do monômero de aproximadamente a + 

0,3 V. Após o segundo ciclo, observa-se uma diminuição no valor da corrente, o que é previsível, 

uma vez que o polímero de o-PD é isolante, resultando assim numa diminuição da corrente. Ao 

compararmos as Figuras 34 A e 34 B, nota-se que o pico de oxidação na presença dos PBNCs 

apresenta um valor de corrente superior. Esse aumento pode ser atribuído ao fato de que os 

nanomateriais são condutores e possuem uma alta área superficial, o que favorece a passagem 

de eletrões. 

Neste estudo, foi introduzido um novo conceito onde a redox em meio líquido convencional é 

substituída por PBNCs sólidos (Figura 35). Foram realizados estudos EIS para monitorizar as 

alterações no Pt-SPE após cada modificação química. O circuito equivalente de Randle, que 

normalmente é aplicado para interpretação de sistemas eletroquímicos simples; foi utilizado 

para modelar os processos físico-químicos na superfície do elétrodo modificado Pt-SPE (Figura 

35).  

 
Figura 35. Metodologia A (A1 a C1): Seguimento EIS da montagem MIP e NIP no elétrodo baseado em 

PBNCs a 5,0x10-3 mol/L K3[Fe(CN)6] e 5,0x10-3 mol/L K4[Fe(CN)6] em eletrólito PBS. Metodologia B (A2 a 

C2):  Seguimento EIS do elétrodo baseado na baseado na montagem MIP e NIP a 5,0x10-3 mol/L 

K3[Fe(CN)6] e 5,0x10-3 mol/L K4[Fe(CN)6] em eletrólito PBS. A1 – adição dos PBNCs; A2 – limpeza 

eletroquímica; B1 e B2 – polimerização; C1 e C2 – remoção. 

Na Metodologia A, os MIPs e NIPs foram desenvolvidos na presença dos PBNCs para 

compreender o seu efeito no desempenho eletroquímico do biossensor. Para o 

desenvolvimento do biossensor, foram adicionadas 2 camadas de 2 µL de PBNCs. Foi utilizada 

uma temperatura de cura de 60 °C durante 1 h. Analisando a Figura 35 A1, verifica-se que a 

deposição dos PBNCs na superfície do elétrodo resultou numa diminuição da resistência à 

transferência de carga (Rct), significando que o nanomaterial aumenta a transferência de 
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eletrões e reduz a resistência, demonstrando boas capacidades eletroquímicas. Após a ELP do 

monómero o-PD, na presença e ausência da Myo (Figura 35 B1), observou-se um aumento 

significativo do valor de Rct, consistente com a natureza isolante do polímero. Ao compararmos 

a Rct do MIP com a do NIP após a ELP, observamos que a resistência do MIP é superior. Esse 

aumento pode estar relacionado à presença da proteína no interior da matriz polimérica. Após 

o tratamento de remoção (Figura 35 C1), utilizando tripsina, observou-se uma diminuição 

significativa do valor da Rct nos MIPs, o que pode ser atribuída à remoção da proteína da matriz 

polimérica e à formação das cavidades impressas na superfície do polímero.  

Na Metodologia B, verificou-se que o comportamento relativamente à construção do 

biossensor é semelhante. Após a polimerização de ambos, MIP e NIP, como esperado, o valor 

de Rct também aumenta, mas, neste caso, menos do que na metodologia anterior, o que 

resultará da ausência dos nanomateriais. Isto deve-se possivelmente ao facto de o elétrodo 

com PBNCs apresentar características mais condutoras, o que facilita o transporte de carga, 

permitindo uma reação mais rápida e consequentemente o monómero é mais facilmente 

oxidado. Com menor resistência, esses elétrodos promovem um fluxo de corrente eficiente e 

suportam uma maior densidade de corrente, resultando em uma polimerização mais rápida. 

Ao compararmos Rct do MIP com a do NIP, observamos que o MIP apresenta uma resistência 

superior. Assim como ocorre na metodologia A, essa maior resistência está relacionada à 

presença da proteína na matriz polimérica. Após a remoção da Myo, existe uma diferença 

substancial na resistência devido à ausência da proteína.  

 
Figura 36. Metodologia A (A1 a C1): Seguimento CV da montagem MIP e NIP no elétrodo baseado em 

PBNCs a 5,0x10-3 mol/L K3[Fe(CN)6] e 5,0x10-3 mol/L K4[Fe(CN)6] em eletrólito PBS. Metodologia B (A2 a 

C2): Seguimento CV do elétrodo baseado na montagem MIP e NIP a 5,0x10-3 mol/L K3[Fe(CN)6] e 5,0x10-
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3 mol/L K4[Fe(CN)6] em eletrólito PBS. A1 – adição dos PBNCs; A2 – limpeza eletroquímica; B1 e B2 – 

polimerização; C1 e C2 – remoção.  

