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Resumo 

A doença oncológica, nas últimas décadas, tem demonstrado uma tendência crescente, 

tornando-se num problema de saúde pública. Um dos pontos principais para um melhor 

prognóstico consiste na deteção precoce do cancro, contudo quando estes são assintomáticos, 

como o cancro do pâncreas, a deteção, muitas vezes, é tardia, deixando passar uma 

oportunidade para tratamento que seria importante. Esta deteção tardia traduz-se na alta taxa 

de mortalidade dos pacientes com cancro do pâncreas. Para colmatar esta lacuna foram 

desenvolvidas novas técnicas de deteção, como o desenvolvimento de sensores biomiméticos 

para biomarcadores, como o antigénio de carboidrato 19-9 (CA19-9, do inglês, Carbohydrate 

antigen 19-9). 

O sensor biomimético foi criado pela técnica de impressão de superfície, criando um polímero 

molecularmente impresso (MIPs, do inglês, molecularly imprinted polymers), associado a 

pontos quânticos (QDs, do inglês, quantum dots) (MIP@QDs). 

O sensor desenvolvido ao longo deste projeto demonstrou sensibilidade e especificidade na 

deteção do biomarcador do cancro do pâncreas, CA19-9, em solução. Perante a boa resposta 

do sensor em solução, durante este trabalho, foi realizado, ainda, um estudo em suporte sólido, 

em que também mostrou uma boa resposta aquando da presença do analito. Os estudos em 

membrana, visam testar a produção de um sensor que possa ser portátil, eficaz e sensível para 

chegar às diversas regiões do mundo, permitindo o acesso à saúde, promovendo a deteção 

precoce e um tratamento mais eficaz.  
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Abstract 

Over the past few decades, cancer has been on the rise, becoming a public health problem. One 

of the main points for a better prognosis is the early detection of cancer, but when cancers are 

asymptomatic, such as pancreatic cancer, detection is often late, missing an important 

opportunity for treatment. This late detection is reflected in the high mortality rate of 

pancreatic cancer patients. To bridge this gap, new detection techniques have been developed, 

such as the development of biomimetic sensors for biomarkers such as carbohydrate antigen 

19-9 (CA19-9). 

The biomimetic sensor was created using the surface imprinting technique, creating a 

molecularly imprinted polymer (MIPs) associated with quantum dots (QDs) (MIP@QDs). 

The sensor developed during this project showed sensitivity and specificity in detecting the 

pancreatic cancer biomarker CA19-9 in solution. Given the good response of the sensor in 

solution, during this work, a study was also carried out on solid support, which also showed a 

good response in the presence of the analyte. The membrane studies aim to test the production 

of a sensor that can be portable, effective and sensitive so that it can reach different regions of 

the world, allowing access to health, promoting early detection and more effective treatment.  

 

 

Keywords: biomimetic sensor, CA19-9 protein, MIP@QDs, Pancreatic cancer, surface 

imprinting   
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1 Introdução 

No presente capítulo será apresentada uma breve introdução à problemática e respetiva 

importância na deteção precoce do cancro do pâncreas. De seguida, serão descritos os 

principais objetivos deste estudo e a metodologia adotada. Por último, é indicada a estrutura 

utilizada no trabalho. 

1.1 Contextualização e Motivação 

O cancro do pâncreas (CP) é uma neoplasia maligna com origem nas células do pâncreas, um 

órgão glandular que produz hormonas que regulam os níveis de glicose no sangue e enzimas 

que auxiliam na digestão [1]. Esta doença caracteriza-se pela proliferação rápida e de ser 

assintomática, o que dificulta o diagnóstico precoce [2]. 

Segundo o Global Cancer Today, em 2022, o cancro pancreático correspondia à sexta causa de 

morte por cancro a nível global, sendo responsável mundialmente por cerca de 467.409 mortes 

por ano, das quais 138.644 na Europa, com uma taxa de sobrevida média de 6 meses [3]. 

Neste contexto, a investigação destinada à deteção de biomarcadores do cancro, como a CA19-

9, é extremamente importante devido à incidência crescente de doenças oncológicas, 

nomeadamente o cancro do pâncreas e à necessidade de métodos de acompanhamento mais 

sensíveis, fáceis e económicos [4]. 

A CA19-9 é um marcador tumoral associado ao cancro do pâncreas, que é frequentemente 

detetado em fases avançadas, deste modo as alterações consecutivas dos seus níveis permitem 

obter informações úteis para a monitorização em pacientes com o CP. Por conseguinte, a 

deteção precoce e a monitorização são cruciais para melhorar os resultados clínicos e a 

sobrevivência dos doentes [5]. 

Como solução inovadora, surgiu o tópico da deteção de biomarcadores utilizando MIPs e pontos 

quânticos de telureto de cádmio (CdTe@QDs, do inglês, Cadmium telluride quantum dots) [6,7]. 
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Os MIPs são concebidos para reconhecer especificamente moléculas alvo, oferecendo uma 

elevada seletividade e sensibilidade [8]. A combinação de MIPs com QDs, que apresentam 

propriedades óticas únicas, permitem a criação de sistemas de deteção que podem ser 

utilizados em testes no local de prestação de cuidados (PoCTs, do inglês, Point of care tests), 

tornando a monitorização mais acessível e rápida [9]. 

1.2 Objetivos 

Este trabalho tem como principal objetivo o desenvolvimento de um sensor ótico biomimético 

para monitorizar o cancro do pâncreas de forma rápida, seletiva, económica, simples e não 

invasiva. 

Primeiramente, é desenvolvido um sensor biomimético para a CA19-9, um biomarcador 

associado ao CP, utilizando a seguinte metodologia: 

• Combinação de polímeros utilizando a técnica de impressão molecular com a 

incorporação de QDs, visando a criação de cavidades específicas para o 

reconhecimento seletivo da proteína CA19-9. 

• Avaliação do desempenho analítico do sensor em amostras de soro humano liofilizado 

diluído. 

Posteriormente, o sensor é caracterizado a nível químico e morfológico utilizando 

espetroscopia Ultravioleta-Visível (UV-Vis, do inglês, Ultraviolet-visible), microscopia eletrónica 

de varrimento (SEM, do inglês, Scanning electronic microscopy), espetroscopia de 

infravermelhos com transformada de Fourier (FTIR, do inglês, Fourier-transform infrared 

spectroscopy) e microscopia de fluorescência de campo amplo. Após a caraterização, são 

efetuados testes em solução, analisando as amostras por espetrometria de fluorescência. Nesta 

fase, é estudada a sensibilidade do sensor sintetizado. 

Na fase final do projeto, o objetivo é desenvolver um sensor biomimético portátil. Para isso, o 

sensor será incorporado em um suporte sólido, utilizando membranas de nylon. Além disso, 

serão realizados estudos detalhados do desempenho analítico para avaliar a eficiência do 

sensor biomimético. 

1.3 Estrutura do trabalho 

Este documento está organizado em cinco capítulos, descrevendo o desenvolvimento de um 

sensor ótico biomimético para monitorização do cancro do pâncreas. 

A dissertação inicia-se no Capítulo 1, onde é apresentada a relevância do trabalho desenvolvido, 

incluindo uma breve introdução, os principais objetivos e a organização estrutural do presente 



Introdução 

3 
 

 

documento. No Capítulo 2, são abordados os conceitos teóricos fundamentais e realizada uma 

revisão da literatura. Este capítulo começa com uma introdução concisa às doenças oncológicas, 

com destaque para o cancro do pâncreas e o biomarcador CA19-9, que constitui o alvo do 

sensor biomimético desenvolvido neste projeto. Seguidamente, o capítulo explora o papel dos 

sensores óticos na monitorização do cancro, com uma discussão sobre o método utilizado para 

a transdução do sinal. É também detalhada a síntese de materiais para elementos de 

(bio)reconhecimento, com ênfase na aplicação da tecnologia de impressão molecular. No 

Capítulo 3, são descritos de forma detalhada todos os aspetos experimentais relacionados com 

a preparação do sensor biomimético ótico e as metodologias de caracterização, incluindo a 

apresentação dos materiais e equipamentos utilizados, bem como, os reagentes e 

procedimentos específicos necessários para o processo. O Capítulo 4 apresenta os resultados 

experimentais obtidos no desenvolvimento do sensor ótico, com foco na sua construção e 

avaliação do desempenho analítico. Finalmente, o Capítulo 5 sintetiza as conclusões retiradas 

do estudo, identificando as suas limitações e explorando possíveis perspetivas futuras para o 

desenvolvimento de um sensor biomimético comercial. 
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2 Revisão bibliográfica 

Ao longo deste capítulo será realizada uma revisão da literatura sobre os principais temas a 

desenvolver deste trabalho. Numa primeira fase será abordada a problemática da doença 

oncológica, nomeadamente o CP, seguindo-se possíveis métodos de deteção. Esta secção irá 

ainda conter assuntos como MIPs e nanomateriais.  

2.1 Doenças oncológicas 

Nas últimas décadas, o cancro atingiu uma dimensão crescente, tornando-se um dos maiores 

problemas de saúde pública a nível mundial. Atualmente, é a segunda principal causa de morte 

no mundo, sendo responsável por cerca de 9,6 milhões de mortes por ano [10].  

De acordo com a National Cancer Institute, o cancro é definido como “uma doença em que 

algumas células do corpo apresentam um crescimento descontrolado e se espalham para 

outras partes do corpo” [11]. 

A evolução da doença oncológica, ou cancro, é um processo complexo que envolve uma série 

de alterações genéticas e epigenéticas nas células normais, levando à sua transformação em 

células tumorais [12]. Estas alterações podem ser provocadas por mutações nos genes que 

regulam o crescimento, a divisão e a morte celular [13]. Além disso, estas mutações podem ser 

hereditárias ou adquiridas ao longo da vida devido a fatores ambientais, tais como a exposição 

a agentes cancerígenos, radiações e hábitos de vida como o tabagismo e a alimentação [14–

16]. 

Os tumores são constituídos por uma população diversificada de células, que podem apresentar 

caraterísticas genéticas e fenotípicas distintas [17,18]. Esta heterogeneidade intratumoral pode 

levar à resistência do tratamento, uma vez que algumas células podem sobreviver a terapias 

que eliminam outras células tumorais. Além disso, o microambiente em torno do tumor, que 

inclui células imunitárias, fibroblastos e a matriz extracelular, desempenha um papel crucial no 
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crescimento e sobrevivência das células tumorais. Por conseguinte, as interações entre as 

células tumorais e o microambiente podem promover a progressão do cancro, permitindo que 

as células tumorais invadam tecidos adjacentes e se espalhem para outras partes do corpo, o 

que complica o tratamento e o prognóstico [19]. Assim sendo, a deteção precoce representa 

um verdadeiro desafio, uma vez que muitos tipos de cancro não apresentam sintomas 

significativos nas fases iniciais [20]. 

Após diagnóstico, os tratamentos disponíveis, como cirurgia, quimioterapia e radioterapia 

podem ter efeitos secundários significativos e nem sempre são eficazes devido à resistência das 

células tumorais [12]. Estes fatores tornam o cancro uma das doenças mais desafiadoras da 

medicina moderna, exigindo uma abordagem multidisciplinar e uma investigação constante 

para desenvolver estratégias de tratamento mais personalizadas e eficazes. 

2.2 Cancro pancreático 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), em 2022 surgiram 510,992 novos casos 

(Figura 1A) e com uma maior incidência na Ásia contabilizando 232,537 casos (Figura 1B), 

correspondendo a 45,5 % das incidências totais no mundo. Apesar da neoplasia afetar ambos 

os sexos, a mortalidade é superior nos homens do que em mulheres, correspondendo a 247,589 

e 219,820 de mortes, respetivamente (Figura 1C). E verifica-se que a taxa de mortalidade se 

aproxima à incidência [3]. 
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Figura 1 – Representação geral das estatísticas de neoplasia (PC) em 2022, incluindo a distribuição de 

novos casos, incidência regional e mortalidade por sexo. (A) Novos casos globais de neoplasia (PC) 

(510,992 casos). (B) Distribuição da incidência do cancro do pâncreas por continente. (C) Mortalidade 

por sexo, maior em homens (247,589) do que em mulheres (219,820), retirado de [3]. 

O pâncreas (Figura 2) é um órgão glandular localizado a nível retroperitoneal, na parte superior 

esquerda do abdómen [21]. É rodeado por outros órgãos, incluindo o intestino delgado, o fígado 

e o baço. Apresentando um aspeto esponjoso, com cerca de 15 a 20 cm de comprimento, e tem 

a forma de uma “pera achatada” ou de um peixe estendido horizontalmente sobre o abdómen. 

Este órgão é divido em três secções, a parte mais larga designada a cabeça do pâncreas está 

localizada na junção entre o estômago e a parte inicial do intestino delgado; a região central é 

designada por corpo e a extremidade estreita é denominada por cauda e estende-se para o 

hemisfério esquerdo [22]. 



Revisão Bibliográfica 

8 
 

 
Figura 2 – Ilustração do pâncreas. É um órgão glandular com cerca de 15-20 cm, localizado na parte 

superior esquerda do abdómen dividido em cabeça, corpo e cauda, retirado de [23]. 

O pâncreas desempenha funções a nível exócrino e a endócrino [24]. A atividade exócrina do 

pâncreas é realizada por glândulas exócrinas que produzem enzimas importantes para a 

digestão, que incluem a tripsina e a quimotripsina para digerir as proteínas, a amílase para a 

decomposição dos hidratos de carbono e a lípase para decompor as gorduras. Ou seja, os sucos 

pancreáticos e a bílis são libertados no duodeno e auxiliam o organismo a digerir as gorduras, 

os hidratos de carbono e as proteínas. Por outro lado, a parte endócrina do pâncreas é 

constituída pelos ilhéus de Langerhans, que produzem e libertam hormonas importantes, 

diretamente na corrente sanguínea, como a insulina, responsável por baixar o nível de açúcar 

no sangue, e o glucagon por aumentar o nível de açúcar no sangue [21]. 

O cancro pancreático é um dos tipos de cancro mais mortais devido à ausência de sintomas nos 

estágios iniciais e à baixa precisão nos métodos de deteção, levando a diagnósticos, 

frequentemente, em fases avançadas e a uma taxa de sobrevivência de 5 anos inferior a 10 % 

[25]. A maioria dos CPs origina-se no pâncreas exócrino, com os adenocarcinomas ductais 

correspondendo a mais de 90 % dos casos, sendo mais sintomáticos quando localizados na 

cabeça do pâncreas [26]. Os tumores neuroendócrinos representam menos de 5 % dos casos e 

incluem subtipos como insulinomas, gastrinomas, glucagonomas e somatostatinomas, cada um 

associado à produção de hormonas específicas [27,28]. 

Os fatores de risco associados ao cancro do pâncreas incluem idade, sexo, hábitos alimentares 

(elevado consumo de gorduras saturadas, carnes vermelhas, carnes processadas e álcool), 

tabagismo, diabetes mellitus tipo II, obesidade, histórico familiar (cancro do pâncreas familiar, 

pancreatite hereditária, síndrome de Lynch, entre outros) e síndromes genéticas [29–34]. Os 

estudos indicam que os fumadores têm um risco duas a três vezes maior de desenvolver a 

doença em comparação com os não fumadores, possivelmente devido à nicotina, que se liga a 

recetores nas células do adenocarcinoma pancreático, estimulando a metástase e promovendo 

a resistência à quimioterapia e o risco aumenta em função da quantidade e duração do 

consumo do tabaco [35,36]. 
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Para o diagnóstico do cancro pancreático, utilizam-se diversas técnicas que desempenham 

papéis cruciais na identificação da doença. Os testes laboratoriais, como análises de urina e 

sangue, são importantes para a deteção de anomalias. Além disso, recorre-se frequentemente 

a técnicas de imagiologia, incluindo tomografia computorizada (TC), ressonância magnética 

(RM), tomografia por emissão de positrões (PET, do inglês, Positron emission tomography), 

ultrassonografia (US) e radiografia. A confirmação definitiva do cancro é geralmente obtida 

através de uma biópsia [2,37]. 

No contexto do cancro do pâncreas, a biópsia é muitas vezes dificultada pela localização do 

órgão que impede a recolha de tecido para exame histológico. Deste modo, a confirmação do 

diagnóstico por histologia é baixa, destacando-se a necessidade de melhorar as estratégias de 

deteção mais fiáveis [38]. 

Além dos métodos tradicionais, é fundamental considerar a acessibilidade destas técnicas, 

especialmente para populações que vivem em áreas remotas ou com acesso limitado a 

instalações médicas avançadas. Para colmatar estas lacunas, tem havido um foco crescente no 

desenvolvimento de ferramentas de diagnóstico que sejam portáteis, rápidas, económicas e 

adequadas para utilização em locais com recursos limitados [39]. 

Os biossensores apresentam-se como uma solução promissora, pois permitem a deteção 

precoce de biomarcadores associados ao cancro de forma menos invasiva e a um custo mais 

reduzido em comparação com as técnicas tradicionais. A capacidade dos biossensores para 

realizar monitorizações frequentes e de baixo custo pode facilitar o rastreio precoce e a deteção 

de doenças antes de uma progressão significativa, melhorando potencialmente os resultados 

de tratamento e aumentando a taxa de sobrevivência dos pacientes [40]. 

Estas inovações procuram facilitar o diagnóstico, tornando-o mais acessível e eficiente, 

independentemente das condições de infraestrutura de saúde, contribuindo assim para uma 

melhor gestão do cancro pancreático. 

2.2.1 Biomarcadores 

Os biomarcadores são definidos como caraterísticas biológicas mensuráveis, possibilitando a 

diferenciação de processos biológicos normais de processos patogénicos, permitindo, ainda, 

avaliar respostas farmacológicas a uma intervenção terapêutica [41]. 

