
volume 5 • número 2 • p 1-7 

•
celinejustino@ua.pt 

 
ISSN 1647-323X 
 

 

 

 

 

 

 

 

Desenvolvimento de um nanosensor para deteção do risco 

de doenças cardiovasculares no âmbito do projeto 

CARDIOSENSOR 

Este artigo visa sumariar os tópicos principais de um projeto de investigação 

(CARDIOSENSOR) que tem como objetivo o desenvolvimento de um nanosensor para o 

diagnóstico do risco de doenças cardiovasculares, através da determinação da proteína 

C-reactiva (CRP). Esta proteína é atualmente considerada como o melhor marcador 

inflamatório validado que está associado a doenças cardiovasculares. O projeto envolve 

tarefas tais como: 1) o desenvolvimento de sensores baseados em transístores de efeito 

de campo
1
: montagem, otimização e validação; 2) aplicação destes sensores para a 

deteção da CRP em soluções padrão e comparação com um ensaio padrão validado, o 

ensaio imunoenzimático ELISA; e 3) a aplicação destes sensores em amostras clínicas, 

tais como soro humano e saliva, de forma a avaliar a sua capacidade para diagnosticar o 

risco de doenças cardiovasculares. 
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 Sensores baseados em transístores de efeito de campo - são dispositivos 

eletroquímicos para determinação de analitos. 
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INTRODUÇÃO 

Com base nas últimas estatísticas, as doenças cardiovasculares estão entre as principais causas de perda 

de qualidade de vida saúde degradada, invalidez e morte, tanto na Europa (Allender et al., 2008), como a 

nível mundial (Roger et al., 2012). Nesta área, a proteína C-reactiva (CRP) foi reconhecida como uma das 

proteínas mais importantes em processos inflamatórios, sendo também o melhor marcador inflamatório 

validado associado a doenças cardiovasculares. A CRP é normalmente encontrada em níveis baixos no 

soro humano, e um aumento da sua produção até cerca de 1000 vezes ou mais, pode ser induzido durante 

a fase aguda da infeção e do processo inflamatório
2
. No soro humano, os níveis de CRP inferiores a 1.0 

mg/L estão associados a baixo risco de desenvolver uma doença cardiovascular, os níveis moderados 

estão entre 1.0 e 3.0 mg/L, e os níveis elevados podem atingir os 3.0 mg/L (Ridker, 2003) estando 

associados a um elevado risco de desenvolver uma doença cardiovascular. Os níveis elevados de CRP no 

soro estão fortemente associados a um risco elevado de doença cardíaca coronária, enfarte do miocárdio, 

acidente vascular cerebral, doença arterial periférica e morte cardíaca súbita (Ridker, 2003; Hansson, 2005). 

A CRP é considerada como uma proteína imunogénica, devido ao seu elevado peso molecular (115 kDa), o 

que faz com que tenha uma alta especificidade de ligação com o seu anticorpo específico levando a um 

elevado reconhecimento molecular entre ambos (Vo-Dinh e Cullum, 2000). Além disso, os imunoensaios, 

ensaios bioquímicos que utilizam esta imunorreação entre antigene e anticorpo, são atualmente utilizados 

em análises clínicas para a deteção de CRP (Rogowski et al., 2005). No entanto, estes métodos de deteção 

que têm por base um princípio de funcionamento ótico são demorados e muito caros. Além disso, precisam 

de moléculas secundárias (em inglês labelled molecules) e de procedimentos de pré-tratamento de 

amostras, assim como não são métodos de leitura direta, uma vez que necessitam do desenvolvimento de 

reações secundárias para a deteção do analito de interesse. Como alternativa, existem os biossensores que 

utilizam a imunorreação denominando-se assim imunosensores, para deteção da CRP. 

A nanotecnologia tem sido usada com sucesso nos últimos anos em várias áreas científicas desde a 

eletrónica até à indústria biomédica, e proporciona o desenvolvimento de materiais inovadores com 

características muito interessantes para o melhoramento de sistemas de diagnóstico aplicados à saúde. 