Em paralelo com as medições de EIS, utilizou-se a técnica de CV para avaliar cada uma das 

modificações introduzidas na superfície dos elétrodos (Figura 36). Após a incorporação dos 

PBNCs na superfície dos Pt-SPEs (Figura 36 A1) observou-se um processo altamente reversível 

com uma separação de picos muito baixa (ΔV < 0,1 V), indicando que há uma transferência de 

eletrões muito rápida. Após o processo de ELP (Figura 36 B1), verificou-se o desaparecimento 

dos picos de oxidação e redução, sendo este resultado consistente com a natureza isolante do 

polímero.  

O comportamento na metodologia B é semelhante ao da Metodologia A. Após a formação do 

MIP e NIP, não foram observados picos redox e, após a remoção do molde, o valor de corrente 

é superior no MIP o que é expectável devido à ausência de proteína no meio polimérico. No 

entanto, a técnica CV é pouco sensível para detetar pequenas alterações na interface 

elétrodo/solução, sendo a técnica EIS ideal para monitorizar superfícies. Enquanto a técnica CV 

é útil para estudar reações redox e os seus mecanismos, a EIS mede a resposta em várias 

frequências, permitindo detetar fenómenos como resistência à transferência de carga, 

capacitância e difusão em diferentes escalas de tempo. Por esta razão as diferenças do CVs 

antes e depois da remoção da proteína não são tão evidentes. 

Estes resultados indicam que a introdução dos PBNCs torna a superfície do elétrodo mais 

condutora, traduzindo-se numa taxa de transferência de eletrões muito elevada. Para além 

disso, em ambas as abordagens utilizadas, o comportamento do polímero é bastante isolante.  

4.2 Otimização dos parâmetros  

Ao longo do presente trabalho, foi necessário otimizar alguns parâmetros de modo a obter os 

melhores resultados.  

Inicialmente foi utilizado 1x10-2 mol/L de o-PD, no entanto verificou-se que o polímero obtido 

era bastante isolante, o que poderia afetar o desempenho do biossensor. Assim, passou-se a 

utilizar uma concentração de monómero 10x mais baixa.  

Relativamente à etapa de remoção, o primeiro agente a ser testado foi a proteinase K e 

posterior remoção de péptidos que tenham ficado retidos na superfície do elétrodo por CV em 

tampão PBS com 20 ciclos de -0,1 a 0,6 V.  No entanto, não foram observadas diferenças 

significativas em termos de EIS e CV antes e depois da remoção da proteína, pelo que o agente 

de remoção foi alterado, passando a ser a tripsina. De seguida, o agente de remoção passou a 

ser a tripsina. A tripsina ficou a atuar durante 1h30 à temperatura ambiente.  Procedeu-se 

analogamente ao procedimento com proteinase k com remoção por CV de vestígios de péptidos 

que possam ter ficado na superfície do elétrodo, mas aplicaram-se apenas 5 ciclos de CV.  
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4.3 Estudos de caracterização  

4.3.1 SEM 

A análise morfológica do material de PBNCs foi realizada através de medidas de SEM, tal como 

está demonstrado na Figura 37. É possível observar a formação dos nanocubos na Figura 37 B, 

com um tamanho médio que varia entre 50 a 100 nm. No caso dos MIPs, embora a presença do 

polímero nos PBNCs não seja muito evidente devido à não homogeneidade dos nanocubos, a 

Figura 37 A2 demonstra áreas de elevado brilho. Este brilho é provavelmente indicativo da 

presença do polímero. Além disso, a matriz composta parece mais densa quando comparada 

com a Figura 37 B2.  

 
Figura 37. Análise SEM obtida para os materiais MIP e os nanocubos de PB, a diferentes ampliações. 

4.3.2 FTIR 

As medições de espetroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR, do inglês, 

Fourier Transform Infrared Spectroscopy) utilizaram um espectrómetro Nicolet 6700FTIR, 

acoplado a um acessório de refletância total atenuada (ATR, do inglês, Attenuated Total 

Reflectance) à base de diamante.  
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Figura 38. Espetros de ATR-FTIR. Vermelho - Pt-SPE; azul - Pt-SPE/PBNCs; amarelo – Pt-SPE/PBNCs/MIP 

e verde - Pt-SPE/PBNCs/NIP. 