Com base nas suas aplicações clínicas, podem ser divididos em duas categorias principais: 

biomarcadores de exposição e biomarcadores de doença. Os biomarcadores de exposição são 

utilizados para prever o risco de desenvolvimento de patologias, recorrendo à medição da 

exposição a fatores ambientais ou comportamentais que possam estar associados à patogénese. 

Por outro lado, os biomarcadores são utilizados no diagnóstico, rastreio e monitorização da 

progressão da doença [42]. Capazes de serem detetados antes do aparecimento de sintomas, 

os biomarcadores têm desempenhado um papel cada vez mais relevante na deteção e 

monitorização precoce de doenças assintomáticas. Os sintomas do cancro do pâncreas 
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aparecem apenas em fase tardia, assim sendo, a sua deteção baseia-se na utilização em 

conjunto de vários biomarcadores que fornecem informações relevantes sobre a presença da 

doença, o seu estágio e as potenciais opções de tratamento. O diagnóstico e monitorização do 

CP tem por base alguns biomarcadores, sendo os principais: CA19-9, antigénio de carboidrato 

72-4 (CA72-4, do inglês, Carbohydrate antigen 72-4), antigénio de carboidrato 125 (CA125, do 

inglês, Carbohydrate antigen 125), antigénio carcinoembrionário (CEA, do inglês, 

Carcinoembryonic antigen), antigénio de carboidrato 242 (CA242, do inglês, Carbohydrate 

antigen 242) e a metaloproteinase-7 da matrix extracelular (MMP7, do inglês, Matrix 

Metalloproteinase 7), entre outros [43]. 

 

2.2.1.1 Antigénio de carboidrato 19-9 

A CA19-9, também designado por Sialil Lewis-a, é uma glicoproteína de elevado peso molecular, 

cerca de 210 KDa [44], e está presente em níveis elevados no sangue de muitos doentes com 

cancro do pâncreas. Esta semelhança entre pacientes, torna esta proteína um dos 

biomarcadores mais utilizados no diagnóstico, prognóstico e monitorização desta doença 

[34,45–47]. 

A CA19-9 provém de uma via anómala para a produção de Disialil Lewis-a, que tem um resíduo 

de ácido siálico extra ligado através de uma ligação 2→6. Normalmente, o Disialil Lewis-a é 

expresso na superfície epitelial dos órgãos digestivos, atua como um ligando para monócitos e 

macrófagos e ajuda na vigilância imunitária. No entanto, no decurso da carcinogénese, o 

silenciamento epigenético do gene da 2→6 sialil transferase conduz a uma síntese anormal e à 

acumulação de Sialil Lewis-a, promovendo a formação de metástases hematogénicas. A 

expressão de CA19-9 relaciona-se com a presença da enzima 1,4-fucosiltransferase, que é 

codificada pelo gene de Lewis. E apenas se encontra presente em pacientes com grupos 

sanguíneos Lewis na forma de Le (a-b+) ou Le (a+b-) [48]. 

Em 1983, os investigadores Del Villano et al. avaliaram pela primeira vez a CA19-9 como um 

potencial biomarcador de cancro. Neste estudo utilizaram o valor fisiológico de 37 U mL-1, dado 

que esta concentração discriminava melhor os casos de doentes com cancro dos indivíduos 

normais ou de doentes com doenças benignas. Deste modo, este valor foi adotado para 

minimizar os resultados falsos positivos, otimizar o valor preditivo e a eficiência do ensaio [49]. 

Posteriormente, vários investigadores têm recorrido a este valor fisiológico quando se trata de 

utilizar a CA19-9 como meio auxiliar de diagnóstico de cancro, sendo que níveis superiores a 37 

U mL-1 indicam evolução tumoral [50,51]. A CA19-9 associada a outros biomarcadores, 

apresenta não só potencial de diagnóstico, mas também de monitorização [47,52–54]. 

O estudo de Yu et al. constatou que a deteção em simultâneo de CA19-9, CEA, CA125 e CA242 

possibilita um diagnóstico e prognóstico mais sensível do cancro do pâncreas e apresenta uma 

sensibilidade de 90,4 % e uma especificidade de 93,8 % [55]. 

Noutra investigação, Dong et al. verificou que a combinação da CA19-9 com os biomarcadores 

periostina (POSTN, do inglês, periostin) e CA242, possibilitou obter resultados distintos para os 
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pacientes com adenocarcinoma ductal pancreático e indivíduos saudáveis. Esta análise 

concomitante revelou uma sensibilidade de deteção de 92 % e especificidade de 97 % [56]. 

2.3 Biossensores 

Os biossensores são componentes integrados da tecnologia moderna, representam um papel 

fundamental numa ampla gama de domínios, desde a automação industrial à biomedicina. 

Estes dispositivos são projetados para medir diretamente, de forma contínua e reversível, 

parâmetros físicos, concentrações químicas ou biomoléculas, fornecendo informações cruciais 

para monitorização, controlo e análise [57]. 

A evolução da tecnologia de sensores tem sido impulsionada pela necessidade de aumentar a 

precisão, a sensibilidade e a eficiência, conduzindo ao desenvolvimento de vários tipos de 

sensores, nomeadamente dos biossensores [58]. 

A investigação sobre biossensores foi iniciada por Clark e Lyons em 1962 com a síntese de um 

biossensor de glucose [59]. Na sequência desta descoberta, o interesse pela tecnologia dos 

biossensores tem vindo a aumentar em várias áreas, incluindo a deteção de contaminantes, a 

monitorização de doenças, a descoberta de fármacos e marcadores que indicam doenças nos 

fluidos corporais, tais como sangue, saliva, suor e urina [60]. 

Os biossensores consistem em pequenos dispositivos analíticos que permitem a deteção e 

quantificação de componentes biológicos denominados analitos (vários tipos de proteínas, 

enzimas ou anticorpos). A estrutura mais comum de um biossensor apresenta componentes 

como: um elemento de (bio)reconhecimento/(bio)recetor, um analito de interesse, uma 

estrutura de transdução de sinal e um componente de amplificação ou processamento (Figura 

3) [61]. Ou seja, um analito, ou um grupo de analitos, é reconhecido pelo elemento de 

(bio)reconhecimento através da formação de complexos antigénio-anticorpo, enzima-substrato 

e anticorpos plásticos, seguidamente a interação dos complexos é detetado por um transdutor 

físico que converte num sinal elétrico, ótico ou térmico e por fim o sinal do transdutor é 

amplificado e processado por circuitos e/ou filtros [62]. A resposta do transdutor pode ser 

amplificada, processada e visualizada por um circuito, e de acordo com o sistema de transdução, 

destacam-se os biossensores eletroquímicos, acústicos (resposta piezoelétrica), óticos e 

colorimétricos como os mais comuns [63,64]. 
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Figura 3 – Representação esquemática de um biossensor. 

Os biossensores oferecem uma variedade de vantagens, designadamente o desempenho 

excecional, facilidade de uso, resposta rápida, portabilidade, reprodutibilidade, tamanho 

reduzido, análise em tempo real, elevada sensibilidade e especificidade [62,65]. Ao longo do 

tempo, o interesse no desenvolvimento de biossensores para o diagnóstico precoce do cancro 

tem aumentado significativamente devido à sua elevada sensibilidade, permitindo a deteção 

de biomarcadores em baixas concentrações [66]. 

As metodologias convencionais mais utilizadas para o diagnóstico do cancro são a biópsia e a 

imagiologia por ultrassons, por outro lado os biomarcadores são utilizados para a monitorização 

da neoplasia, nomeadamente respostas aos tratamentos [37,67]. De um modo geral, em 

comparação com os métodos convencionais, os biossensores são excelentes ferramentas para 

análise de biomarcadores [66]. 

De seguida, serão abordados com maior detalhe os elementos de (bio)reconhecimento e a 

transdução do sinal. 

2.3.1 Transdução do sinal 

Um transdutor é um instrumento analítico que deteta e quantifica a alteração que ocorre 

durante a interação entre o recetor biológico e o analito, tendo a capacidade de transformar a 

resposta biológica num sinal mensurável que pode ser eletroquímico, ótico ou piezoelétrico 

[68,69]. 

Os biossensores piezoelétricos são baseados no acoplamento do (bio)elemento com um 

componente piezoelétrico, frequentemente um cristal de quartzo revestido com elétrodos de 

ouro ou de prata [68]. Ou seja, são sensores sensíveis à massa que utilizam ondas acústicas ou 

mecânicas como sistema de deteção e microbalanças de cristal de quartzo, e no momento de 

interação com a molécula alvo provocam alterações mecânicas ou elétricas que têm como 

resultado mudanças na massa, condutividade, elasticidade e propriedades dielétricas [70]. No 

campo da medicina, os biossensores piezoelétricos são conhecidos por serem fáceis de fabricar, 

rápidos de analisar, económicos e altamente sensíveis [69,71]. 
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Enquanto, os biossensores eletroquímicos operam recorrendo a um transdutor eletroquímico 

para monitorizar as alterações que ocorrem na superfície do elétrodo, devido à interação entre 

a biomolécula imobilizada e o analito (como a corrente elétrica ou o potencial) [68]. Estes 

biossensores são classificados em amperimétricos (biossensores que detetam alterações na 

corrente), potenciométricos (biossensores que medem alterações no potencial), de 

condutividade (biossensores que avaliam variações na condutância) e os termométricos (os 

biossensores menos comuns, que medem as alterações de temperatura resultantes da 

interação entre o analito-alvo e o elemento de (bio)reconhecimento). Possuem uma elevada 

sensibilidade e são adequados para detetar pequenas alterações nas propriedades da 

substância a analisar [69,72]. 

Por último, os biossensores óticos destinam-se a detetar alterações óticas provenientes da 

interação entre a molécula alvo e o elemento de (bio)reconhecimento, utilizando a luz para 

detetar alterações das propriedades óticas (como a absorvância, a transmitância, a refletância 

ou a luminescência) [73] no material biológico, proporcionando uma elevada especificidade e 

tempos de resposta rápidos [74]. As técnicas de biossensorização ótica são geralmente 

baseadas em vários fenómenos óticos e envolvem normalmente propriedades óticas complexas 

dos nanomateriais, nomeadamente ressonância plasmónica de superfície (SPR, do inglês, 

Surface plasmon resonance), ressonância plasmónica de superfície localizada (LSPR, do inglês, 

Localized surface plasmon resonance) e a espetroscopia Raman melhorada pela superfície (SERS, 

do inglês, Surface-enhanced Raman Spectroscopy). Estes sensores, se forem associados a 

sondas fluorescentes, quimiluminescentes ou bioluminescentes, oferecem uma gama maior de 

estratégias de (bio)sensibilidade [69,75]. Em geral, os biossensores óticos comparativamente 

às técnicas analíticas convencionais oferecem muitas vantagens em termos de desempenho, 

seletividade e versatilidade na deteção de uma ampla gama de substâncias [75]. Sendo deste 

modo, um dos sistemas analíticos mais utilizados, cujas aplicações no diagnóstico médico são 

numerosas [76]. No subcapítulo 2.4 serão abordados de forma mais detalhada os (bio)sensores 

óticos combinados com MIPs. 

2.3.2 Elementos de (bio)reconhecimento 

Os elementos de (bio)reconhecimento são uma componente essencial no biossensor, 

responsáveis pela identificação do analito. Para estes elementos terem uma alta sensibilidade 

e seletividade, é necessário haver uma forte afinidade entre o elemento de 

(bio)reconhecimento e a substância a analisar [69]. 

Existem diferentes tipos de elementos de (bio)reconhecimento utilizados para o 

desenvolvimento de biossensores, que se classificam em elementos de (bio)reconhecimento 

biológicos (ácidos nucleicos, anticorpos, enzimas, células e outras proteínas) e elementos de 

(bio)reconhecimento sintéticos, ou também denominados por biomiméticos (MIPs, aptâmeros 

e nanomateriais sintéticos) [76,77]. 
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A seleção dos elementos de (bio)reconhecimento tem alguns critérios a ter em consideração, 

tais como, o analito alvo específico para formar o conjugado, o custo do elemento de 

(bio)reconhecimento ser economicamente rentável para aplicações em larga escala e a 

facilidade e estabilidade de armazenamento. Desta forma, são preservadas as suas 

propriedades funcionais em circunstâncias variadas, tais como alterações de temperatura, pH 

ou a presença de ambientes oxidantes. Além disso, garante uma vida útil prolongada e um 

desempenho consistente do biossensor ao longo do tempo [77]. 

2.3.3 Sensores Biomiméticos 

O conceito da técnica de impressão molecular como forma de construção de um elemento de 

(bio)reconhecimento artificial, foi inspirado nas primeiras teorias sobre a interação entre 

enzimas-substrato e antigénio-anticorpo. O local ativo de uma enzima liga-se seletivamente a 

uma molécula de substrato específico, de maneira semelhante à combinação de uma chave 

com uma fechadura [78]. Em analogia com a interação de reconhecimento enzima-substrato, 

surgiram os MIPs, cuja interação com a molécula alvo resulta da formação de uma cavidade 

molecularmente estruturada de polímero à volta da molécula, o qual funciona como um molde 

artificial de reconhecimento e de funcionalidade da molécula alvo [78,79]. 

Em 1930, a primeira tentativa de impressão molecular num substrato sólido foi realizada por 

Polyakov aplicada à impressão de hidrocarbonetos aromáticos em gel de sílica [78,80]. Na 

década de 1970, os polímeros orgânicos vieram substituir o substrato sólido de gel de sílica e a 

impressão covalente era muito utilizada pela adição de grupos funcionais ao polímero impresso 

[78]. Em 1973, os investigadores Wulff e Sarhan destacam-se no desenvolvimento da técnica 

de impressão molecular, nomeadamente nas interações covalentes entre os grupos funcionais 

do polímero e a molécula alvo [78,80]. 

Posteriormente, Mosbach provou que interações não covalentes também podem ser utilizadas 

na técnica de impressão, conhecida como impressão não covalente [81]. 

 

2.3.3.1 Principais vias de síntese dos MIPs 

Na sua base, os MIPs são definidos como a criação de um local de ligação sintético específico 

dentro de uma matriz polimérica complementar à forma, tamanho, posição dos grupos 

funcionais e funcionalidade da molécula alvo com a qual foram sintetizados. As cavidades 

formadas na matriz polimérica são frequentemente designadas como recetores artificiais ou 

anticorpos plásticos, devido à sua semelhança com os recetores naturais, aproximando-se de 

sistemas como anticorpo-antigénio ou enzima-substrato [82,83]. Por esta razão, são 

denominados polímeros biomiméticos, pois mimetizam os processos naturais de 

(bio)reconhecimento. Tendo estas caraterísticas, os MIPs são concebidos para atuarem como 

sensores de (bio)reconhecimento sobre bactérias, vírus, proteínas, enzimas e outros 

(bio)analitos [69,84]. 
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A síntese de um MIP inicia com a reação entre monómeros monofuncionais ou multifuncionais 

e a molécula alvo, promovendo a interação através de ligações covalentes ou não covalentes, 

formando um complexo estável. Durante a complexação, as interações mais comuns são as não 

covalentes, que se baseiam em forças eletrostáticas, como forças de Van der Waals, ligações 

de hidrogénio ou ligações iónicas, que estabelecem as interações entre os monómeros e a 

molécula alvo. Segue-se a reação de polimerização com um agente reticulante, que resulta na 

formação de uma matriz polimérica tridimensional em torno do complexo. Após a 

polimerização, a molécula alvo é removida da matriz polimérica, remanescendo na matriz as 

cavidades de reconhecimento como a presença de grupos funcionais à superfície das cavidades 

para estabelecimento do reconhecimento da molécula alvo impressa (Figura 4) [78]. 

 
Figura 4 – Ilustração do processo de formação de polímeros molecularmente impressos. 

O MIP deve apresentar uma elevada especificidade e seletividade para a molécula alvo, 

simultaneamente com uma baixa afinidade para moléculas análogas. Porém, deve-se 

considerar outros aspetos como, o método, o tempo de polimerização e o solvente a utilizar. 

Portanto, a escolha de vários parâmetros no processo de MIP é fulcral, uma vez que a seleção 

dos monómeros, das proporções relativas e das funcionalidades químicas é determinante para 

a obtenção de uma ótima cavidade impressa [78,80]. 

As principais vias para a produção de MIPs podem ser divididas em dois grupos, covalente e não 

covalente, com base no tipo de interações entre a molécula alvo e os grupos funcionais dos 

monómeros na etapa de pré-polimerização [78]. 

 

Impressão Covalente 

Os investigadores G. Wulff et al. desenvolveram a abordagem de impressão covalente, na qual 

o complexo monómero e molécula alvo em solução, antes da polimerização, é ligado por 

ligações covalentes reversíveis e o reconhecimento molecular é conseguido pela formação e 

quebra destas ligações [85]. Neste processo, a polimerização ocorre na presença de uma grande 
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quantidade de agente reticulante para formar uma rede rígida e insolúvel. A quebra das ligações 

covalentes é necessária para extrair a molécula alvo através da interação química, resultando 

em cavidades de ligação bem definidas com topografia estérica e funcional, complementar à 

molécula alvo. Contudo, a aplicação da impressão covalente está limitada a uma escolha restrita 

de monómeros funcionais e moléculas alvo, tais como álcoois, aminas, aldeídos, cetonas ou 

ácidos carboxílicos. Outras limitações incluem a necessidade de sintetizar o complexo 

monómero e molécula alvo antes da polimerização, um maior esforço exigido para a clivagem 

da molécula alvo após a síntese do MIP, bem como para a sua utilização continuada, e uma 

cinética de religação mais lenta devido à necessidade de restabelecer a ligação covalente para 

o reconhecimento do alvo [78]. 