Desta forma, os nanotubos de carbono são um dos materiais mais usados em sensores químicos e 

biológicos devido às suas características químicas, físicas, mecânicas e elétricas que permitem obter 

dispositivos miniaturizados com elevada sensibilidade e ótimas características ao nível do desempenho 

analítico. A partir destas considerações, novas abordagens no desenvolvimento de dispositivos 

descartáveis, precisos e sensíveis, com reduzido tempo de preparação de amostra e sem pré-tratamento da 

amostra são ainda necessárias nesta área. O projeto CARDIOSENSOR, financiado por fundos europeus 

(FEDER – Fundo Europeu de Desenvolvimento Regional) no âmbito do Programa Operacional Factores de 

Competitividade (COMPETE) e por fundos portugueses através da FCT (Fundação para a Ciência e a 

Tecnologia, Portugal) consiste no desenvolvimento de um nanosensor para diagnosticar o risco de doenças 

cardiovasculares, através da determinação dos níveis de CRP em amostras clínicas, como soro humano e 

saliva.  

                                                           
2
 Processo inflamatório - processo que ocorre no corpo humano devido à presença de infeção. 
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Neste artigo pretende-se obter uma visão geral dos vários passos que estão envolvidos neste projeto, assim 

como apresentar os principais resultados já obtidos, e uma perspetiva futura sobre a possível aplicação de 

nanosensor no diagnóstico adequado das doenças cardiovasculares em pacientes.  

ÂMBITO DO PROJETO CARDIOSENSOR 

No âmbito do projeto CARDIOSENSOR, os nanosensores desenvolvidos descartáveis são baseados em 

transístores de efeito de campo (FET) com nanotubos de carbono de parede única (SWCNT), constituindo 

assim dispositivos NTFET, para a deteção de CRP através de imunoreação. Os FET têm dois contatos à 

superfície: a fonte e o dreno, e um terceiro contato: a porta, separado dos outros dois por uma fina camada 

isoladora de dióxido de silício 

(SiO2), tal como se mostra na 

Figura 1. Genericamente, o princí-

pio de funcionamento de um 

NTFET consiste na passagem de 

corrente entre a fonte e o dreno 

através dos SWCNT, que funcio-

nam como portadores de carga. A 

passagem de corrente depende 

da tensão aplicada e da resistên-

cia dos SWCNT sendo esta 

corrente modulada pelo contato 

porta. 

O projeto envolve várias tarefas, algumas delas já desenvolvidas, ou seja, 1) microfabricação dos 

dispositivos FET e estudo dos melhores parâmetros geométricos desses dispositivos, a fim de melhorar o 

seu desempenho como sensor; 2) preparação de dispersão de SWCNT, a fim de obter soluções individuais 

e dispersas de SWCNT (aplicação de um desenho experimental para encontrar estatisticamente as 

melhores condições experimentais para a dispersão de SWCNT) e caracterização espectroscópica para 

identificar as estruturas eletrónicas e vibracionais da dispersão de SWCNT; 3) montagem dos dispositivos 

FET (denominados de NTFET, ou seja, transístores de efeito de campo com nanotubos de carbono) e 

respetiva caracterização elétrica; 4) aplicação de dispositivos NTFET para soluções padrão de CRP, e 

estudo do seu desempenho analítico. 

O projeto também contempla outras tarefas tais como a aplicação de sensores para a deteção de CRP em 

amostras clínicas, tais como soro humano e saliva e a comparação dos resultados com os imunoensaios 

convencionais (por exemplo, ELISA) (Justino et al., 2014). Os resultados obtidos a partir de saliva e soro 

foram comparados entre si, a fim de saber se a saliva pode constituir um fluido biológico potencial para 

realizar a análise não-invasiva da CRP, pois a recolha de saliva é mais fácil do que a recolha de sangue, e é 

efetuada sem dor. A colheita de sangue (amostragem invasiva) e saliva (amostragem não-invasiva) foi feita 

em indivíduos sem problemas de saúde e em pessoas que sofrem de várias doenças, incluindo doenças 

cardiovasculares, a fim de estudar a correlação entre os níveis de CRP e a incidência de doenças. Foram 

FIGURA 1: Representação de um NTFET com os SWCNT incorporados, 
sendo que estes estão em contato com os anticorpos específicos para a 
proteína C-reactiva. 
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também feitos questionários a todos os pacientes voluntários, a fim de identificar o seu historial clínico e 

hábitos diários que poderão interferir com os níveis de CRP.  