A Figura 38 apresenta espetros ATR-FTIR para (i) Pt-SPE; (ii) Pt-SPE/PBNCs; (iii) Pt-

SPE/PBNCs/MIP e (iv) Pt-SPE/PBNCs/NIP. No espetro dos PBNCs é possível verificar uma banda 

forte em torno de 2061,5 cm-1, sendo esta característica da vibração de estiramento C≡N, 

indicando a presença de grupos de cianeto (Muslu et al., 2022). A banda larga centrada em 

aproximadamente 3250 cm-1 corresponde ao estiramento O-H, sugerindo a presença de água 

intersticial no interior da camada do filme. A banda em torno dos 980 cm-1 observada tanto nos 

sensores MIP como NIP está associada à flexão C=C, confirmando a presença de uma matriz 

polimérica. No entanto, não é possível distinguir entre os materiais MIP e NIP apenas com base 

nos espetros de FTIR. Estes espetros apenas confirmam a presença do polímero.  

4.4 Estudos do desempenho do sensor  

4.4.1 Desempenho do sensor em PBS  

O desempenho analítico dos biossensores desenvolvidos para a deteção da Myo, na ausência e 

presença do nanomaterial PBNC, foi avaliado através da obtenção de curvas de calibração.  A 

técnica de SWV foi selecionada em detrimento de outros métodos voltamétricos devido à sua 

elevada sensibilidade às reações dos elétrodos, assim como as suas capacidades de deteção 

adequadas e tempo de resposta rápido. 
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4.4.1.1 Curva de calibração sem PBNCs 

Como se pode observar na Figura 39 A, a intensidade do pico de corrente aumenta à medida 

que a concentração de Myo incubada aumenta. Os gráficos B-C da Figura 39 correspondem à 

curva de calibração obtida a partir do valor médio das medições (triplicado), tanto para o MIP 

como para o NIP, respetivamente. 

 
Figura 39. A: Medição SWV de MIP em 5,0x10-3 mol/L k3[Fe(CN6)] e 5,0x10-3 mol/L k4[Fe(CN6)] com 

diferentes concentrações de Myo em PBS. B: Curva de calibração correspondente ao MIP.C: Curva de 

calibração correspondente ao NIP. 

De acordo com a Figura 39 A, a corrente aumenta com a concentração de Myo. Geralmente, o 

comportamento esperado seria o oposto pois, considerando o alto peso molecular da proteína, 

esperar-se-ia um aumento da resistência na superfície do elétrodo devido ao preenchimento 

das cavidades do MIP. Esse resultado pode ser explicado pelo fato do ponto isoelétrico da 

proteína (entre 7,1 e 7,3) estar muito próximo do pH da solução tampão (7,4) (Essa et al., 2007). 

Isso faz com que a proteína tenha uma carga próxima da neutralidade, permitindo que alguns 

aminoácidos carregados positivamente fiquem expostos e interajam com a solução redox 

negativa, resultando em um aumento na corrente à medida que a concentração da proteína 

aumenta. 

Da análise das Figuras 39 B e C pode-se concluir que os sensores apresentam linearidade desde 

a concentração de 0,1 aM. No entanto este não apresenta reprodutibilidade tendo desvios 

padrões bastante elevados embora os erros dos NIP sejam superiores aos MIPs. 

4.4.2 Efeito dos PBNCs 

4.4.2.1 Calibração dos elétrodos com PBNCs e com redox em meio líquido  

Tal como referido acima, a presença da Myo aquando da sua incubação no biossensor, provoca 

um aumento da corrente do pico (Figura 40 A). O gráfico B da Figura 40 corresponde à média 

das medições em triplicado, tanto para o MIP como para o NIP. 
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Figura 40. A: Medição SWV de MIP em 5,0x10-3 mol/L k3[Fe(CN6)] e 5,0x10-3 mol/L k4[Fe(CN6)] com 

diferentes concentrações de Myo em PBS. B: Curva de calibração correspondente ao MIP. C: Curva de 

calibração correspondente ao NIP. 

Em termos de desempenho analítico do biossensor (MIP), foi possível observar que a 

incorporação dos PBNCs conferiu maior reprodutibilidade (barras de erro menores) na deteção 

da Myo, na gama de concentrações testadas, variando entre 1×10-5 ng/mL e 1×10+5 ng/mL, com 

um declive (ou sensibilidade) de 0,0091 µA/Dec e um R2 de 0,9804 (Figura 40 B). Estes 

resultados parecem indicar que as cavidades específicas à molécula alvo foram formadas com 

sucesso. Paralelamente, nota-se que o controlo NIP não responde nas concentrações mais 

baixas de MYO e, para as mais altas, apresenta um comportamento decrescente (contrário ao 

do MIP), o que pode indicar adsorção não específica da proteína na superfície do elétrodo. 