Impressão não covalente 

A abordagem de impressão não covalente baseia-se na ligação não covalente entre a molécula 

alvo e a matriz polimérica, desenvolvida pela equipa de investigação de Mosbach [81,86]. Neste 

caso, o complexo molécula alvo e monómero é formado através de interações não covalentes 

fracas, tais como forças de van der Waals, ligações de hidrogénio, interações π-π, interações 

dipolo-dipolo, interações ião-dipolo, entre outras. Estas vias de ligação utilizam blocos de 

construção básicos e requerem um reduzido esforço de síntese. As moléculas alvo são 

facilmente removidas da matriz polimérica por meio de técnicas de extração simples. De entre 

os sistemas de impressão não covalentes mais utilizados, destaca-se a combinação do ácido 

metacrílico (MAA, do inglês, Methacrylic acid) como monómero funcional e o dimetacrilato de 

etilenoglicol (EGDMA, do inglês, Ethylene glycol dimethacrylate) como agente de reticulação, 

no qual o MAA tem a capacidade de formar ligações de hidrogénio com várias moléculas alvo 

[78,82]. Esta metodologia de impressão é amplamente aplicada em diferentes domínios da 

ciência e tecnologia. As principais vantagens da impressão não-covalente incluem, a fácil fixação 

e remoção da molécula alvo da matriz polimérica, devido à participação de ligações não-

covalentes fracas durante as fases de formação e quebra; um processo simples, evitando a 

necessidade de derivatização química da molécula alvo antes da polimerização. Em 

contrapartida, a principal desvantagem desta abordagem é a instabilidade do composto 

monómero e molécula alvo, uma vez que não mantém a relação estequiométrica e requer uma 

quantidade excessiva de monómero funcional para a ligação completa das moléculas alvo, 

resultando na formação de muitos locais de ligação não específicos nos MIPs [78]. 

 

2.3.3.2 Componentes e parâmetros com impacto na eficiência do MIP 

Para maximizar a impressão molecular, é crucial que a funcionalidade da molécula alvo seja 

complementar à do monómero funcional. Geralmente, este monómero é composto por uma 

unidade de reconhecimento e outra polimerizável (grupos vinil ou grupos silano), é combinado 

com a molécula alvo, agente reticulante, iniciador e solvente no processo de desenvolvimento 

dos MIPs. 
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Molécula alvo 

Na síntese de MIPs, as propriedades e funcionalidades da molécula alvo são cruciais, pois 

determinam as interações com os monómeros funcionais escolhidos para criar cavidades de 

reconhecimento específicas. A molécula alvo deve estar disponível em grandes quantidades a 

baixo custo, solúvel nas condições de impressão, e possuir grupos funcionais que permitam 

uma boa interação com o monómero, facilitando a criação de cavidades específicas para o 

analito. É importante destacar que, em processos de polimerização por radicais livres, a 

molécula alvo deve ser quimicamente inerte, para evitar interferências na síntese. A utilização 

de pequenas moléculas orgânicas, como pesticidas, aminoácidos, esteróides, fármacos, 

péptidos de baixo peso molecular (até 100 kDa) e açúcares, está bem estabelecida neste 

contexto. Exemplos de moléculas alvo comumente utilizadas na produção de MIPs estão 

apresentados na Tabela 1 [78]. 

Tabela 1 – Moléculas alvo tipicamente aplicadas na síntese de MIP, adaptado de [78]. 

Tipos de moléculas alvo Exemplo 

(Bio)macromoléculas 
Lisozima; adenosina; 3,5- monofosfato cíclico; albumina de 

soro bovino 

Moléculas orgânicas 

Pesticidas: atrazina; ácido 2,4-diclorofenoxiacético; fungicida 
benzimidazol 

Químicos desreguladores endócrinos: Bisfenol A; oestradiol; 
oestrona; hidrocarbono policíclico aromático 

Explosivo: 2,4,6,-trinitrotolueno 

Fármacos: tetraciclina; quinolonas; sulfonamidas 

Aminoácidos e peptídeos: tirosina; alanina; tripeptídeos; 
peptídeos helicoidais; alcaloides cinchona; sequência de 

dipeptídeos de Histidina N-terminal 

Açúcares: D-frutose; D-glucose; D-galactose 

Iões 
Pb(II); Sr(II); Hg(II); CH3Hg(I); Cd(II); Cu(II); Cr(III); Fe(III); Ni(II); 

UO2
2+; Th(IV); Eu(III); As(III); PO04

3- 

Células e vírus 
Vírus do mosaico do tabaco; vírus de leucemia bovina; vírus 

da dengue 

As moléculas de tamanhos maiores, como os compostos orgânicos de alto peso molecular, as 

proteínas ou as células, cuja flexibilidade tridimensional tende a ser baixa, podem comprometer 

a síntese de MIPs para que tenham zonas de ligação bem definidas durante o processo de 

impressão. Adicionalmente, estas moléculas são difíceis de remover e não conseguem penetrar 

na rede polimérica durante o passo de religação, podendo danificar a sua estrutura nativa e 

tornar os MIPs menos seletivos para estas moléculas. Com vista a ultrapassar estes problemas, 

a técnica de surface imprinting é geralmente adotada para imprimir estas moléculas com 

maiores dimensões [78]. 
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Agentes reticulantes 

No processo de polimerização dos MIPs, é utilizado um agente reticulante para a fixação dos 

monómeros funcionais em torno das moléculas alvo, formando assim um polímero altamente 

rígido e reticulado, mesmo depois da remoção da molécula alvo. Ao longo do processo de 

impressão, o agente reticulante desempenha três funções principais como: controlo da 

morfologia da rede polimérica, seja macroporosa, microgel em pó ou gel, estabilização do local 

de ligação impresso e estabilidade mecânica da rede polimérica [78]. 

Por outro lado, o tipo e a quantidade, de agente reticulante têm uma influência significativa na 

seletividade e na capacidade de ligação do MIP. Se a quantidade de agente reticulante for 

inferior, as propriedades mecânicas serão instáveis devido ao baixo grau de reticulação, 

enquanto uma quantidade demasiado elevada reduzirá o número de sítios de reconhecimento 

por unidade de massa do MIP. Existem vários agentes de reticulação adequados para a 

impressão molecular, alguns dos quais podem complexar-se de imediato com a molécula alvo, 

funcionando assim como monómeros funcionais ou promovendo a reticulação da estrutura do 

polímero. Dentre os agentes de reticulação comummente utilizados na polimerização, 

destacam-se os acrilatos e as acrilamidas, apresentados na Figura 5 [78]. 

 
Figura 5 – Fórmulas estruturais de agentes de reticulação comummente utilizados na fabricação de 

MIPs, adaptado de [78]. 

Iniciadores 

Os MIPs são maioritariamente fabricados por polimerização de radicais livres, 

eletropolimerização e fotopolimerização. A polimerização de radicais livres pode ser iniciada 

fotoquimicamente ou termicamente para vários monómeros funcionais e moléculas alvo. Para 

além dos compostos peróxidos, os derivados azóicos são largamente utilizados como 
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iniciadores e que incluem azobisdimetilvaleronitrilo (ADVN, do inglês, 

azobisdimethylvaleronitrile), azobisisobutironitrilo (AIBN, do inglês, azobisisobutyronitrile) e o 

ácido 4,4’-azo(4-cianovalérico) (ACID) [78,87] (Figura 6). 

 
Figura 6 – Fórmulas estruturais de iniciadores comummente utlizados na fabricação de MIPs, adaptado 

de [78,87]. 

O AIBN pode ser decomposto por fotólise (UV) ou termólise de forma a produzir radicais 

estáveis centrados no carbono com capacidade para iniciar a polimerização de vários 

monómeros vinílicos e os quais podem ser aplicados de forma apropriada a temperaturas de 

decomposição de 50-70 °C. Para assegurar uma reação de polimerização ideal, é essencial 

remover o oxigénio dissolvido das soluções de polimerização antes da propagação. A remoção 

do oxigénio dissolvido pode ser feita por ultrassons ou por desoxigenação de um gás inerte 

(azoto ou árgon) [78]. 

Solvente 

Os solventes porogénicos intervêm como meios de dispersão e agentes formadores de poros 

no processo de polimerização, contribuindo de forma determinante para a formação da 

estrutura macroporosa dos MIPs. Os solventes frequentemente utilizados na síntese de MIPs 

incluem acetonitrilo, 2-metoxietanol, metanol, clorofórmio, tetrahidrofurano (THF), 

dicloroetano, tolueno e N, N-dimetilformamida (DMF). Na síntese de MIPs é necessário que o 

solvente satisfaça os seguintes requisitos, ser capaz de dissolver a molécula alvo, o monómero, 

o iniciador e o agente reticulante; gerar poros grandes; ter baixa polaridade para minimizar a 

interferência durante a formação do complexo pré-polimerizado [78]. Na impressão não 

covalente, são habitualmente utilizados solventes orgânicos não polares e de baixa polaridade, 
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como o tolueno, o clorofórmio e o acetonitrilo, para alcançar a máxima eficiência de impressão, 

visto que a morfologia dos polímeros e as propriedades de adsorção dependem dos tipos de 

solventes utilizados [78]. 

Temperatura de polimerização 

De acordo com os resultados de algumas investigações, a polimerização durante a síntese de 

MIPs a baixas temperaturas (<60 °C) produz polímeros com maior seletividade do que os 

polímeros preparados a temperaturas mais elevadas [88]. Dado que, a uma temperatura 

elevada, o início da reação de polimerização pode ser demasiado rápido e difícil de controlar, 

resultando numa baixa reprodutibilidade do MIP. Em contrapartida, uma temperatura 

comparativamente mais baixa e um tempo de reação prolongado favorecem uma 

polimerização mais reprodutível [78]. 

 

2.3.3.3 Mecanismos de polimerização 

Para a produção de MIPs com as propriedades pretendidas, a seleção do mecanismo de 

polimerização é decisiva. Os principais mecanismos para a síntese de MIPs incluem a 

polimerização radicalar e os processos sol-gel (Tabela 2) [78,87]. Entre os processos radicalares, 

o mais utilizado é a polimerização radicalar livre, o qual será abordado na subsecção 2.3.3.4. 

Tabela 2 – Comparação de vários procedimentos de síntese e métodos de impressão de MIP, adaptado 

de [78,87]. 

Mecanismo 
Método de 
Impressão 

Vantagens Desvantagens 

Polimerização 
radicalar livre 

Polimerização em 
massa 

Fácil e rápido de 
preparar; 

 pureza na produção 
do MIP; não requer 

instrumentos 
sofisticados ou 
caros; controlo 
simples sobre o 

tamanho das 
partículas do MIP. 

Moagem demorada; 
necessita de 

peneiração; locais 
de baixa afinidade; 

partículas 
irregulares em 

forma e tamanho. 

Polimerização por 
emulsão 

Rendimento 
elevado; polímeros 
solúveis em água; 

partículas 
poliméricas esféricas 

monodispersas; 
procedimentos de 

moagem e 
peneiração são 

evitados. 

Baixa capacidade de 
impressão; afetada 
com a presença de 

surfactantes 
remanescentes. 
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Tabela 2 – Comparação de vários procedimentos de síntese e métodos de impressão de MIP, 

adaptado de [78,87]. (continuação) 

Mecanismo 
Método de 
Impressão 

Vantagens Desvantagens 

Polimerização 
radicalar livre 

Polimerização por 
precipitação 

Partículas uniformes 
e esféricas; um único 
passo de preparação; 

alta qualidade; 
processos de 

moagem e 
peneiramento são 

evitados. 

Alto fator de 
diluição. 

Polimerização por 
suspensão 

Processo simples 
com um passo de 

polimerização; 
partículas esféricas 
de forma regular. 

Partículas de 
grandes dimensões; 

reconhecimento 
fraco. 

Polimerização de 
sementes 

Partículas esféricas 
regulares 

controláveis; 
adequado para 

HPLC; 
monodispersão. 

Baixa sensibilidade; 
processo demorado 

e trabalhoso. 

Processo Sol-gel Sol-gel 

Solvente de reação 
ecológico; fácil de 

fabricar à 
temperatura 

ambiente. 

Baixa sensibilidade; 
ausência de método 
de polimerização e 

monómero 
funcional. 

Sucintamente, a polimerização por transferência reversível de cadeia por adição-fragmentação 

(RAFT, do inglês, Reversible addition-fragmentation chain transfer) é uma técnica de 

polimerização radicalar controlada que permite a síntese de polímeros com pesos moleculares 

bem definidos e distribuições limitadas de peso molecular. Esta polimerização envolve a 

utilização de um agente de transferência de cadeia (CTA, do inglês, Chain transfer agent) que 

controla o processo de polimerização através de reações reversíveis de adição-fragmentação 

[89]. Por outro lado, a polimerização radicalar controlada por transferência de átomo (ATRP, do 

inglês, Atom transfer radical polymerization) é também uma técnica de polimerização radicalar 

controlada, porém recorre à utilização de um catalisador de metal de transição e de um agente 

redutor para controlar o processo de polimerização [82,90]. 

 

2.3.3.4 Polimerização Radicalar Livre (FRP) 

O método convencional para a síntese de MIPs utiliza a polimerização radicalar livre (FRP, do 

inglês, Free radical polymerization) que consiste num processo que segue a descrição do 
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mecanismo cinético da polimerização por radicais livres e é constituído por três fases, iniciação, 

propagação e terminação (Figura 7) [91]. A fase de iniciação é composta pela dissociação do 

iniciador (local de criação dos radicais livres) e associação de uma molécula de monómero com 

os radicais livres (Figura 7A e 7B). Por sua vez, na fase de propagação do monómero ocorre a 

adição de um radical do polímero a uma unidade de monómero (Figura 7C). O passo seguinte 

(Figura 7D), a reticulação das ligações duplas pendentes do agente de reticulação, distingue a 

principal diferença entre uma polimerização radicalar linear (formação de polímeros solúveis) 

e uma polimerização radicalar não linear (origina hidrogéis insolúveis). Por último, na fase de 

terminação, pode-se realizar de duas formas diferentes, uma por combinação (Figura 7E), que 

leva à formação de uma molécula de polímero inativa, e a outra por dismutação (Figura 7F), 

formando duas moléculas inativas [91]. 

De um ponto de vista geral, a FRP é um mecanismo simples e escalável de grande importância 

para a preparação de muitos polímeros de elevado peso molecular, permitindo a utilização de 

diferentes condições de reação (massa, suspensão e solução), compatibilidade com muitos 

grupos funcionais e utilização numa gama larga de temperaturas [92]. A FRP apresenta algumas 

limitações, nomeadamente transferência de massa lenta, perdas significativas de polímero 

durante o processo de produção e heterogeneidade dos produtos obtidos, devido à elevada 

incidência de reações de terminação [91,92]. 

 
Figura 7 – Ilustração simples dos mecanismos cinéticos envolvidos na FRP. 
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Métodos em FRP 

A FRP recorre essencialmente a dois métodos para sintetizar MIPs, a impressão em massa (do 

inglês, bulk imprinting) e a impressão à superfície (do inglês, moni imprinting) [78,93–95]. 

No método bulk imprinting, misturam-se as moléculas alvo, monómeros funcionais, iniciadores 

e agentes reticulantes num solvente. Após a polimerização, toda a mistura é convertida num 

polímero sólido e as moléculas alvo são removidas. Este método é simples e produz materiais 

impressos de elevada pureza, mas implica etapas de pós-tratamento, como trituração mecânica, 

moagem e peneiração, de modo a obter o tamanho de partícula desejável e expor os locais de 

reconhecimento [95,96]. Embora, a técnica bulk imprinting seja mais simples e produza 

materiais de elevada pureza, tem limitações como originar tamanhos e formas não uniformes, 

bem como a heterogeneidade na distribuição dos sítios de ligação. Além disso, pode dificultar 

a difusão de moléculas maiores (proteínas, células vivas e microrganismos) para os locais de 

impressão, consequentemente menor sensibilidade e seletividade para (bio) aplicações [94,95]. 

Há ainda outras limitações, como o baixo rendimento e o menor número de sítios de ligação, 

devido aos danos causados pela trituração e à dificuldade de remover a molécula alvo do 

interior das partículas MIP [96]. Para ultrapassar as dificuldades deste método, alguns 

processos foram acrescentados tendo como base este método e que permitiram obter os MIPs 

num formato final que os torna mais eficientes. É o caso de membranas, partículas de MIPs, 

microesferas de MIPs, monocamadas de MIPs e monólitos de MIPs [78]. 

O método surface imprinting centra-se no posicionamento da molécula alvo na superfície da 

matriz polimérica ou próximo desta. A impressão em superfície envolve etapas cruciais que 

permitem a criação de MIPs, com alta especificidade para reconhecer e ligar-se a moléculas 

alvo. A primeira etapa consiste na imobilização da matriz polimérica num substrato 

(normalmente uma superfície sólida) através do estabelecimento de interações entre o 

substrato e a molécula alvo. Essa interação pode ser via utilização de grupos químicos para 

estabelecimento de ligações covalentes com a molécula alvo ou de outro tipo de interação não 

covalente. Em seguida, a polimerização é iniciada com a mistura dos monómeros funcionais e 

dos agentes reticulantes na presença do iniciador, ajudando a criar uma rede tridimensional 

estável ao redor da molécula alvo. Dessa forma, este método de impressão molecular aprimora 

a acessibilidade da matriz polimérica aos locais de ligação da molécula alvo, possibilitando um 

reconhecimento mais preciso e com maior especificidade [95]. 