 DESCRIÇÃO DOS TÓPICOS ENVOLVIDOS NO PROJETO CARDIOSENSOR 

Dispersão de nanotubos de carbono de parede simples 

A dispersão aquosa de nanotubos de carbono de parede única (SWCNT), que se 

mostra na Figura 2, foi efetuada em soluções aquosas de colato de sódio (0.2% w/v, 

SC). Processos físicos, tais como sonicação e centrifugação foram utilizados para 

desagregar os SWCNT dispersos, e para remover as impurezas de carbono (por 

exemplo, carbono amorfo e grafite), respetivamente. A dispersão final de SWCNT 

(com concentração de 0.28 mg/mL) foi caracterizada por espectroscopia de Raman e 

por espectrometria de ultravioleta-visível para obter as características eletrónicas e 

estruturais dos SWCNT. Posteriormente aplicou-se essa dispersão de SWCNT na 

montagem de NTFET que funcionam como biossensores neste projeto. 

Microfabricação de dispositivos FET 

A microfabricação de transístores de efeito de campo (FET) foi baseada em técnicas convencionais de 

microfabricação tendo sido usada uma bolacha de silício como substrato (suporte para a microfabricação). 

As várias técnicas utilizadas estão apresentadas num artigo publicado (Justino et al., 2013). O último passo 

é o corte da bolacha para obter FET individualizados (~3x2 mm
2
), que foram posteriormente fixados numa 

placa de circuito impresso 

(PCB), onde cada elétrodo 

(contato) do FET foi ligado 

com um fio de alumínio a 

um pino soldado do PCB, 

tal como se apresenta na 

Figura 3, e proteção de 

todas as ligações de 

alumínio com silicone, 

definindo também um orifí-

cio que será usado como 

zona de deteção para os 

ensaios bioquímicos, tam-

bém apresentado na 

Figura 3. Várias combina-

ções de parâmetros geo-

métricos diferentes (a dis-

tância entre os elétrodos, o 

número de elétrodos e a espessura da camada de ouro) dos vários dispositivos FET foram estudadas de 

forma a verificar o respetivo sinal elétrico, ou seja, os dispositivos FET com resistências mais baixas serão 

selecionados para os ensaios com FET como sensores da CRP. 

FIGURA 2: Dispersões 
de SWCNT. 

FIGURA 3: Bolacha de silício com alguns FET individualizados, FET 
individualizado e um PCB com três FET fixados com ampliação da zona de 
deteção delimitada por um fio de silicone. Cada FET tem três pinos, que estão 
ligados por um fio de alumínio aos três contatos de cada FET: fonte, dreno e porta. 
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Montagem dos NTFET 

Uma gota da dispersão de SWCNT (Figura 2) foi colocada sobre a superfície dos FET microfabricados. 

Depois de 5 minutos, a gota de SWCNT foi evaporada com um fluxo de azoto de modo a formar uma rede 

de ligação entre os elétrodos dos FET (contatos) com os SWCNT depositados, obtendo assim os 

transístores de efeito de campo com nanotubos de carbono de paredes simples (NTFET). O sinal elétrico foi 

medido com um analisador HP4155C (Japão) utilizando o software Desktop EasyExpert para a aquisição de 

dados em tempo real e à temperatura ambiente. Os contactos fonte, dreno e porta dos dispositivos FET 

foram ligados através de cabos crocodilo dentro de uma câmara fechada (Agilent 16442A, Japão), tal como 

se apresenta na Figura 4. Nessa câmara, cada dispositivo foi posicionado e ligado aos terminais para as 

várias medições (Figura 4). 

Como a imunoreação foi utilizada para a 

transdução de sinal dos dispositivos NTFET, uma 

gota de solução de anticorpo (anti-CRP) foi 

pipetada na superfície dos NTFET, os quais 

foram posteriormente armazenados durante 12 

horas, a 4ºC. As soluções padrão diluídas de 

CRP, com concentrações entre 10
-3

 a 10
2
 μg/mL, 

foram preparadas através de diluições em série a 

partir de uma solução mãe de 10
2
 μg/ml. Cerca 

de 1 μl de cada solução de CRP foi 

sucessivamente colocada na superfície dos NTFET. Após 15 minutos de incubação, a superfície do NTFET 

foi lavada com água destilada e, em seguida, o sinal elétrico foi medido. O sinal analítico foi considerado 

como a variação da corrente para cada concentração de CRP após a sua interação com os anticorpos 

específicos. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os SWCNT dispersos foram caracterizados por espectroscopia de Raman e por espectrometria de 

ultravioleta-visível, para se poder verificar se a dispersão de SWCNT se encontrava adequada para a sua 

utilização nos NTFET, ou seja, através das bandas de cada espetro (gráfico obtido pelas espectroscopias), 

verificou-se que a dispersão de SWCNT contém CNT metálicos e semicondutores, e que os CNT têm 

diâmetros entre 0.9 e 1.8 nm (Justino et al., 2013). Os SWCNT foram, depois, depositados sobre a 

superfície dos FET para proceder à montagem dos dispositivos NTFET para a aplicação de dispositivos de 