 

4.4.2.2 Calibração dos elétrodos baseados em PBNCs na ausência da redox em meio 

líquido 

Após avaliar o comportamento da Myo com os PBNCs na superfície do elétrodo na presença de 

uma solução redox líquida, avançou-se para o estudo equivalente, mas agora sem a utilização 

desta sonda redox adicional. Para tal foi utilizada a técnica de DPV. Neste estudo, verificou-se 

novamente que a presença da Myo no polímero impresso causava um aumento da corrente do 

pico medida por DPV (Figura 41 A). O gráfico B da Figura 41 corresponde à média das medições 

em triplicado, tanto para o MIP como para o NIP. 
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Figura 41. A: Medição DPV de MIPS com diferentes concentrações de Myo em PBS, sem redox probe. B: 

Curva de calibração correspondente ao MIP. C: Curva de calibração correspondente ao NIP. 

Em termos de desempenho analítico, foi possível observar que este efeito da Myo foi 

consistente para todas as concentrações testadas, variando entre 1x10-5 ng/mL a 1x10+1 ng/mL, 

com uma inclinação de 0,0637 mA/Dec, com uma gama linear entre 1x10-5 ng/mL a 1x10+1 

ng/mL e R2 de 0,9775. O desvio padrão no MIP é inferior a 10% (Figura 40 B). Estes resultados 

indicam que possivelmente as cavidades foram formadas corretamente e são complementares. 

Em contraste, os NIPs apresentam aleatoriedade sem formação de uma linha reta, o que pode 

ser devido à adsorção não específica à superfície do polímero.  

4.5 Estudo de seletividade  

Para avaliar a capacidade do sensor de distinguir a Myo de outras moléculas interferentes e 

presentes em amostras biológicas, foram realizados testes de seletividade ao biossensor. Para 

este estudo, foram realizados ensaios competitivos entre a Myo, na concentração de 10 mg/mL 

e outras espécies de interferentes. Os interferentes selecionados para este estudo foram: a BSA 

(6 mg/mL), a glucose (2,8 mg/mL) e a troponina (5 µg/mL). As concentrações referidas 

anteriormente são as encontradas no sangue, as quais foram diluídas 100 vezes. 
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Figura 42. Gráfico representativo dos resultados do teste de seletividade para as espécies interferentes: 

BSA, troponina e glucose.  

A Figura 42 demonstra o estudo de seletividade para o caso em que cada composto ou mistura 

é incubado na superfície do elétrodo de trabalho por 20 minutos. Verificou-se que o efeito da 

presença dos respetivos interferentes foi pouco significativo, sendo este de 5,76 % para a 

glucose; 4,5 % para a troponina, e de 0,41 % para a BSA. 

Apesar de terem sido apenas utilizados três interferentes, os resultados demonstram que o 

biossensor é seletivo para detetar Myo. Assim, este biossensor demonstra-se muito promissor 

para a deteção de Myo em amostras biológicas reais. 

4.6 Desempenho do sensor em soro  

4.6.1 Calibração dos elétrodos baseados em PBNCs com redox em meio líquido  

Com o objetivo de avaliar o comportamento do biossensor no contexto realista, foram 

realizados ensaios com a preparação de soluções padrão da Myo em soro. Começou-se por 

avaliar o comportamento da Myo, na presença dos PBNCs e com a solução de redox (Figura 43). 

Para este estudo, o soro fetal bovino é diluído 100 vezes. O gráfico B da Figura 43 corresponde 

à média das medições em triplicado, tanto para o MIP como para o NIP. 
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Figura 43. A: Medição de SWV MIPS em 5,0x10-3 mol/L k3[Fe(CN6)] e 5,0x10-3 mol/L k4[Fe(CN6)] com 

diferentes concentrações de Myo em PBS, com redox probe. B: Curva de calibração correspondente ao 

MIP. C: Curva de calibração correspondente ao NIP.  

Neste sentido, é possível observar que na generalidade a presença da Myo no soro, diluído em 

PBS, aumenta a sua corrente de pico típica (Figura 43 A). O MIP apresenta maior linearidade do 

que o NIP. O MIP apresenta uma resposta linear entre o padrão de concentração 1x10-7 ng/mL 

a 1x10+5 ng/mL, com um declive médio de 0,0257 mA/Dec e R2 de 0,9976.  