O método de surface imprinting oferece uma melhor acessibilidade e eficiência de ligação 

comparativamente ao bulk imprinting, tornando-o mais adequado para aplicações que 

envolvem moléculas maiores. Além disso, permite maximizar a remoção das moléculas alvo, 

sendo quase completa, enquanto mantém a conformação das mesmas. Esta combinação de 

fatores possibilita reconhecer de forma mais eficaz as moléculas alvo durante o processo de 



Revisão Bibliográfica 

24 
 

religação, o que proporciona um melhor desempenho dos MIPs como sensores biomiméticos 

[94–96]. 

2.4 Revisão da literatura de (bio)sensores óticos para 
a deteção de CA19-9 

A aplicação de (bio)sensores para a deteção do biomarcador CA19-9 tem vindo a ser 

amplamente utilizada, com um alto destaque para os sensores óticos, dada a sua elevada 

sensibilidade e capacidade de deteção em tempo real. 

O grupo de cientistas Lin et al., centrou-se no desenvolvimento de um novo imunossensor 

quimiluminescente para a deteção da CA19-9, com a utilização de uma membrana de quitosano 

reticulado para a imobilização do antigénio, possibilitando uma combinação de ensaio 

imunológico não competitivo com a análise por injeção em fluxo. Este imunossensor atingiu um 

limite de deteção de 1,0 U mL-1 e funcionou eficazmente num intervalo de concentração de 2,0 

a 25 U mL-1 (Tabela 3). A caraterização das membranas foi realizada através de microscopia de 

força atómica e espetroscopia de infravermelho, realçando o potencial do sensor para 

aplicações clínicas práticas na deteção de biomarcadores tumorais em comparação com as 

limitações dos métodos tradicionais de imunoensaio [97]. 

Os investigadores Gu et al., em 2011, desenvolveram um imunoensaio altamente sensível que 

recorreu a QDs de óxido de zinco (ZnO) como marcadores para detetar o CA19-9. O método 

envolveu um processo de imobilização baseado na adsorção eletrostática, levando à formação 

de uma estrutura em sanduíche através de imunorreações. A deteção da proteína CA19-9 foi 

efetuada por fotoluminescência dos QDs, demonstrando uma gama de deteção de 0,1 a 180 U 

mL-1 (Tabela 3) [98]. 

Em 2018, um grupo de investigadores conceberam um nanocompósito de pontos quânticos de 

carbono (CQDs, do inglês, Carbon Quantum Dots) e nanopartículas de ouro, através de uma 

síntese simples e ecológica utilizando CQDs derivados da glicose. O método demonstrou uma 

elevada sensibilidade e um limite de deteção de 7 mU mL-1 (Tabela 3), superando as técnicas 

prévias. A investigação destaca a eficácia do imunossensor na identificação de baixas 

concentrações da proteína CA19-9, contribuindo para a deteção precoce e práticas de 

investigação sustentáveis no domínio biomédico [99]. 

A aplicação contínua de MIPs em conjunto com QDs permitiu a Bahari et al. desenvolverem um 

imunossensor de fluorescência de superfície sólida para a deteção do biomarcador tumoral 

CA19-9. Este imunossensor, baseado num MIP ecológico, utiliza nanoclusters de níquel como 

emissores fluorescentes e demonstra capacidades analíticas robustas. A gama de deteção do 

antigénio abrange concentrações entre [1 pg mL-1-48 ng mL-1] (Tabela 3) [6]. 

Uma investigação mais recente de Piloto et al. aborda o desenvolvimento de um MIP conjugado 

com QDs para a deteção do biomarcador proteico CA19-9. A investigação destaca a montagem 
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dos MIPs ao redor dos QDs, os quais são utilizados como sondas óticas, dentro de um hidrogel 

de celulose mantendo a estrutura conformacional nas cavidades de ligação. O (bio)sensor 

apresenta uma boa resposta analítica demonstrando uma boa estabilidade e seletividade para 

CA19-9, com um limite de deteção significativo (Tabela 3). Os resultados sugerem que esta 

abordagem pode ser aplicada em PoCTs oferecendo uma metodologia sensível e de baixo custo 

para a deteção e diagnóstico precoce do cancro do pâncreas, com o potencial de melhorar a 

acessibilidade e a rapidez dos testes de diagnóstico [44]. 

A tabela seguinte apresenta um resumo dos principais (bio)sensores óticos utilizados ao longo 

do tempo para a deteção da proteína CA19-9, destacando os seus princípios de funcionamento, 

intervalos de deteção e desempenho. 

Tabela 3 – Diferentes (bio)sensores óticos relatados na literatura para a deteção de CA19-9. 

Elemento de 

(bio)reconhecimento 
Tipo de deteção 

Intervalo de 

deteção linear 
LOD Referência 

Anticorpo CA19-9 

Quimiluminescência 2-25 U mL-1 
1,0 U 

mL-1 
[97] 

Fotoluminescência 1-180 U mL-1 
0,25 U 

mL-1 
[98] 

Fluorescência 0,01-350 U mL-1 
7 mU 

mL-1 
[99] 

MIP 

Fluorescência 
1 pg mL-1-48 ng mL-

1 

0,13 pg 

mL-1 
[6] 

Fluorescência 
0,0276 -0,3363 U 

mL-1 

0,583 

mU mL-1 
[44] 

2.5 Nanomateriais 

Os nanomateriais são materiais que têm dimensões à escala nanométrica, entre 1 e 100 

nanómetros (Figura 8). Estes materiais têm propriedades físicas e químicas únicas devido à sua 

pequena dimensão, o que os diferencia dos materiais com a mesma composição à escala micro 

ou macroscópica [100,101]. 
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Figura 8 – Escala dos nanomateriais, retirado de [102]. 

Os nanomateriais são classificados de várias formas, de acordo com as suas caraterísticas e 

aplicações. Os nanomateriais relativamente à complexidade da estrutura, podem ser 

classificados em nanopartículas (complexo nanométrico de átomos e moléculas inter-

relacionados) e nanoestruturas (conjunto de nanopartículas). Um dos critérios de classificação 

baseia-se na origem dos nanomateriais, que se divide em duas categorias: naturais e sintéticos. 

Os nanomateriais naturais incluem substâncias presentes na natureza como argilas, sílica, vírus 

e proteínas. Em contraste, os nanomateriais sintéticos são produzidos artificialmente, através 

de processos controlados [100]. Quanto ao tamanho, os nanomateriais podem ser classificados 

como, dimensão zero (0D) (nanopartículas e os QDs); unidimensional (1D) (os nanotubos); 

bidimensional (2D) (grafeno) e tridimensional (3D) [100,101,103,104]. A tipologia dos 

nanomateriais também pode ser classificada com base nas suas propriedades, que incluem 

caraterísticas magnéticas, óticas, elétricas e mecânicas. Estas propriedades são influenciadas 

pelo tamanho e forma dos nanomateriais, dando origem a comportamentos que não se 

verificam em materiais de maior escala, como por exemplo, as nanopartículas de ouro mudam 

de cor consoante o seu tamanho, ou seja, à medida que o tamanho diminui o pico de emissão 

passa para comprimentos de onda mais curtos [100,101]. 

Os nanomateriais têm uma grande variedade de aplicações em diversas áreas, como na 

eletrónica, medicina, energia, indústria da construção, aplicações ambientais e indústria têxtil 

[100,103,104]. 

2.5.1 Metodologia de síntese 

Em nanotecnologia, as diferentes abordagens à produção e manipulação de estruturas à escala 

nanométrica são designadas por top-down e bottom-up (Figura 9) [104]. 
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Figura 9 – Diagrama dos métodos de produção de nanomateriais top-down e bottom-up, retirado de 

[105]. 

2.5.1.1 Top-down 

O método top-down baseia-se na teoria da decomposição de estruturas maiores em partículas 

de tamanho nanométrico por meio de um processo subtrativo, ou seja, um material em estado 

sólido é processado de forma mecânica ou química para se obter as dimensões nanométricas 

pretendidas [100,104]. As técnicas comuns nesta categoria incluem a moagem mecânica, 

também conhecida como moagem por bolas, que utiliza forças mecânicas para triturar 

materiais em pós finos; litografia, um processo que utiliza luz para transferir padrões para um 

substrato, criando características em escala nanométrica; e gravação química, que envolve a 

remoção de material de uma superfície para criar formas e tamanhos desejados [100]. 

A abordagem top-down possui benefícios como o controlo preciso da dimensão, forma e 

estrutura dos nanomateriais produzidos, originando nanomateriais com estruturas e 

propriedades complexas. Contudo, tem limitações, nomeadamente na resolução das técnicas 

utilizadas, que podem afetar a capacidade de criar elementos extremamente pequenos, pode 

gerar resíduos durante o processo de redução de estruturas maiores para dimensões 

nanométricas, levando a defeitos e imperfeições estruturais, além de enfrentar desafios na 

obtenção de uniformidade no produto final e necessitar no geral mais energia e recursos [104]. 

 

2.5.1.2 Bottom-up 

No método bottom-up, as estruturas nanométricas são construídas a partir de átomos e 

moléculas individuais, que se organizam em estruturas maiores e mais complexas, permitindo 

um controlo preciso da estrutura final [100,104]. As principais técnicas aplicadas são o método 

sol-gel, um processo químico húmido que faz a transição de uma solução para uma fase sólida 

em gel; deposição química de vapor (do inglês: chemical vapour deposition, CVD), onde 

reagentes gasosos formam um material sólido num substrato; e síntese hidrotérmica, que 

utiliza alta temperatura e pressão em soluções aquosas para sintetizar materiais [100]. 

As principais vantagens do método bottom-up, incluem a montagem de nanomateriais com 

precisão atómica, resultando em estruturas altamente uniformes, o que possibilita um controlo 

preciso do tamanho das nanopartículas e criação de estruturas e materiais complexos que não 

se verificam em materiais em grande escala. Porém, pode exigir condições de síntese mais 

complexas e tempos de processamento mais longos, e a escalabilidade pode ser desafiadora 
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para alguns métodos, com potencial de contaminação durante a síntese [104]. Dadas as 

vantagens da metodologia bottom-up na produção de nanopartículas esféricas e 

monodispersas, a síntese hidrotérmica destaca-se como uma rota eficaz para a produção de 

QDs.  

Este método envolve alta temperatura e pressão, o que permite a dissolução de precursores e 

promove a nucleação e o crescimento de QDs de maneira controlada. O ambiente hidrotérmico 

possibilita a uniformidade, uma vez que as condições podem ser ajustadas com precisão para 

alcançar um tamanho e forma de partículas consistentes, o que é crucial para as propriedades 

óticas dos QDs. Além disso, a síntese hidrotérmica pode ser escalada para uma produção maior, 

mantendo a qualidade dos QDs [106]. O bottom-up, especialmente por meio da síntese 

hidrotérmica, é vantajosa para a produção de QDs de alta qualidade com propriedades 

desejáveis para várias aplicações, incluindo optoeletrónica e campos biomédicos [107]. 

2.5.2 Pontos quânticos – QDs 

Os QDs são nanocristais semicondutores, compostos por alguns milhares de átomos e têm 

dimensões na faixa de 2 a 10 nanómetros [108–110]. Estes nanomateriais segundo a sua 

composição podem ser divididos em dois grupos: QDs inorgânicos e QDs orgânicos. Os QDs 

orgânicos são constituídos por carbono, com estruturas grafíticas (grafeno e pontos de 

carbono). Por sua vez, os QDs inorgânicos são materiais que podem ter na sua constituição o 

carbono, mas maioritariamente baseados em materiais inorgânicos e podem ser encontrados 

em diferentes configurações (estruturas binárias, ternárias e núcleo-casca) [9,100]. 

No desenvolvimento deste trabalho foram utilizados os QDs inorgânicos, com destaque para os 

nanocristais semicondutores binários dos grupos II–VI, III–V e IV–VI da tabela periódica, 

amplamente aplicados em sensores MIP@QDs. Os QDs com estrutura núcleo-casca (do inglês: 

core-shell) oferecem maiores rendimentos quânticos e melhor fotoestabilidade, graças à 

presença de uma camada adicional que envolve o núcleo metálico primário [9,108,111]. 

Os QDs exibem efeitos quânticos devido ao seu tamanho nanométrico, que resulta em 

propriedades óticas e eletrónicas distintas em comparação com materiais semicondutores de 

tamanho macroscópico. A sua capacidade de conduzir a corrente elétrica de forma controlada, 

condicionam as suas propriedades elétricas, as quais podem ser explicadas pela teoria de 

bandas [111]. A teoria das bandas é um conceito fundamental da física do estado sólido que 

descreve o comportamento dos eletrões nos sólidos cristalinos. De acordo com esta teoria, os 

eletrões num sólido ocupam níveis de energia discretos ou bem individualizados, as quais se 

associam bandas de energia. Existem duas bandas de energia principais nos sólidos: a banda de 

valência (onde os eletrões estão fortemente ligados aos átomos e não contribuem para a 

condutividade elétrica); a banda de condução (onde os eletrões se podem mover livremente e 

contribuem para a passagem da corrente elétrica). A diferença de energia entre a banda de 

valência e a banda de condução é designada por intervalo de energia ou gap energético 

[109,112,113]. De acordo com esta teoria e com base nas propriedades das suas bandas de 
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energia, os materiais podem ser classificados como condutores, isolantes ou semicondutores 

[114]. 

Nos condutores, metais como o cobre, a prata e o ouro têm bandas de valência e de condução 

semipreenchidas, permitindo que os eletrões se movam facilmente através do material, 

resultando numa elevada condutividade elétrica. Por outro lado, os isolantes têm um largo 

intervalo de energia entre as bandas de valência e de condução, o que impede o movimento 

dos eletrões, devido à falta de energia suficiente para transitar de uma para a outra [114].  

Por sua vez, nos semicondutores ocorre o efeito de confinamento quântico que se relaciona 

com o raio de Bohr, devido à influência que o tamanho do material tem nas propriedades 

eletrónicas dos eletrões [109,112,113]. O raio de Bohr é uma medida da distância média a que 

um eletrão orbita em torno do núcleo de um átomo no seu estado fundamental. Quando a 

dimensão do material semicondutor é reduzida para uma escala comparável ao raio de Bohr, 

os eletrões no interior do material sofrem um confinamento espacial significativo, resultando 

num aumento do intervalo de energia entre as bandas de valência e de condução, devido à 

quantização das energias permitidas para os eletrões confinados [112]. Num material 

semicondutor de dimensão macroscópica, os eletrões da banda de valência estão distribuídos 

em estados energéticos contínuos e a banda de condução está separada da banda de valência 

por um intervalo de energia relativamente pequeno. No entanto, quando o material é reduzido 

a uma escala nanométrica, o confinamento quântico provoca uma discretização das energias 

permitidas para os eletrões na banda de condução, resultando num aumento do intervalo de 

energia (Figura 10). Esta discretização das energias eletrónicas devido ao confinamento 

quântico tem um impacto significativo nas propriedades óticas e eletrónicas do material 

semicondutor, particularmente nas alterações das propriedades de emissão de luz e nas 

transições eletrónicas [109,112]. 

As propriedades macroscópicas dos materiais são condicionadas não apenas pelas suas 

propriedades elétricas à nanoescala, mas também pelas suas propriedades físicas e óticas dos 

materiais. A distribuição dos átomos na estrutura tridimensional desempenha um papel crucial 

na determinação das propriedades macroscópicas dos materiais, como o caso das propriedades 

óticas, que são modeladas pelo rácio da carga superficial e o tamanho das nanopartículas, que 

permite compreender o comportamento dos QDs como sensores óticos fluorescentes 

[109,115]. 
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Figura 10 – Ilustração do efeito de confinamento quântico, retirado de [116]. 

A superfície dos materiais assume uma importância crucial na definição das suas propriedades 

à nanoescala, em particular nos materiais nanocristalinos, onde existe uma elevada quantidade 

de defeitos superficiais. Os defeitos podem ser falhas atómicas ou átomos com valência 

incompleta, que geram estados energéticos capazes de aprisionar portadores de carga, 

diminuindo a probabilidade de recombinação excitónica e aumentando a probabilidade de 

eventos não radiativos. Com o objetivo de atenuar esse efeito, utiliza-se a passivação de 

defeitos superficiais, seja por meio de bases de Lewis que se ligam a zonas da superfície, ou 

pelo crescimento de uma camada inorgânica de um material semicondutor com um grande gap 

[111,112,117]. Esta camada inorgânica cria um poço de energia potencial que concentra os 

portadores de carga no interior da partícula, reduzindo o impacto dos defeitos da superfície na 

emissão de luz. Uma aplicação exemplar é o caso das nanopartículas de Seleneto de cádmio 

(CdSe, do inglês: Cadmium selenide), cuja superfície pode ser revestida com camadas de 

semicondutores (estruturas core-shell) com maior energia de intervalo de banda, como o 

Sulfureto de zinco (ZnS, do inglês: Zinc sulphide) ou o Sulfureto de cádmio (CdS, do inglês: 

Cadmium sulphide). Estes materiais isolam o núcleo de CdSe, mas em simultâneo protegem-no 

da oxidação em condições ambientais, uma vez que o ião S²- tem um potencial de redução mais 

elevado do que o Se²-, atenuando a degradação foto-oxidativa da superfície [109,113,115].  

Os QDs são muito utilizados em aplicações como ecrãs de alta-definição, células solares e 

sistemas de imagiologia biomédica, evidenciando a importância desta classe de materiais na 

investigação e desenvolvimento atuais [100,118]. 