NTFET como imunosensores a fim de determinar a CRP em soluções padrão. Os dispositivos NTFET foram 

eletricamente caracterizados. Os diagramas esquemáticos das etapas sucessivas a partir da deposição de 

SWCNT na superfície dos FET até à aplicação dos NTFET para a CRP são mostrados na Figura 5. Quando 

se depositaram os anticorpos específicos para CRP (anti-CRP), ou seja, após se ter modificado a superfície 

de deteção com os anti-CRP, observou-se que os valores de corrente (ID) diminuíram após essa 

imobilização, o que sugere a absorção de tais biomoléculas carregadas eletricamente na superfície dos 

SWCNT. Por sua vez, quando se depositaram as várias soluções-padrão de CRP em diferentes 

concentrações (10
-3

 e 10
2
 μg/mL), a resposta analítica dos dispositivos NTFET, a qual foi considerada como 

FIGURA 4: Câmara onde se posicionaram os vários 
NTFET. Os contatos fonte (F), dreno (D) e porta (P) dos 
dispositivos são ligados aos terminais dessa câmara, que 
depois será fechada para as várias medições elétricas. 
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a alteração nos valores de ID, após a interação da CRP com os seus anticorpos específicos, diminui com a 

concentração de CRP, que pode ser devido à interação antigene-anticorpo que provoca deformações 

geométricas nos SWCNT. 

Verificou-se igualmente que 

existe uma forte correlação 

entre a resposta analítica e 

a concentração de CRP 

através de um coeficiente 

de correlação de 0.9809, ou 

seja, próximo de 1, que 

seria uma correlação perfei-

ta. Mais pormenores analíti-

cos podem ser encontrados 

em artigos recentes com 

este trabalho. Verifica-se assim que estes nanosensores não necessitam de pré-tratamento da amostra 

sendo o tempo de análise reduzido, uma vez que o analisador utilizado trabalha em tempo real havendo 

passagem de corrente elétrica instantânea pelos sensores. Os dados recolhidos pelo software identificado 

na secção anterior, podem ser tratados em poucos minutos, facilitando a monitoração da CRP. 

CONCLUSÃO 

O maior impacto científico do projeto CARDIOSENSOR é proporcionar dispositivos adequados e 

descartáveis que podem melhorar o diagnóstico do risco de doenças cardiovasculares em indivíduos, por 

meio de uma metodologia não-invasiva. A fabricação de dispositivos FET, a montagem dos dispositivos 

NTFET através da deposição de SWCNT, bem como a aplicação de dispositivos de NTFET às soluções 

padrão de CRP foram realizadas. 

A colheita de amostras clínicas e questionários sobre o historial clínico e hábitos diários de saúde em 

indivíduos voluntários foi feita para aplicação de dispositivos NTFET desenvolvidos para tais amostras 

clínicas, ou seja, o sangue por amostragem invasiva, e saliva por amostragem não-invasiva. 

A saliva é uma matriz com uma elevada abundância de moléculas com elevado potencial clínico podendo 

ser recolhido com uma metodologia não-invasiva. Assim, a saliva pode ser usada em aplicações clínicas 

para a monitorização do estado clínico e da progressão da doença pois incorpora biomarcadores 

específicos associados a doenças. Os resultados obtidos através de dispositivos NTFET e os dos ensaios 

padrão com ELISA foram comparados para fornecer a validação de dispositivos NTFET desenvolvidos. 

Além disso, os resultados de deteção de CRP no sangue e na saliva foram comparados, tendo-se registado 

uma correlação entre os níveis de CRP nestes dois fluidos biológicos; esta correlação pode ser usada para 

desenvolver um protótipo de dispositivos NTFET para a monitorização de CRP por uma metodologia não-

invasiva. 

 

 

FIGURA 5: Sucessão de passos entre a deposição de SWCNT até à deposição 
de CRP. O sinal analítico será a variação de corrente entre ICRP e IAb. 
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