4.6.2 Calibração dos elétrodos baseados em PBNCs na ausência da redox em meio 

líquido  

O comportamento da MYO em soro humano (Cormay Serum HN) foi avaliado na presença dos 

PBNcs e sem a solução redox. Na Figura 44 B, são apresentados os resultados apenas para um 

elétrodo. É de salientar que o soro foi filtrado e diluído 1000 vezes. 

 
Figura 44. A: Medição de DPV MIPS com diferentes concentrações de Myo em PBS, sem redox probe. B: 

curvas de calibração correspondentes do MIP. 
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Deste modo, na generalidade a presença da Myo no soro aumenta a corrente do pico típica 

(Figura 44 A). O MIP apresentou uma resposta linear entre o padrão 1x10-7 ng/mL a 1x10+1 

ng/mL, com um declive de 0,0086 A/Dec e R2 de 0,9946. 
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5 Conclusão  

As DCVs representam uma das principais causas de morte em todo mundo. O AMI, uma das 

doenças pertencentes às DCVs, é um dos principais responsáveis pelo elevado número de 

mortes. Neste sentido, é urgente desenvolver estratégias eficientes, eficazes e rápidas para o 

diagnóstico do AMI, diminuindo assim o número de mortes e, aumentando a qualidade de vida 

dos indivíduos. 

Atualmente, existem inúmeras técnicas de diagnóstico e monitorização das DCVs, no entanto 

estas metodologias não são suficientemente práticas e simples para um uso rotineiro. Assim, 

de forma a tornar o diagnóstico do AMI mais simples, prático e barato, foi desenvolvido um 

biossensor eletroquímico para deteção da Myo, um dos primeiros biomarcadores cardíacos a 

ser libertado quando começam os sintomas de um AMI. Para tal, foi utilizado um Pt-SPE como 

plataforma condutora, posteriormente este foi funcionalizado com um nanomaterial, PBNCs, 

possibilitando a utilização deste biossensor sem necessidade de adicionar uma sonda redox 

líquida.  

Foram utilizadas várias técnicas para analisar o comportamento do sensor. A técnica de CV foi 

utilizada para remover possíveis contaminantes na superfície do elétrodo e promover o 

aparecimento de grupos funcionais através da oxidação. Observou-se que os picos de oxidação-

redução característicos do par redox utilizado aumentaram de intensidade após esta limpeza. 

Em seguida, o elétrodo de trabalho foi modificado através, da imobilização de um nanomaterial, 

os NCPBs, num total de duas camadas, à temperatura de 60 °C. Observou-se que a 

implementação deste nanomaterial na superfície do elétrodo de platina causou uma 

diminuição do valor de Rct e, consequentemente, um aumento da intensidade de corrente. 

Na impressão molecular, a seleção do monómero é crucial, visto que os grupos funcionais irão 

interagir com os locais específicos da proteína. A o-PD foi o monómero escolhido devido à 

presença dos grupos amina. Foi utilizada a técnica de CV para a etapa da ELP. Posteriormente, 

a remoção da proteína foi realizada com recurso à tripsina. Esta conseguiu remover a proteína, 

dando origem às cavidades que foram formadas.  
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O desempenho analítico do biossensor foi investigado através da incubação de concentrações 

sucessivas da Myo, seguidas por medições eletroquímicas de SWV (na presença da solução 

redox líquida) e DPV (na ausência da solução redox líquida). O biossensor desenvolvido 

apresentou características de seletividade adequadas para aplicação prática e respostas rápidas 

(tempo máximo de incubação de 20 min). Verificou-se que, os limites de resposta do biossensor 

desenvolvido foi na gama do atogramas por mL, o que torna este biossensor ultrassensível. 

Deste modo, o desenvolvimento deste biossensor, através de anticorpos plásticos demonstrou 

ser simples e sensível, tornando o seu desenvolvimento promissor para testes em PoC.  

Em suma, o biossensor com os PBNCs e na ausência da redox em meio líquido foi o que 

apresentou resultados mais promissores, apresentando uma sensibilidade 7 vezes superior ao 

biossensor com PBNCs com a redox em meio líquido. 

Como perspetivas futuras, será necessário realizar mais estudos em amostras de soro sem a 

utilização de redox probe líquida, de forma a comprovar a reprodutibilidade do biossensor 

desenvolvido em matrizes complexas. 
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