O telureto de cádmio foi o material utilizado na síntese dos QDs neste trabalho. Trata-se de um 

material cristalino semicondutor composto por elementos dos grupos 12 e 16 da Tabela 
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periódica [108], na proporção de 1:1 (Cd:Te). Quando sintetizado em escala nanométrica, esse 

material exibe propriedades óticas lineares e não lineares excecionais, como alta eficiência 

quântica e um espetro ajustável ao visível pela alteração do seu tamanho. Devido ao seu 

tamanho tão reduzido, a carga superficial desses materiais torna-se um parâmetro crucial, 

influenciando diretamente o comportamento elétrico dos nanocristais em solução. Isso confere 

mobilidade eletroforética, capacidade de dispersão e de adsorção de iões e/ou moléculas 

orgânicas na sua superfície. As alterações nessas cargas provocadas pela presença de algum 

analito, podem afetar a solubilidade dos QDs e originar um aumento ou supressão da sua 

luminescência, permitindo que os nanocristais tenham aplicação em diversificadas áreas [115]. 

Os CdTe@QDs estão entre os nanocristais semicondutores com maior diversidade de aplicações. 

Na síntese dos nanocristais, os ligantes de superfície mais comuns são compostos que contêm 

grupos tióis, como o ácido tioglicólico (TGA, do inglês, Thioglycolic acid), o ácido 3-

mercaptopropiónico (3-MPA, do inglês, 3-mercaptopropionic acid), a glutationa (GSH) e a 

cisteína (CYS, do inglês, Cysteine) [117,119]. Esses ligantes de tiol proporcionam aos QDs 

estabilidade em meio aquoso, prevenindo a agregação, além de adicionar funcionalidades 

químicas especificas, como grupos amina ou carboxílicos. Isso permite interações eletrostáticas 

ou covalentes com superfícies macroscópicas, nanopartículas ou biomoléculas [117]. Perante 

estas características, neste estudo foram sintetizados nanocristais de CdTe@MPA, utilizando as 

características dos CdTe@QDs e o ligante de superfície com o grupo tiol. A escolha desse ligante 

foi motivada pela presença de grupos nitrilo, amino e hidroxilo na molécula alvo, que facilitam 

interações que alteram a carga superficial no ligante destes QDs na presença do analito. 

A conjugação de QDs com MIPs representa uma abordagem promissora para o 

desenvolvimento de sensores biomiméticos com elevada seletividade e sensibilidade, 

permitindo a deteção eficiente de biomarcadores e outras substâncias de interesse, com 

respostas rápidas e precisas [120,121]. 

2.6 Luminescência 

A luminescência é a emissão de luz ultravioleta, visível ou infravermelha por uma espécie 

química a partir de um estado excitado gerado por um estímulo luminoso na sequência de uma 

reação química ou de radiação ionizante. O termo “luminescência” tem origem no latim lumen, 

que significa luz, e foi introduzido em 1888 pelo físico e historiador da ciência Eilhardt 

Wiedemann. Ele aplicou o termo para descrever todos os fenómenos de emissão de luz, exceto 

a incandescência, que resulta de altas temperaturas de um corpo. Também sendo muitas vezes 

referida como “luz fria”, em contraste com a incandescência, que é considerada uma “luz 

quente”. E pode-se enquadrar em várias categorias, dependendo da forma como ocorre a 

excitação da espécie química que exibe esta propriedade, conforme ilustrado na Tabela 4 [122]. 
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Tabela 4 – Tipos de luminescência e o modo de excitação respetivo, adaptado de [122]. 

Fenómeno Modo de Excitação 

Fotoluminescência (Fluorescência ou 
Fosforescência) 

Absorção de luz (fotões) 

Radioluminescência Radiação de ionização (raios-X) 

Catodoluminescência Raios catódicos 

Eletroluminescência Campos elétricos 

Termoluminescência 
Aquecimento após pré-armazenamento de 

energia (irradiação radioativa) 

Quimiluminescência Processos químicos (oxidação) 

Bioluminescência Processo bioquímico 

Triboluminescência Forças de fricção e eletrostáticas 

Sonoluminescência Ultrassons 

As espécies químicas luminescentes podem ser de diferentes tipos, incluindo compostos 

orgânicos como os hidrocarbonetos aromáticos, a fluoresceína, a rodamina, a cumarina, as 

oxazinas, os polienos e os aminoácidos (triptofano, tirosina, fenilalanina); compostos 

inorgânicos, como uranilo, iões lantanídeos (Eu3+, Tb3+), vidros dopados (com Nd, Mn, Ce, Sn, 

Cu, Ag), nanocristais (CdTe, ZnS, CdS, ZnSe, CdSe, GaS, GaP, Al2O3/Cr3+); compostos 

organometálicos, nomeadamente complexos de ruténio, complexos com iões lantanídeos, 

complexos com agentes quelantes[122]. 

A fluorescência e a fosforescência são casos particulares de fotoluminescência, em que a 

emissão luminescente é desencadeada pela absorção de fotões de luz. Uma molécula, quando 

absorve a energia de um fotão, transita de um estado de energia fundamental para um estado 

de energia excitado, correspondente à ocupação de níveis de energia mais elevados por um 

eletrão de valência. O retorno da molécula ao seu estado fundamental pode ser acompanhado 

de emissão luminescente, porém existem também outras possibilidades de decaimento não 

radiativo (com diferentes probabilidades de ocorrência), nomeadamente a conversão interna, 

o cruzamento entre sistemas e a transferência de carga intermolecular (Figura 11). De entre 

estes processos de desexcitação, alguns resultam da interação com outras moléculas, como a 

transferência de eletrões, a transferência de protões e a transferência de energia [122].  
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Figura 11 – Processos de desativação de uma molécula excitada, adaptado de [122]. 

No sentido de melhor compreender o fenómeno de fluorescência que suporta a metodologia 

utilizada para sintetizar MIPs como sensores biomiméticos para a proteína CA19-9, são 

apresentados alguns aspetos fotofísicos básicos. 

2.6.1 Transições eletrónicas 

As moléculas absorvem energia, o que resulta na excitação de um eletrão de valência, 

provocando uma transição eletrónica entre dois níveis de energia distintos e bem definidos. A 

energia absorvida tem de ser igual à diferença de energia entre o estado fundamental e o 

estado excitado para que esta transição ocorra. A quantidade de energia (E) absorvida pode ser 

expressa da seguinte forma (Equação 1) [123]:  

                                                         𝐸 = ℎ𝜈                                                                      (1) 

onde: 

• h corresponde à constante de Planck (6.67×10-27 erg.s) 

• ν corresponde à frequência (em Hertz) da radiação 

O diagrama simplificado de Perrin-Jablonski (Figura 12) permite visualizar as possíveis 

transições eletrónicas causadas pela absorção de um fotão e os diferentes processos de 

desexcitação que podem ocorrer. Os estados eletrónicos singletos são denominados S0 (estado 

fundamental), S1 (primeiro estado excitado) e S2 (segundo estado excitado), enquanto os 

estados eletrónicos tripletos são designados T1 e T2. Cada um destes estados eletrónicos contém 

diversos níveis vibracionais, representados por linhas horizontais mais finas [123].  
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Figura 12 – Diagrama Perrin-Jablonski com exemplos dos vários mecanismos de absorção e 

desexcitação. S0, S1 e S2 – estados eletrónicos singletos; T1 e T2 – estados eletrónicos tripletos; IC – 

conversão interna; ISC – cruzamento intersistemas, adaptado de [123]. 

No caso do decaimento S1→S0 seja acompanhado pela emissão de um fotão, o processo é 

designado por fluorescência. O tempo de duração da emissão de um fotão é da mesma ordem 

de grandeza que o da absorção de um fotão em torno de 10-15 s. Contudo, os eletrões 

permanecem no estado excitado até emitirem um fotão ou passarem por outro processo de 

desexcitação (Tabela 5). Na sequência da excitação de um certo número de moléculas, estas 

sofrerão um decaimento exponencial da sua intensidade fluorescente em função do tempo 

médio passado no estado excitado [123].  

Tabela 5 – Tempos específicos dos processos de absorção e de desexcitação, adaptado de [124]. 

Processos de absorção e de desexcitação  Tempo (s) 

Absorção 10-15 s 

Relaxamento vibracional 10-14 a 10-11 s 

Fluorescência 10-9 a 10-7 s 

Cruzamento intersistemas 10-8 a 10-3 s 

Conversão interna 10-14 a 10-11 s 

Fosforescência 10-4 a 10-1 s 

2.6.2 Desvio de Stokes 

Na Figura 13 é apresentado o comprimento de onda máximo, λa max, que reflete a transição 

mais provável de ocorrer. Do mesmo modo, o espetro de emissão representa as transições 

eletrónicas que ocorrem do nível vibracional mais baixo do S1 para qualquer nível vibracional 

do S0. A menor diferença de energia entre os estados no processo de desexcitação significa que 

a radiação fluorescente tem comprimentos de onda mais longos do que a radiação utilizada 

para excitar as moléculas. Assim, existe um desvio entre os espetros de absorção e de emissão, 
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o desvio de Stokes é medido geralmente pela diferença de comprimento de onda entre o pico 

máximo do espetro de absorção e o pico máximo do espetro de emissão [122]. 

 
Figura 13 – Representação do desvio de Stokes, adaptado de [122]. 

É de salientar que os dois espetros podem exibir uma região de sobreposição, o que indica que 

algumas transições de excitação necessitam de menos energia do que a libertada nas transições 

de regresso ao estado fundamental. Para avaliar o desvio de Stokes, o espetro de absorção é 

obtido através da medição da radiação absorvida por um material. Por outro lado, o espetro de 

emissão é obtido excitando a amostra com um comprimento de onda fixo e analisando o 

espetro de fluorescência resultante. Também é comum obter espetros de excitação para 

caraterizar materiais fluorescentes. Esses espetros são frequentemente semelhantes aos 

espetros de absorção, mas fornecem informações diferentes. A leitura destes espetros é 

efetuada fixando o comprimento de onda da intensidade de fluorescência e analisando o 

comprimento de onda da radiação de excitação [122]. 

2.6.3 Fluorescência em estado estacionário 

Segue-se uma breve descrição da fluorescência em estado estacionário, utilizada para avaliar o 

desempenho do sensor biomimético na deteção da proteína CA19-9 desenvolvido neste 

estudo. 

A medição da intensidade de fluorescência em estado estacionário pressupõe a existência de 

uma fonte de radiação com emissão constante sobre a amostra e a medição contínua da 

intensidade de fluorescência. Dado que a absorção ocorre numa escala de tempo de 

femtossegundos, o estado estacionário é alcançado de imediato após a radiação atingir a 

amostra [122]. A intensidade de fluorescência é uma medida adimensional associada ao 

número de fotões de emissão que incidem no fotodetetor. No caso de o fotodetetor ser um 

espetrómetro, para além da intensidade, é também possível obter informações sobre o espetro 

de emissão. O espetro de emissão informa-nos que nem todos os fotões emitidos têm a mesma 

energia, refletindo as várias transições que ocorrem do nível vibracional mais baixo de S1 para 
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os vários níveis vibracionais de S0, o que justifica a forma sinusoidal da curva de emissão de 

fluorescência com o comprimento de onda (Figura 13) [125]. 

 

2.6.3.1 Supressão da fluorescência 

A supressão ou inibição da fluorescência (quenching) é qualquer processo de diminuição da 

intensidade da emissão fluorescente de uma molécula. Estes processos de decaimento de 

eletrões no estado excitado podem ser intrínsecos à própria molécula ou intramoleculares ou 

resultar da interferência com moléculas vizinhas, sendo por isso designados intermoleculares. 

Em geral, a supressão é um processo fotofísico, não existem reações químicas para formar 

novos produtos. Assim, após o decaimento, o fluoróforo não se converte num novo produto 

mantendo a sua estrutura molecular. Dos processos de interação com moléculas vizinhas, 

apenas será considerado o que ocorre por colisão entre o fluoróforo e o supressor. Ao interagir 

com o analito, os QDs sofrem o efeito de supressão de fluorescência [122]. Este trabalho 

apresenta os QDs como um fluoróforo e o CA19-9 como um supressor, um processo 

dependente do tempo, pois requer uma colisão com o supressor durante o tempo de vida do 

estado excitado dos QDs, resultando em um retorno ao estado fundamental com emissão de 

calor, sendo classificado como supressão dinâmica e depende da difusão das moléculas no meio. 

Por outro lado, a supressão estática difere da supressão dinâmica na medida em que um par 

fluoróforo-supressor é formado no estado fundamental e é independente das colisões entre as 

moléculas e pode ocorrer nos casos em que a difusão das moléculas é limitada pela elevada 

viscosidade do meio ou em matrizes rígidas. Em ambos os processos de supressão, a 

intensidade fluorescente apresenta um decaimento exponencial que é proporcional à 

concentração do supressor, dada pela equação de Stern-Volmer (Equação 2) [122,125,126]: 

                                                                
𝐹0

𝐹
= 1 + 𝑘𝑠𝑣[𝑄]                                                                      (2) 

Onde: 

• 𝐹0 é a intensidade de fluorescência na ausência do supressor, 

• 𝐹 é a intensidade de fluorescência na presença do supressor, 

• ksv é a constante de Stern-Volmer que descreve a eficiência de extinção, 

• [Q] é a concentração do supressor. 

De um modo geral, quando a relação Fo/F é representada graficamente em função da 

concentração do supressor, obtém-se uma relação linear em que o declive (ksv) representa a 

constante de Stern-Volmer, a pressão e temperatura constantes [122,125,126]. 

Pela equação de Stern-Volmer é possível demonstrar a acessibilidade e a resistência à 

transferência de massa da molécula alvo através da matriz polimérica, sendo este valor 

fornecido pelo fator de impressão (IF, do inglês: Imprinting factor). Este dado é fornecido pela 

razão entre as constantes de Stern-Volmer do MIP e do NIP, como mostra a Equação 3 [127]:  
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                                                                      𝐼𝐹 =
𝑘𝑠𝑣𝑀𝐼𝑃

𝑘𝑠𝑣𝑁𝐼𝑃
                                                                      (3) 

No caso da supressão estática (Equação 4), a constante representa a constante de equilíbrio de 

formação do complexo (kS) [122].  

                                                        
𝐹0

𝐹
= 1 + 𝑘𝑠𝑣[𝑄] = 1 +  𝑘𝑠[𝑄]                                                  (4) 

A supressão também depende da concentração do supressor a uma determinada pressão e 

temperatura. E por vezes, a supressão dinâmica e estática pode ocorrer simultaneamente, o 

que leva a um desvio da linearidade de F0/F em função da concentração do supressor [Q] [122].   
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3 Parte experimental 

Neste capítulo, serão descritos os procedimentos experimentais necessários para que todos os 

objetivos sejam alcançados. O trabalho experimental iniciou-se com a síntese dos QDs da cor 

pretendida, neste caso o amarelo. Após a síntese dos QDs, seguiu-se com o processo de 

polimerização dos MIPs e consequente imobilização dos mesmos numa membrana de nylon. 

Após a preparação do biossensor, procedeu-se aos estudos de deteção, reprodutibilidade e 

seletividade da CA19-9 para testar o sensor biomimético. 

3.1 Materiais e Equipamentos 

Os espetros de fluorescência foram adquiridos utilizando um espetrómetro de fluorescência 

Lumina (Figura 14) (Thermo Scientific) com uma lâmpada de descarga de arco de xénon de onda 

contínua de 150 W como fonte de luz, a uma velocidade de varrimento de 600 nm min-1, um 

tempo de integração de 50 ms e um tempo de resposta de 0,02 s. A tensão do tubo 

fotomultiplicador foi de 330 PMT, com as fendas de excitação e de emissão reguladas para 20 

nm e os filtros regulados para o ar. A amostra foi excitada a 380 nm (λex=380 nm) e a emissão 

foi registada entre [485-680] nm. As medições de fluorescência foram realizadas com uma 

célula de precisão com um trajeto de luz de 1 mm em quartzo suprasil® da Hëllma®Analytics. 
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Figura 14 – Espetrómetro de fluorescência Lumina (Thermo Scientific). 

Os reagentes utilizados no desenvolvimento deste trabalho e a sua origem comercial são 

apresentados na Tabela 6. 

Tabela 6 – Lista de reagentes utilizados e a respetiva origem comercial. 

Reagentes Origem comercial 

Pó de telúrio (200 mesh, 99,8 %) Alfa Aesar 

Borohidreto de sódio (NaBH4, 99 %) Fisher Chemical 

Tetrametiletilenodiamina (TEMED) Fisher Chemical 

Cloreto de cádmio hemi (penta-hidratado) (CdCl2. 2. 

5H2O, 98 %) 
Acros Organics 

Hidrogenocarbonato de sódio (NaHCO3) Panreac Química SA 

Carbonato de sódio deca-hidratado (Na2CO3. 10H2O) Riedel-de Haën 

Proteína humana CA19-9 sem conjugação de antigénio Biorbyt 

MMP7 Abbexa 

Creatinina (CREA, do inglês, creatinine) Fluka 

Albumina de soro humano (HSA, do inglês, Human 
serum albumin) 

Sigma-Aldrich 

Etanol (96 %) LabChem 

3-MPA Sigma-Aldrich 

Cloridrato de aminoetil-2 metacrilato (AEMH.HCl) Sigma-Aldrich 

Acrilamida (AAm) Sigma-Aldrich 

N, N-metilenobis(acrilamida) (MBAm) Sigma-Aldrich 

Tampão fosfato salino (PBS, do inglês: Phosphate 

buffered saline) 
VWR Life Science 

Persulfato de amónio (APS, do inglês: Ammonium 

persulfate) 
VWR Life Science 

Soro humano HN PZ CORMAY S. A. 
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3.2 Metodologias 

Foram realizados vários procedimentos para obter o sensor biomimético final, começando com 

a síntese dos nanomateriais e MIPs, depois a sua caracterização, terminando com testes de 

seletividade e eficácia. 

3.2.1 Síntese dos pontos quânticos 

Os QDs solúveis em água foram preparados de acordo com Zhou et al., mas com pequenas 

modificações. Inicialmente, desoxigenou-se 250 ml de água ultrapura com azoto. De seguida, 

pesou-se para o gobelé, 360 mg de borohidreto de sódio, 76,2 mg de telúrio em pó e juntou-se 

5 ml de água ultrapura, previamente saturada com azoto. Num balão de três tubuladuras, 

dissolveu-se cloreto de cádmio (6,6 mmol) em 60 mL de água ultrapura desoxigenada. Com uma 

solução transparente adicionou-se, 30 mL de água ultrapura e de 3-MPA (10,2 mmol). De 

seguida, o pH foi ajustado entre 11-11,5 com adição gota-a-gota de hidróxido de sódio 1 M, e a 

solução foi desoxigenada com azoto e colocou-se sob refluxo. A solução aquosa de NaBH4 e 

telúrio foi mergulhada de imediato num banho, previamente aquecido a 80 °C, e deixou-se em 

agitação 5-10 minutos, até se observar a formação de uma forte cor púrpura. A razão molar 

(Cd2+/Te2-/3-MPA) foi otimizada para (1:0,1:1,5). Foram obtidos diferentes tamanhos de QDs de 

telureto de cádmio, funcionalizados com o ácido 3-mercaptopropiónico, CdTe@MPA, com o 

tempo de refluxo. A solução de QDs foi precipitada com etanol 96 %, a razão (solução de 

QDs/etanol) foi (1:1), e o precipitado foi recolhido por centrifugação a 8000 rpm a 5 minutos, à 

temperatura ambiente (22 °C) (Figura 15). O passo final foi a secagem dos pellets num exsicador 

à temperatura ambiente. Os QDs sólidos resultantes do processo foram triturados e 

armazenados num frasco escuro protegido da luz. 

 
Figura 15 – Ilustração da síntese dos QDs. 
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3.2.2 Síntese de MIP@QDs 

Os polímeros impressos foram preparados pela estratégia de impressão de superfície 

recorrendo ao método de polimerização de radicais livres (Figura 16). 

Foram testadas diferentes condições de polimerização, onde se estudou o efeito da variação de 

alguns constituintes da FRP, como tempo de polimerização, quantidade de iniciador APS, 

catalisador TEMED, monómero AAm e do agente reticulante MBAm. Os gráficos de 

fluorescência obtidos para cada testagem estão representados em anexo (Tabela B1). De uma 

forma sintética, incubou-se 1 kU mL-1 da proteína alvo CA19-9 com 200 µl de CdTe@MPA QDs 

emissores de fluorescência no comprimento de onda da luz amarela, em PBS 10 mM pH 7,4 

(Figura 16-1). Seguidamente, foram adicionados à mistura o agente vinílico AEMH (0,0242 mM), 

o monómero funcional AAm (0,101 mM) e o reticulante MBAm (0,109 mM), sob agitação 

durante 10 minutos em PBS. No passo seguinte, adicionou-se APS (19,9 mM) juntamente com 

o TEMED (39,8 mM) e incubou-se durante 30 minutos sob agitação a 650 rpm (Figura 16-2). 

Depois da polimerização as amostras foram centrifugadas, o sobrenadante foi descartado e o 

pellet foi ressuspendido em 1 mL de PBS, e a fluorescência de NIP@QDs e MIP@QDs foi medida. 

 
Figura 16 – Representação esquemática das etapas de construção do sensor biomimético para a deteção 

da proteína CA19-9: (1) Incubação da proteína CA19-9 com os QDs; (2) Polimerização da mistura reacional 

contendo o monómero e a molécula alvo; (3) Remoção da proteína CA19-9 da matriz polimérica, criando 

cavidades específicas; (4) Reconhecimento e religação específica da proteína CA19-9 à superfície do 

MIP@QDs. 

No passo do tratamento com CBB, a proteína foi removida das cavidades impressas no polímero. 

Os MIPs@QDs foram centrifugados e ressuspendidos em 1 mL de tampão 

carbonato/bicarbonato (CBB, do inglês: Carbonate-bicarbonate buffer) pH 9,8 e deixados a 

incubar durante 24 horas no frigorífico (Figura 16-3). Seguidamente foram centrifugados e o 

sobrenadante foi descartado. O pellet obtido foi ressuspendido em 1 mL de PBS 10 mM e 

designado de MIP@QDs. A suspensão obtida foi utilizada nas calibrações por medição da 

variação da sua intensidade de fluorescência com a concentração da proteína alvo CA19-9 

(Figura 16-3). Repetiu-se o protocolo, excluindo o passo da incubação da proteína alvo, para a 

síntese dos materiais não impressos (NIP@QDs). 
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3.2.3 Imobilização de MIP@QDs em suporte sólido 

O estudo da imobilização no suporte sólido foi realizado para complementar e comprovar a 

investigação desenvolvida em solução, para os QDs livres, os MIP@QDs e os NIP@QDs. Este 

estudo, baseou-se na utilização de uma membrana de nylon com 47 mm de diâmetro e 0,45 µm 

de dimensão dos poros, sobre a qual a solução do MIP@QDs foi adsorvida e impregnada, 

conforme ilustrado na Figura 17. 

Posteriormente, colocaram-se as membranas sob lâmpada UV (365 nm) e foi capturada a 

fotografia. Após a aquisição das imagens, estas foram submetidas a análise das coordenadas de 

cor numa aplicação de Red, Green and Blue (RGB) do dispositivo móvel (Figura 17). 

 

Figura 17 – Ilustração das fases de construção do sensor biomimético em suporte sólido. Imobilização 

da solução MIP@QDs em membrana de nylon utilizando um sistema de filtração a vácuo, seguida pela 

incubação com diferentes concentrações de CA19-9 e medição do sinal. 

3.2.4 Deteção da CA19-9  

Os MIP@QDs desenvolvidos no presente trabalho foram testados como sensores biomiméticos 

para a proteína alvo CA19-9. Estes estudos foram efetuados, através de calibrações dos 

MIP@QDs removidos de proteína e cujo sinal foi seguido por espetroscopia de fluorescência 

em modo estático, ou seja, por medição da sua intensidade de emissão de fluorescência. Todas 

as calibrações foram executadas para os MIP@QDs e os correspondentes polímeros não 

impressos NIP@QDs. 

Em solução 

Efetuou-se a calibração dos MIP@QDs em PBS 10 mM pH 7,4, na presença de soluções padrão 

de CA19-9 preparadas neste tampão. Resumidamente, adicionaram-se a 190 µL de uma 

suspensão de MIP@QDs, 2 µL de solução padrão de CA19-9 na gama de concentrações [3,96-

5200] mU mL-1, ajustando-se o volume final a 200 µL com PBS. Por fim, mediu-se o sinal de 

fluorescência da suspensão de MIP@QDs na presença de cada padrão de CA19-9 em PBS. 
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Repetiram-se as calibrações para os padrões de CA19-9 no intervalo de concentrações [0,0396-

52] mU mL-1em soro humano liofilizado, o qual foi previamente filtrado com membranas 50 kDa 

de cut-off de peso molecular e diluído a 100 vezes em PBS 10 mM pH 7,4. 

Em suporte sólido 

As calibrações dos MIPs em suporte sólido foram realizadas pela adsorção numa membrana de 

nylon de MIP@QDs e de seguida incubados com diferentes concentrações de CA19-9 em PBS e 

soro humano diluído 100 vezes. No caso, da calibração em PBS, os 1000 µL de MIP@QDs foram 

diluídos com PBS, ajustando-se o volume final para 5000 µL. Esta solução final foi vertida para 

um filtro de membrana de nylon, à qual se adsorveu diferentes concentrações padrão de CA 

19-9 em PBS 10 mM pH 7,4, numa gama de intervalo [3,96-5200] mU mL-1. De seguida, 

selecionaram-se seis pontos semelhantes da membrana do MIP@QDs e NIP@QDs, e incubou-

se com 3 µL de concentrações padrão da proteína CA19-9 em PBS e seguidas de secagem numa 

estufa a 37ºC durante 16 minutos. Para a calibração em soro humano diluído, efetuou-se o 

mesmo procedimento. 

3.2.5 Estudos de reprodutibilidade 

Avaliou-se a reprodutibilidade dos MIP@QDs sintetizados neste trabalho com soro humano 

diluído, em PBS 10 mM pH 7,4. De seguida, adicionaram-se aos 190 µL de MIP@QDs 2 µL de 

solução padrão CA19-9 de 3,96 mU mL-1 em soro humano diluído, tendo o volume final sido 

ajustado a 200 µL. Este procedimento foi repetido para as concentrações de 1390 e 5200 mU 

mL-1 e a fluorescência dos MIP@QDs foi medida na presença de cada padrão CA19-9. 

3.2.6 Estudos de seletividade 

Os ensaios de seletividade de MIP@QDs foram realizados, para três interferentes, na presença 

e ausência de CA19-9 10 U mL-1em PBS 10 mM pH 7,4. Resumidamente, misturaram-se a 190 

µL de uma suspensão de MIP@QDs 2 µL de solução padrão CA19-9. Seguidamente, foi 

adicionada uma solução padrão de CREA a 0,06 µg mL-1 e o volume final foi ajustado para 200 

µL. O processo foi repetido para a proteína albumina de soro humano (HSA, do inglês, Human 

serum albumin) a 0,4 mg mL-1 e para um biomarcador do cancro do pâncreas, MMP7 a 0,065 ng 

mL-1. As suspensões foram incubadas durante 10 minutos à temperatura ambiente. O protocolo 

descrito acima foi repetido para os NIP@QDs. 

3.3 Técnicas de caracterização 

Na caraterização dos materiais sintetizados, os QDs, MIP@QDs e os controlos NIP@QDs, foram 

utilizadas várias técnicas, nomeadamente o espetrofotómetro Evolution 220 UV-vis (Thermo 

Scientific) para obter espetros UV-Vis numa gama de comprimentos de onda [190-600] nm.  



Parte Experimental 

45 
 

 

A análise por FTIR, foi efetuada com recurso a um espetrómetro Nicolet iS10 (Thermo Scientific) 

acoplado a um acessório de amostragem de refletância total atenuada (ATR) de cristal de 

contacto de diamante com uma resolução de 32 cm-1 para uma gama espetral de [3900-600] 

cm-1.  

As imagens de SEM e as de espetroscopia de raios X por dispersão de energia EDS foram 

adquiridas num modelo FEI Quanta 400 FEG operado a uma voltagem de aceleração de 15 kV. 

A análise de microscopia de fluorescência de campo amplo foi feita por deconvolução das 

imagens tridimensionais obtidas da análise da microestrutura das membranas de nylon 

adsorvidas com os MIP@QDs. As amostras foram excitadas a 395 nm com uma fonte de luz LED 

Lumencor SpectraX, e o sinal emitido foi filtrado por um filtro quádruplo DA/FI/TRIC/CY5 

(Semrock, EUA). As imagens dos planos z representativos de cada condição foram ajustadas no 

brilho e contraste utilizando o software de código aberto ImageJ.  
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4 Resultados e Discussão 

No desenvolvimento do sensor ótico biomimético para a deteção de CA19-9, foram utilizadas 

duas abordagens distintas: a impressão molecular em solução e a imobilização molecular em 

suporte sólido utilizando membranas de nylon. Na primeira abordagem, baseada em solução, a 

CA19-9 foi incubada por 10 minutos para formar os complexos moleculares desejados. Para a 

segunda abordagem, as membranas de nylon foram utilizadas como suporte para a imobilização 

dos MIP@QDs, seguida de incubação com diferentes concentrações de CA19-9. Os estudos para 

avaliação do desempenho analítico do sensor foram conduzidos em tampão PBS e em soro 

humano diluído, para verificar a eficácia e a sensibilidade em diferentes matrizes. Além disso, 

foram realizados estudos de seletividade para confirmar a especificidade do sensor 

biomimético na deteção da CA19-9 na presença de outras moléculas interferentes. 

Para controlo, foram preparados NIP@QDs em ambas as abordagens. Todos os estudos e testes 

foram realizados em triplicado para garantir a reprodutibilidade e a confiabilidade dos 

resultados obtidos, assegurando a eficácia do sensor biomimético na deteção da CA19-9. 

4.1 Síntese de QDs e MIP@QDs 

Os QDs livres de emissão amarela são nanocristais semicondutores que exibem uma 

fluorescência intensa quando excitados por luz num determinado comprimento de onda, o qual 

foi escolhido para maximizar a sua emissão de fluorescência, no intervalo [485 – 685] nm (Figura 

18A, linha contínua verde). Esta fluorescência resulta da recombinação de eletrões e lacunas 

energéticas geradas pela excitação dos QDs. Antes de avançar para a polimerização dos 

MIP@QDs, foi realizado um estudo preliminar da interação dos QDs com a molécula alvo (CA19-

9), com o objetivo de compreender o comportamento cinético entre ambos. Foram realizadas 

medições da intensidade de fluorescência em intervalos de 10 minutos, durante 40 minutos 

(Anexo A, Figura 1A). Observou-se que a intensidade de fluorescência foi mais elevada nos 

primeiros 10 minutos, seguida por uma diminuição contínua até aos 40 minutos. Este fenómeno 
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pode ser explicado pelo quenching da interação entre os QDs e a CA19-9, onde a molécula alvo 

pode absorver ou dissipar a energia excitada dos QDs ou, ainda, pela agregação dos QDs, uma 

vez que emitem uma fluorescência menos intensa em comparação com os QDs livres. 

A síntese de MIP@QDs envolve etapas cruciais que garantem a funcionalidade e a eficácia dos 

sensores biomiméticos concebidos para a deteção do biomarcador CA19-9, o qual foi descrito 

detalhadamente no subcapítulo 3.2.2.  

Para definir o protocolo ideal, foram testadas diferentes condições de síntese de materiais 

biomiméticos, com o objetivo de otimizar a reação e a sensibilidade do sensor. Foram 

explorados diferentes rácios de monómero, agentes reticulantes e tempos de polimerização 

(Anexo B, Tabela B1). Verificou-se uma relação equilibrada entre o monómero e o agente 

reticulante obtendo uma rede polimérica mais estável e homogénea. No entanto, quando estas 

concentrações não eram idênticas, ocorreram agregações, resultando numa rede polimérica 

mais densa. Esta densidade excessiva dificultou a remoção completa da molécula alvo, 

deixando resíduos após o tratamento com CBB, o que resultou numa fluorescência inferior à 

esperada, pois as cavidades de reconhecimento não ficaram completamente livres (Anexo B, 

Figura B2). Além disso, o tempo de polimerização e as concentrações do iniciador APS e 

catalisador TEMED, também influenciaram a eficiência dos MIP@QDs. 

Após definir o rácio ótimo e o tempo de polimerização, foram realizados ensaios com diferentes 

concentrações de iniciador e catalisador (Anexo B, Tabela B1). Observou-se que o aumento 

destas concentrações melhorou a afinidade de reconhecimento molecular dos MIP@QDs para 

a molécula alvo, permitindo uma remoção mais eficiente da molécula e a formação de 

cavidades específicas livres. Isto foi evidenciado pelo aumento da intensidade de fluorescência 

dos MIP@QDs após o tratamento com CBB, em comparação com a fluorescência medida após 

a polimerização (Anexo B, Figura B1). Subsequentemente, foi realizado um estudo mantendo 

as condições de polimerização de MIP@QDs, mas alterando o pH de 7,4 para 5,8, a fim de 

avaliar a viabilidade da polimerização em meio ácido (Anexo C, Tabela C1). Contudo, após 24 

horas, os MIP@QDs apresentaram um efeito de quenching, indicando instabilidade e tornando-

os inadequados para aplicação como sensores biomiméticos (Anexo C, Figura C1). 

Finalmente, foi testada uma concentração mais elevada de CA19-9 (10 kU mL⁻¹), com o objetivo 

de aumentar o número de locais de impressão na matriz polimérica, aumentando assim a 

sensibilidade do sensor. Os resultados indicaram uma polimerização eficaz e uma remoção 

parcial satisfatória da molécula alvo (Anexo D, Figura D1). No entanto, a resposta analítica dos 

MIP@QDs foi inferior à observada nos controlos (Anexo D, Figura D2C). Este comportamento 

pode ser atribuído à saturação da proteína CA19-9 na matriz polimérica, sugerindo que o 

processo de remoção da molécula alvo não foi suficientemente eficaz para a eliminar por 

completo. Como consequência, verificou-se uma resposta não linear (Anexo D, Figura D2D), 

evidenciando uma baixa especificidade dos MIP@QDs para a proteína, o que comprometeu a 

capacidade de reconhecimento seletivo do sensor biomimético. 
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Este conjunto de estudos evidencia a complexidade inerente à otimização dos MIP@QDs, 

sublinhando a relevância de um controlo rigoroso sobre as condições de síntese para assegurar 

a especificidade e a sensibilidade do sensor biomimético. As condições ótimas de síntese, 

estabelecidas com base nestes ensaios, estão representadas na Figura 18. 

 
Figura 18 – Representação das medições dos espetros de emissão de fluorescência obtidas nas 

diferentes fases da síntese dos MIP@QDs e NIP@QDs. Na imagem A, são apresentados os espetros de 

fluorescência dos QDs livres e após a polimerização dos MIP@QDs e dos NIP@QDs. A imagem B 

corresponde aos resultados obtidos após remoção da molécula alvo com CBB.  

Após polimerização, os MIP@QDs (Figura 18B, linha contínua amarela) e os respetivos 

polímeros não impressos NIP@QDs (Figura 18B, linha contínua vermelha), apresentaram uma 

diminuição significativa da sua intensidade de fluorescência em relação aos QDs livres (Figura 

18A, linha continua verde). Este efeito conhecido por quenching, é mais acentuado nos MIPs do 

que nos NIPs, o que poderá ser explicado pela presença da proteína à superfície dos QDs. 

Atendendo ao valor previsto do ponto isoelétrico da proteína ser aproximadamente 9,0 [128], 

esta pode estar carregada positivamente à superfície do tampão PBS 10mM pH 7,4 usado na 

polimerização. De acordo com esta previsão, a predominância de carga superficial positiva na 

superfície da proteína favorece as interações eletrostáticas com as nanopartículas de QDs, as 

quais possuem carga negativa atendendo à funcionalização da sua superfície com ácido 

mercaptopropiónico, com o pKa de 4,34 para o grupo carboxílico e 10,84 para o grupo tiol [129]. 

Por outro lado, poderá formar-se um complexo não fluorescente entre a CA19-9 e os QDs livres 

de natureza eletrostática por aproximação de cargas opostas, o qual atuará como supressor de 

fluorescência dos QDs, dado que este fenómeno de quenching também se verifica durante a 

calibração dos QDs livres com o aumento da concentração de proteína, como será discutido na 

subsecção 4.4. 

Depois da lavagem com o CBB pH 9,8, observamos um maior aumento da intensidade de 

fluorescência dos MIP@QDs (Figura 18B, linha tracejada amarela) relativamente aos seus 

controlos não impressos NIP@QDs (Figura 18B, linha tracejada vermelha). Tal poderá dever-se 

em parte à remoção de compostos em solução que não reagiram completamente e estariam a 
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bloquear a emissão de fluorescência, por efeito de filtro interno. No entanto a maior 

recuperação de sinal nos MIP@QDs foi 1866,47 de intensidade de fluorescência e em relação 

aos NIP@QDs foi 815,66 de intensidade de fluorescência, reforçando a anterior previsão de ser 

a proteína a responsável pelo restante efeito de supressão de fluorescência nos MIP@QDs. 

Deste modo, a remoção da proteína nas cavidades dos MIP@QDs pode ser facilitada pelo pH 

9,8 do tampão CBB, uma vez que a proteína tende a adquirir uma carga superficial negativa, 

favorecendo a sua libertação da matriz polimérica devido à repulsão eletrostática em relação à 

carga superficial negativa dos QDs neste tampão. Como resultado, a intensidade de 

fluorescência dos MIP@QDs, que foi parcialmente perdida durante a polimerização, é 

recuperada em maior proporção no processo de lavagem, comparativamente aos NIP@QDs.  

Neste trabalho foi feito um estudo de estabilidade dos QDs livres, MIP@QDs e NIP@QDs, 

durante 14 dias à temperatura de 4 °C (Figura 19). 

 
Figura 19 – Estabilidade dos QDs livres, MIP@QDs e NIP@QDs dispersos em PBS ao longo de 1, 7 e 14 

dias, mostrando as diferenças na estabilidade dos materiais.  

Nos QDs livres (Figura 19, barras verdes) observou-se uma descida da intensidade do 1º dia 

para 7º dia correspondente a 756,2 e do 1º dia para o 14º dia de 879. Por outro lado, os 

MIP@QDs (Figura 19, barras amarelas) tiveram uma diminuição da intensidade de fluorescência 

relativamente baixa entres os 14 dias, visualizando-se uma descida de 2,4 do 1º dia para o 7ºdia 

e de 9,1 do 1º dia para o 14º dia. No caso dos NIP@QDs (Figura 18, barras vermelhas), também 

houve uma alteração mínima da intensidade de fluorescência ao longo dos 14 dias, com uma 

diferença de intensidade entre o 1º dia e 7º dia de 13,7 e do 1º dia ao 14º dia de 17,4. 
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4.2 Imobilização do material biomimético em 
suporte sólido 

Realizou-se a imobilização dos QDs livres, MIP@QDs e NIP@QDs na membrana de nylon (Figura 

20). Após filtração em membranas de nylon sob vácuo controlado, observou-se que os QDs 

livres não ficaram adsorvidos na membrana, uma vez que o tamanho dos QDs amarelos se situa 

na gama dos nanómetros, cerca de 3 nm [130] e os poros da membrana de nylon na gama dos 

micrómetros, 0,45µm [131]. As suspensões de QDs livres estavam bem dispersas e homogéneas 

em PBS, mas tal não foi o caso com os MIP@QDs, que formaram suspensões mais heterogéneas. 

O que poderá indicar a presença de pequenos agregados, mais ou menos dispersos, que são 

maiores do que os poros da membrana de nylon, permitindo que tanto os MIP@QDs como os 

seus controlos NIP@QDs ficassem retidos. 

Na prática, quando as membranas de nylon brancas foram observadas sob a lâmpada UV, 

adquiriram uma cor azulada. Esta coloração deve-se à luz UV emitir um comprimento de onda 

mais curto do que o visível, que é absorvido pela membrana de nylon, e os eletrões das 

moléculas dessa superfície são excitados, reemitindo luz no comprimento de onda seguinte, 

correspondente ao azul. No entanto, os MIP@QDs apresentaram adsorção na superfície da 

membrana de nylon, com pontos amarelo-alaranjados a olho nu e uma cor amarelada sob a 

lâmpada UV (Figura 20). Os NIP@QDs também apresentaram pontos adsorvidos na membrana, 

mas com menor intensidade na cor a olho nu e sob a lâmpada UV (Figura 19). 

 
Figura 20 – Imobilização dos QDs livres, MIP@QDs e NIP@QDs na membrana de nylon. Na parte 

superior a membrana visualizada a olho nu, e na parte inferior sob a lâmpada UV. 

Após a seleção dos seis pontos nos MIP@QDs e NIP@QDs, foram efetuadas calibrações com 

padrões CA19-9 em PBS e soro humano diluído 100 vezes. Posteriormente, procedeu-se à 

análise das coordenadas RGB. 
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4.3 Técnicas de caracterização 

Os QDs livres, os MIP@QDs e os NIP@QDs foram caracterizados utilizando uma combinação de 

técnicas, incluindo espetroscopia UV-Vis, espetroscopia FTIR, SEM e microscopia de 

fluorescência de campo amplo, tanto para estudos em solução e em suporte sólido. Os 

sobrenadantes dos MIP@QDs e NIP@QDs foram analisados por espetroscopia UV-Vis de modo 

a confirmar que a molécula alvo foi eficazmente removida após o processo de polimerização. 

Adicionalmente, os QDs livres, MIP@QDs e NIP@QDs foram caracterizados por espetroscopia 

FTIR, permitindo a identificação das modificações químicas que ocorreram durante os 

processos de polimerização e remoção da molécula alvo. A caraterização morfológica das 

superfícies das membranas de nylon, de NIP@QDs e MIP@QDs foram realizadas por 

microscopia SEM e microscopia de fluorescência de campo amplo, fornecendo uma visão 

detalhada das mudanças estruturais. 

4.3.1 Análises por espetroscopia UV-vis 

A espetroscopia UV-vis (Figura 21) apresenta espetros de absorção UV-vis de uma solução de 

QDs livres em PBS 10mM, uma solução de CA19-9, soluções dos sobrenadantes NIP@QDs e 

MIP@QDs e após tratamento dos mesmos com CBB. 

 
Figura 21 – Espetros UV-vis obtidos durante a síntese dos MIP@QDs e NIP@QDs, e espetro de absorção 

UV-vis de uma solução da proteína CA19-9 em PBS 10 mM, pH 7,4.  

Como se pode ver na Figura 21, a ausência de sobreposição entre o espetro de absorção do 

CA19-9 (Figura 21, linha sólida azul) e a emissão de fluorescência dos QDs livres (Figura 21, linha 

sólida verde) sugere que a transferência de energia não é o motivo da supressão da 

fluorescência. Em alternativa, pode estar a ocorrer um fenómeno de transferência de carga, 

uma vez que o pico de absorção do CA19-9 (210 nm) coincide com a zona de absorção dos QDs 
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livres e dos MIP@QDs, que apresentam uma absorção contínua nesta região do UV. Por 

conseguinte, é possível que os eletrões sejam transferidos da banda de condução dos QDs 

(orbitais HOMO) para a banda de valência do CA19-9 (orbitais LUMO), o que causa a supressão 

adicional da fluorescência observada no MIP@QDs (Figura 21, linha sólida amarela)[112,122]. 

4.3.2 Análises por espetroscopia no infravermelho por transformada de Fourier 

Todas as amostras analisadas foram previamente secas num exsicador à temperatura ambiente. 

Nas amostras dos MIP@QDs e dos seus controlos não impresso NIP@QDs, os espetros FTIR 

foram adquiridos após a lavagem dos materiais com CBB. 

Nos espetros de FTIR (Figura 22) visualiza-se a banda larga localizada entre 3250 cm-1 e 3300 

cm-1, referente ao grupo OH presente em todos os materiais (Figura 22, linhas vermelha, azul, 

roxo e verde), enquanto o pico localizado a 3285 cm-1 corresponde ao estiramento N-H 

observado nas proteínas devido ao grupo de ligação peptídica (Figura 22, linha azul).  

 
Figura 22 – Espetros FTIR de amostras de QDs livres (linha vermelha), proteína CA19-9 (linha azul), 

MIP@QDs (linha roxo) e NIP@QDs (linha verde) após o tratamento com CBB.  

O espetro FTIR da proteína CA19-9 (Figura 22, linha azul) mostra bandas a 1640 cm-1 

correspondentes à ligação C=O do grupo amida e a banda a 1540 cm-1 da ligação C-N (Figura 22, 

linha azul). E ainda o pico a 1185 cm-1 associado às ligações N-H e C-N. Nas amostras MIP@QDs 

(Figura 22, linha roxo) e NIP@QDs (Figura 22, linha verde), os picos a 1285 cm-1 e 990 cm-1 foram 

atribuídos à presença das ligações C=C devido a grupos vinílicos insaturados, provavelmente de 
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monómeros que não reagiram, mas que ficaram aprisionados na rede polimérica, após a 

lavagem com CBB. Nos MIP@QDs (Figura 22, linha roxo), o pico a 1718 cm-1 está associado à 

ligação C=O do reticulante e à presença de proteínas na matriz polimérica. 

4.3.3 Análises SEM e EDS 

Foram obtidas as imagens de SEM das membranas adsorvidas com os conjugados MIP@QDs e 

NIP@QDs e as respetivas imagens de EDS (Figura 23). 

 
Figura 23 – Análise SEM e EDS das membranas de nylon preparadas: (A) Membrana de nylon sem 

modificação; (B) Membrana de nylon com NIP@QDs imobilizados; (C) Membrana de nylon com 

MIP@QDs imobilizados. 

De acordo com as imagens de SEM, a membrana de nylon apresenta-se como um polímero 

poroso, com tamanhos de poros entre 0,5 e 2,5 μm de diâmetro (Figura 23A). Após a impressão 

com os MIP@QDs (Figura 23C), alguns destes poros são parcialmente preenchidos e a 

membrana torna-se menos porosa. Em simultâneo, surgem zonas mais brilhantes, 

correspondendo na técnica de SEM a materiais com um número atómico mais elevado, estando 

associados aos QDs. Como os QDs estão conjugados aos MIPs na forma de MIP@QDs, as zonas 

mais cinzentas podem corresponder a zonas de material polimérico com menos QDs 

distribuídos no polímero, uma vez que a membrana é mais densa e menos porosa (Figura 23C) 

em comparação com a membrana isolada (Figura 23A). O aspeto das membranas adsorvidas 

com os NIP@QDs (Figura 23B) é semelhante em aglomerados de QDs, cujo diâmetro é 

impossível de determinar com precisão recorrendo à ampliação utilizada pelo SEM. A análise 

EDS das membranas com os MIP@QDs (Figura 23C-z1) revela uma menor percentagem do 
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elemento carbono em comparação com a análise EDS com os NIP@QDs adsorvidos na 

membrana numa zona de aquisição equivalente (Figura 23B-z1) Isto pode dever-se, em parte, 

à maior porosidade dos MIPs@QDs em comparação com os NIPs@QDs, devido à presença de 

cavidades de impressão nos MIPs, formadas durante a remoção de proteínas. Ambas as análises 

EDS mostram que os elementos cádmio e enxofre estão presentes nas membranas no 

MIP@QDs e NIP@QDs, ao contrário do que se verifica nas membranas de nylon isoladas, o que 

comprova a associação dos QDs às zonas mais brilhantes nas imagens SEM. 

4.3.4 Microscopia de fluorescência de campo amplo 

De modo a visualizar a forma como os QDs estão distribuídos nas membranas impressas com 

MIP@QDs, procedeu-se à microscopia de fluorescência de campo amplo (Figura 24). As 

imagens das microestruturas dos materiais desenvolvidos foram adquiridas após secagem a 60 

°C e com montagem em etanol 98 % numa placa de vidro. 

 
Figura 24 – Imagens de microscopia de campo amplo adquiridas em diferentes planos z da superfície 

das membranas nylon impressas com os MIP@QDs após remoção da proteína. O sinal de emissão dos 

QDs é apresentado utilizando uma "Lookup Table" (LUT) amarela. 

As mesmas definições de histograma foram aplicadas a todas as condições experimentais, 

garantindo a consistência na análise das imagens obtidas. A emissão de fluorescência foi 

representada utilizando uma “Lookup Table” (LUT) amarela do software de código aberto 

ImageJ, que facilita a visualização e comparação de diferentes áreas fluorescentes dentro do 

mesmo círculo nas membranas de nylon adsorvidas com os MIP@QDs. A emissão de 

fluorescência realçada nas imagens é claramente atribuída à presença de QDs na estrutura do 

MIP@QDs adsorvido na superfície das membranas, caracterizadas pela cor amarela no mapa 

de emissão. Apesar dos agregados de QDs, visualiza-se uma boa distribuição de MIP@QDs nos 

diferentes planos z analisados na membrana adsorvida, o que reflete o seu comportamento 

homogéneo de adsorção na superfície da membrana. Esta distribuição homogénea dos 

MIP@QDs é um importante indicador na avaliação do desempenho final do sensor biomimético 

desenvolvido neste trabalho. 
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4.4 Desempenho analítico em solução 

O desempenho do sensor biomimético desenvolvido neste trabalho foi avaliado na presença do 

biomarcador alvo, CA19-9. Recorreu-se ao método da curva de calibração, pelo qual é possível 

expressar a relação entre o sinal ótico do sensor biomimético e as diferentes concentrações da 

solução de CA19-9 em PBS 10mM, pH 7,4 e em soro humano diluído em PBS. Os desvios-padrão 

e as barras de erro associados a cada ponto da linha de calibração foram calculados (S/N)=3. 

4.4.1 Calibrações em PBS 

As calibrações foram realizadas com soluções padrão de CA19-9 em PBS e a gama de 

concentrações variou de [3,96-5200] mU mL-1. Durante o processo, cada solução padrão foi 

incubada por 10 minutos à temperatura ambiente. Os espetros de emissão de fluorescência e 

curvas de calibração resultantes estão apresentados na Figura 25, ajustadas de acordo com a 

Equação 2. 
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Figura 25 – Medições dos espetros de emissão de fluorescência com concentrações crescentes de 

CA19-9 em QDs livres (A), NIP@QDs (C) e MIP@QDs (E) preparadas em tampão PBS a pH 7,4. As 

imagens (B), (D) e (F) mostram a curva de calibração da resposta da intensidade relativa em função da 

concentração logarítmica de CA19-9 para QDs livres, NIP@QDs e MIP@QDs, respetivamente. 

Os MIP@QDs apresentaram a melhor resposta analítica (Figura 25E e 25F), em comparação 

com os NIP@QDs (Figura 25D) e os QDs (Figura 25B). Os MIP@QDs obtiveram (Tabela 7) um 

LOD de 1,63 mU mL-1 (S/N=3), IF de 2,38 e um kSV de -0,1305. E o intervalo de linearidade (do 

inglês: Linear range, LR) foi compreendido entre [3,96-5200] mU mL-1, este valor é inferior ao 

cut-off para a deteção do cancro pancreático (CA19-9>37 U mL-1) [132], como mostrado na 

Tabela 7. 

 

 



Resultados e Discussão 

58 
 

Tabela 7 – Cálculo dos parâmetros analíticos, LR, LOD, kSV e IF, para as calibrações dos QDs livres de 

emissão no amarelo, dos MIP@QDs e dos NIP@QDs, com concentrações crescentes de CA19-9 no 

intervalo de [3,96-5200] mU mL-1, em PBS 10 mM pH 7,4, após 10 minutos de incubação à temperatura 

ambiente. 

O valor LOD inferior apresentado pelos QDs livres durante a calibração em PBS (0,0199 mU mL-
1) (Figura 25B), em comparação com o dos MIP@QDs (Figura 25F), pode estar relacionado com 

a adsorção da molécula alvo à superfície dos QDs livres devido à atração eletrostática de cargas, 

uma vez que os QDs livres e a proteína têm cargas de superfície opostas no tampão de 

calibração. Este valor não está necessariamente relacionado com uma resposta seletiva dos 

QDs livres à proteína, mas a uma resposta geral a uma molécula de carga positiva na superfície 

negativa dos QDs livres. Além disso, os QDs livres apresentaram uma cinética de 

reconhecimento mais lenta para a molécula alvo (kSV=-0,0516) em contraste com os MIP@QDs 

(kSV=-0,1305). A fim de reforçar a nossa hipótese, foram realizados estudos de seletividade. 

4.4.2 Estudos de seletividade 

O desempenho analítico dos MIP@QDs foi avaliado em PBS 10 mM pH 7,4, na presença e 

ausência de CA19-9. Os três interferentes selecionados foram o biomarcador do cancro do 

pâncreas MMP7, a CREA e a HSA. A intensidade de fluorescência da solução de MIP@QDs com 

a solução de CA19-9 a 10 U mL-1 observou-se uma diminuição de 39 % (Figura 26A, barras 

amarelas) no sinal de fluorescência em relação à intensidade inicial. A proteína CA19-9 quando 

combinada com cada um dos interferentes teve uma diminuição da intensidade da 

fluorescência, relativamente à intensidade inicial, 39 % para o MMP7 a 0,065 ng mL-1, 38 % para 

a CREA a 0,06 µg mL-1 e 35 % para HSA a 0,4 mg mL-1 (Figura 26A, barras amarelas). Em 

comparação à variação de fluorescência dos MIP@QDs na ausência do padrão de CA19-9, 

considerando apenas a presença isolada de cada interferente, não se observou grandes 

alterações, em que a fluorescência diminuiu 3 % na presença de MMP7 e CREA e 2 % na 

presença de HSA (Figura 26B, barras amarelas). Considerando o ponto isoelétrico da HSA, cerca 

de 5,7 [133], esta pode atuar como um dador de eletrões para os QDs que são carregadas 

negativamente, promovendo o aumento da intensidade de fluorescência.  

Parâmetro Analítico QDs Livres MIP@QDs NIP@QDs 

LR (mU mL-1) [3,96-5200] [3,96-5200] [3,96-5200] 

LOD (mU mL-1) 0,0199 1,63 1,30 

ksv -0,0516 -0,1305 -0,0548 

IF -------- 2,38 -------- 
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Figura 26 – Medições dos espetros de emissão de fluorescência obtidos para uma solução única de 

CA19-9, em comparação com soluções de espécies interferentes (MMP7, CREA e HSA) preparadas na 

presença de CA19-9 (A) ou ausência de CA19-9 (B).  

No caso dos NIP@QDs não houve grandes variações da intensidade da fluorescência com os 

três interferentes estudados, na presença e ausência de CA19-9 a 10 U mL-1 (Figura 26A e 26B, 

barras vermelhas), estando essas variações na ordem de grandeza dos desvios padrão relativos 

(RSD, do inglês: relative standard deviation), S/N=3. 

4.4.3 Calibrações em soro humano 

Realizaram-se as calibrações dos QDs livres, MIP@QDs, e respetivos controlos NIP@QDs em 

soro humano diluído em PBS 10mM pH 7,4. As soluções padrão de CA19-9 foram preparadas 

neste meio de solução numa gama de [0,0396-52] mU mL-1, e incubadas durante 10 minutos à 

temperatura ambiente (Figura 27A, 27C e 27E). As curvas de calibração são apresentadas na 

Figura 27B, 27D e 27F, segundo a Equação 2. Pela análise dos resultados mostra uma correlação 

linear da extinção de fluorescência com as nanopartículas de QDs livres (Figura 27B), NIP@QDs 

(Figura 27D) e MIP@QDs (Figura 27F). 
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Figura 27 – Espetros de emissão de fluorescência com concentrações crescentes de CA19-9 em QDs 

livres (A), NIP@QDs (C) e MIP@QDs (E) preparadas em soro humano diluído. As imagens (B), (D) e (F) 

mostram a curva de calibração da resposta da intensidade relativa em função da concentração 

logarítmica de CA19-9 para QDs livres, NIP@QDs e MIP@QDs, respetivamente. 

Os MIP@QDs apresentam uma melhor resposta analítica, evidenciada pela melhor gama linear, 

(Tabela 8) em comparação com as NIP@QDs e os QDs livres, comprovando a capacidade de 

deteção superior dos MIP@QDs para o analito alvo. A explicação pode ser dada com base no 

pressuposto de que as cavidades impressas contêm grupos funcionais que interagem com os 

grupos complementares da matriz polimérica através de ligações não covalentes. O 
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desempenho analítico apresentou um IF de 2, um LOD de 36,0 µU mL-1 (S/N=3) e um kSV de -

0,1325 (Tabela 8).  

Tabela 8 – Cálculo dos parâmetros analíticos, LR, LOD, kSV e IF, para as calibrações dos QDs livres de 

emissão no amarelo, dos MIP@QDs e dos NIP@QDs, com padrões de CA19-9 no intervalo [0,0396-52] 

mU mL-1em soro humano diluído em PBS 10 mM pH 7,4, após 10 minutos de incubação à temperatura 

ambiente. 

 

Em comparação com as calibrações de MIP@QDs realizadas em PBS, verificou-se uma ligeira 

diminuição no IF (Tabelas 7 e 8), possivelmente atribuída à presença de constituintes do soro 

que podem adsorver-se à superfície dos materiais por meio de interações não específicas. Este 

efeito é igualmente observado nos NIP@QDs correspondentes, sujeitos às mesmas condições. 

Por outro lado, observou-se uma diminuição menos acentuada do sinal de fluorescência nos 

NIP@QDs com concentrações crescentes da CA19-9 (Figura 27C). O valor de LOD é 8,19 µU mL-

1 (S/N=3) e o kSV é -0,0662 (Tabela 8). Quanto às calibrações com os QDs livres, verificou-se 

também uma diminuição contínua do sinal de fluorescência em todas as gamas de 

concentração (Figura 27A). Este resultado reforçou a não seletividade dos QDs livres em relação 

ao analito alvo, ao contrário da seletividade observada quando as nanopartículas são 

conjugadas com MIP@QDs (Figura 27). 

4.4.4 Estudos de reprodutibilidade  

Os MIP@QDS foram testados com três concentrações diferentes dopadas de CA19-9 em soro 

humano diluído. As taxas de recuperação e os respetivos erros foram calculados (RSD, %, S/N=3) 

(Tabela 9). As taxas de recuperação foram de 63,92±1,51 % para uma dopagem com CA19-9 a 

4,32 mU mL-1 e entre 90,50±0,24 % para uma dopagem a 13,9 mU mL-1. 

Tabela 9 – Estudos de reprodutibilidade com as taxas de recuperação e os correspondentes RSD (%, 

S/N=3), para três dopagens com padrões de CA19-9 em soro humano diluído. 

Concentração teórica de CA19-

9 (mU mL -1) 

Concentração real de CA19-9 

(mU mL -1) 
Recuperação ± RSD (%) 

4,32 2,76 63,92±1,51 

13,9 12,6 90,50±0,24 

52,0 39,4 75,80±3,05 

Parâmetro Analítico QDs Livres MIP@QDs NIP@QDs 

LR (mU mL-1) [0,0396-52] [0,0396-52] [0,0396-52] 

LOD (µU mL-1) 0,138 36,0 8,19 

ksv -0,0491 -0,1325 -0,0662 

IF -------- 2 -------- 
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4.5 Desempenho analítico em suporte sólido 

Na sequência do desenvolvimento do sensor biomimético em solução, procedeu-se à avaliação 

do seu desempenho em suporte sólido, utilizando membranas de nylon. Foram incubadas 

diferentes concentrações de CA19-9 em soro humano diluído, nos seis pontos selecionados da 

membrana, previamente escolhidos com intensidades de fluorescência semelhantes. As 

imagens resultantes foram processadas pela aplicação RGB do dispositivo móvel, e a avaliação 

do sensor biomimético foi realizada com base na curva de calibração. 

4.5.1 Calibrações em PBS 

Nas membranas dos MIP@QDS em PBS verificou-se uma diminuição da cor amarela, ao longo 

das calibrações com padrões de CA19-9, na gama de [0,4–400 U mL-1] (Figura 28B). E obteve-se 

uma resposta analítica com um R2=0,9943 e um declive negativo de 28,677.  

 
Figura 28 – Fotografias das calibrações das membranas em PBS para NIP@QDs (A) e MIP@QDs (B), com 

as respetivas curvas de calibração baseadas na intensidade da cor verde do RGB da aplicação do 

dispositivo móvel. 

Por outro lado, nos NIP@QDs também se observou um decréscimo da intensidade da cor 

amarela ao longo da calibração com os padrões de CA19-9 (Figura 28A). No entanto, estes 

obtiveram uma pior resposta analítica em relação aos MIP@QDs, o que se pode verificar pelo 

valor do seu declive negativo de 27,814 e do seu coeficiente de correlação linear, R2= 0,9661. 

4.5.2 Calibrações em soro humano 

Na calibração das membranas de nylon adsorvidas com os MIP@QDs em soro humano diluído, 

foi possível observar uma diminuição da cor amarela com padrões de CA19-9 na gama de 

intervalo [0,4–400 U mL-1] (Figura 29B). Os resultados obtidos indicaram que o sensor 

biomimético desenvolvido neste trabalho obteve uma resposta favorável em relação à CA19-9, 
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obtendo-se uma resposta analítica com R2= 0,9977 e um declive negativo de 31,932. Os 

NIP@QDs também evidenciaram uma diminuição da cor amarela com o decréscimo das 

concentrações de CA19-9 em soro humano diluído (Figura 29A). O desempenho analítico 

comparativamente aos MIP@QDs foi mais baixo, com o R2=0,9597 e um declive de -26,233.  

 
Figura 29 – Fotografias das calibrações das membranas em soro humano diluído para NIP@QDs (A) e 

MIP@QDs (B), com as respetivas curvas de calibração baseadas na intensidade da cor verde do RGB da 

aplicação móvel. 

Os resultados obtidos nas calibrações em suporte sólido em soro humano diluído representam 

um avanço significativo na deteção do biomarcador CA19-9 de uma forma prática e eficiente.  

O gradiente de cor observado tanto para os MIP@QDs como para os NIP@QDs, pode-se 

associar a um resultado quantitativo da presença da proteína alvo. Neste contexto, os NIP@QDs 

desempenham um papel crucial, atuando como indicadores de respostas não específicas 

geradas por outros biomarcadores ou biomoléculas presentes na amostra. Desta forma, são 

essenciais para a eliminação de falsos positivos, permitindo identificar pontos de cor que, 

embora semelhantes, não correspondem ao (bio) reconhecimento específico da proteína CA19-

9. Esta abordagem melhora a credibilidade do sensor, assim como simplifica a interpretação 

dos resultados, permitindo uma despistagem mais rápida e precisa de possíveis interferentes, 

reforçando a sua aplicação em contextos de diagnóstico clínico. 
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5 Conclusões  

Neste capítulo, são apresentadas as conclusões finais do trabalho, assim como as suas 

considerações e estudos futuros. 

5.1 Conclusões finais  

No tratamento do cancro do pâncreas, um dos pontos-chave é a sua deteção precoce. Sendo 

conhecido pela ausência de sintomas nas fases iniciais, é uma neoplasia de difícil diagnóstico e 

com uma baixa taxa de sobrevivência aos 5 anos, com uma taxa de mortalidade muito próxima 

da taxa de incidência. Para além da dificuldade de rastreio, existem cuidados de saúde precários 

em várias regiões do mundo, o que dificulta a deteção de várias neoplasias. De forma a 

responder a estas necessidades, a tecnologia de deteção de biomarcadores tem vindo a crescer, 

dando origem a sensores biomiméticos, caracterizados pela sua sensibilidade, baixo custo e 

portabilidade. Estes podem ser sintetizados de acordo com a molécula alvo que queremos 

detetar, tornando esta tecnologia fácil de aplicar a vários tipos de patologias. 

No âmbito desta dissertação de mestrado, o principal objetivo foi criar um sensor que detete o 

biomarcador do cancro do pâncreas, CA19-9, uma proteína utilizada para avaliar a resposta dos 

doentes ao tratamento. 

O sensor biomimético desenvolvido foi sintetizado pela estratégia de impressão em superfície 

que visa minimizar a encapsulação total da molécula alvo, CA19-9, dentro da matriz polimérica, 

o que facilita a remoção do mesmo comparativamente com outros mecanismos de impressão. 

Ao otimizar as condições de impressão e remover efetivamente o alvo impresso da matriz, 

conseguiu-se criar locais de ligação eficientes para a molécula em estudo durante o processo 

de religação, funcionando como unidades de reconhecimento biomiméticas. 
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Este sensor foi testado e mostrou uma resposta eficaz e sensível na deteção do biomarcador, 

revelando-se eficiente em PBS 10 mM a pH 7,4. Foi também submetido a testes de sensibilidade 

e reprodutibilidade, apresentando uma boa capacidade de (bio)reconhecimento e seletividade 

para o analito CA19-9. Em seguida, procedeu-se à transformação do sensor em solução num 

sensor em suporte sólido, através da adsorção deste numa membrana de nylon e, 

posteriormente, foi submetido a testes de deteção. Destes testes, foi possível obter um 

gradiente de cores, sob luz UV, que pode servir como uma abordagem inicial de quantificação, 

sem a necessidade de protocolos analíticos mais dispendiosos, dentro da gama de 

concentrações testada. 

A eficácia do MIP é influenciada por vários fatores, tais como as concentrações dos monómeros, 

agentes de reticulação, iniciadores, agente catalisador, molécula alvo e tempos de 

polimerização, verificou-se que tempos mais curtos favorecem a acessibilidade às cavidades de 

reconhecimento. Além disso, os sensores biomiméticos MIP@QDs apresentaram uma boa 

estabilidade fotoluminescente ao longo do tempo, mantendo uma elevada percentagem da 

resposta inicial, o que é promissor para aplicações práticas. 

Ao comparar o intervalo de linearidade do sensor biomimético desenvolvido neste trabalho 

com outros relatados na literatura para o mesmo biomarcador, verificamos que o nosso sensor 

apresenta um intervalo de linearidade mais amplo. Este fator pode ser particularmente útil para 

a monitorização da doença, permitindo a deteção de diferentes concentrações do biomarcador. 

Além disso, o limite de deteção obtido é inferior ao cut-off estabelecido para a CA19-9 no 

diagnóstico do cancro pancreático, o que demonstra a potencial aplicação do sensor em 

amostras reais, reforçando a sua viabilidade para deteção precoce e acompanhamento clínico. 

5.2 Perspetivas futuras 

Esta investigação permitiu desenvolver um protótipo de um sensor de membrana em suporte 

sólido capaz de detetar o biomarcador em soro humano, mostrando assim potencial como teste 

para a deteção de CA19-9 em doentes com o cancro do pâncreas. 

No futuro seria interessante testar o sensor em amostras reais e desenvolver um modelo 

portátil e que não recorra a equipamentos dispendiosos. Este sensor conseguiria chegar a 

diferentes regiões e apoiar toda a população. Isto permitiria às equipas de saúde utilizar o 

dispositivo para monitorizar os pacientes com esta doença a nível mundial, possibilitando a sua 

deteção precoce. Esta abordagem em estágios iniciais da patologia aumentaria o acesso a 

cuidados de saúde em fases precoces da doença levando a um incremento na eficácia dos 

tratamentos e consequentemente o aumento da sobrevida a 5 anos. 
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Anexos 

Anexo A – Estudo da interação dos QDs com a proteína 
CA19-9 em função do tempo de incubação 

 

Figura A1 – Incubação de QDs com a proteína CA19-9 em diferentes tempos, 10, 20, 30 e 40 minutos.  
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Anexo B – Otimização das melhores condições de 
polimerização 

 

Tabela B1 – Diferentes condições de polimerização. 

 

 

Figura B1 – Gráficos representativos da variação da concentração APS para iniciar a reação de 

polimerização. (A e B) Representam a polimerização com 0,5 mM de APS (C e D) Correspondem à 

polimerização realizada com 1 mM APS. 

AAm (mM) MBAm (mM) Rácio APS (mM) TEMED (mM) Tempo de polimerização 

0,1 0,1 1:1 

0,5 19,89 

30 minutos 

1 hora 

2 horas 

0,01 0,05 1:5 

30 minutos 

1 hora 

2 horas 

0,01 0,1 1:10 

30 minutos 

1 hora 

2 horas 

0,1 0,1 1:1 
0,5 

39,8 30 minutos 
1 
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Figura B2 – Gráficos obtidos com a variação de rácio monómero: agente reticulante e diferentes 

tempos de polimerização. A e B correspondem a um rácio de 1:1 e um tempo de polimerização de 30 

minutos. C e D representam o rácio de 1:5 e um tempo de polimerização de 1 hora. E e F representa o 

rácio de 1:10 e um tempo de polimerização de 2 horas.  
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Anexo C – Síntese e estabilidade do sensor 
biomimético em PBS, pH 5,8 

 

Tabela C1 – Condições de polimerização do sensor biomimético em PBS, pH 5,8 

 

 

Figura C1 – Medições dos espetros de emissão de fluorescência obtidos após a polimerização dos 

MIP@QDs e NIP@QDs. As imagens A e B apresentam os espetros de fluorescência dos QDs livres, os 

MIP@QDs e NIP@QDs após polimerização e tratamento com CBB. As imagens C e D correspondem à 

estabilidade dos MIP@QDs e NIP@QDs em meio ácido (pH 5,8), respetivamente. 

  

AAm (mM) MBAm (mM) Rácio 
Tempo de 

polimerização pH 

0,1 0,1 1:1 30 minutos 5,8 
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Anexo D – Síntese e avaliação do desempenho 
analítico do MIP@QDs com uma concentração de 
impressão mais elevada de proteína (10 kU mL-1). 

 

 

Figura D1 – Representação das medições dos espetros de emissão de fluorescência realizados nas 

etapas principais da produção de MIP@QDs e NIP@QDs. A imagem A apresenta os espetros de 

fluorescência dos QDs livres, após a polimerização dos MIP@QDs e NIP@QDs, enquanto a imagem B 

mostra os resultados após a lavagem com CBB. 



Anexos 

86 
 

 

Figura D2 – Medições dos espetros de emissão de fluorescência após a última estabilização em PBS a 

pH 7,4, com concentrações crescentes de CA19-9, para NIP@QDs (A) e MIP@QDs (C). As imagens (B) e 

(D) apresentam as curvas de calibração da intensidade relativa da fluorescência em função da 

concentração logarítmica de CA19-9 para os NIP@QDs e MIP@QDs, respetivamente. 


