UNIVERSIDADE B

COIMBRA

Joao Pedro de Sousa Martins

Relatérios de Estagio e Monografia intitulada “Os desafios bioanaliticos na
detecao e monitorizacao de peréxido de hidrogénio na sinalizacao redox”
referentes 2 Unidade Estagio Curricular, sob orientacao da Dra. Elisabete

Alves, do Dr. Gualter Gaspar e do Professor Doutor Rui Barbosa,
apresentados a Faculdade de Farmacia de Coimbra, para apreciacao
na prestacio de provas publicas de Mestrado Integrado
em Ciéncias Farmacéuticas.

Outubro de 2021



1 2

UNIVERSIDADE B

COIMBRA

Joao Pedro de Sousa Martins

Relatorios de Estagio e Monografia intitulada “Os desafios bioanaliticos na detegao e
monitorizagao de peroxido de hidrogénio na sinalizagao redox” referentes a Unidade
Estagio Curricular, sob orientagao da Dra. Elisabete Alves, do Dr. Gualter Gaspar
e do Professor Doutor Rui Barbosa, apresentados a Faculdade de
Farmacia de Coimbra, para apreciagao na prestagao de provas publicas de

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas.

Outubro de 2021



Eu, Joao Pedro de Sousa Martins, estudante do Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas, com o n. 2015238519, declaro assumir toda a responsabilidade pelo conteido
do Documento Relatérios de Estagio e Monografia intitulada “Os desafios bioanaliticos na
detegdo e monitorizagao de peroxido de hidrogénio na sinalizagdo redox” apresentados a
Faculdade de Farmacia de Coimbra, no @ambito da unidade de Estagio Curricular.

Mais declaro que este Documento é um trabalho original e que toda e qualquer
afirmagao ou expressao, por mim utilizada, estd referenciada na Bibliografia, segundo os
critérios bibliograficos legalmente estabelecidos, salvaguardando sempre os Direitos de Autor,

a excegao das minhas opinides pessoais.

Coimbra, 29 de outubro de 2021.

e ~
%_/v L:l« - Cé~ :_S_cvu, (;’//Z\,\V\

=

7,

(Jodao Pedro de Sousa Martins)



Agradecimentos

Aos meus pais, por todo o apoio dado, nao s6 nesta etapa académica, mas ao longo de toda
a minha vida, por investirem e acreditarem nas minhas capacidades sem nunca me faltarem

com nada permitindo chegar onde cheguei.

Aos meus avos e restantes familiares que sempre tiveram o desejo que chegasse o mais

longe possivel no meu percurso académico apoiando-me e acarinhando-me.

Aos meus amigos de sempre que me viram crescer e me acompanharam nao sé nesta Ultima

etapa académica, mas ao longo de todo um percurso de muitos anos juntos.
Aos amigos que a faculdade uniu e nao mais ira separar.

As pessoas que tiveram uma enorme paciéncia e que nunca me deixaram cair, mesmo nas

situagoes mais dificeis, ao longo deste percurso.

A Farmacia Alves e toda a sua equipa, pela aprendizagem, pela experiéncia e pelas amizades

que irao prevalecer.

Aos Laboratorios Basi, nomeadamente ao Diogo Reis e ao Dr. Gualter Gaspar, pelo
exemplo de referéncia de profissionalismo, pela experiéncia, pela confianga dada e pelo

incrivel acolhimento, mostrando o que € uma definicao verdadeira da palavra equipa.

Aos restantes elementos da equipa de garantia de qualidade dos Laboratérios Basi que foram

fundamentais na minha integragao

Ao Professor Doutor Rui Barbosa, pela disponibilidade, paciéncia, apoio e orientagao no

longuissimo caminho de construgao da monografia.

A todos os colegas, a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra e todos os seus

docentes e nao docentes.

A ti, Coimbra!



indice
Parte | - Relatério de Estagio em Farmacia Comunitaria
ADBreVviaturas. .. ..o
[ [0 (o Ya (U Tor- T T
2. ANAlISE SV O T ..o e
2.1 PoNtos FOrtes. . ...t e
2L KGIZEN. ..
P B o o o Tete 1=,
2. 1.3, BQUIPA. .
2.1.4. Médulos de venda SIFARMA®. ...t
2.1.5. Servigos diferenciados...........c.vviiiiiiiiiiii i e
2.1.6. LoCaliZaAga0. . .ii it it e
2.2, PONOS Fracos. .. .o.uennii e e
221 COVID ..
P [ =7V o o Lot H
2.3, OPpOortuUNIdades. .......ouuitit e e
2.3.1. Aplicagao de conhecimento teOriCO. .. ..cvuviuiiiniiiiiii i,
2.3.2. Sazonalidade do eStAgio. .. ..ouiiuiiiiii i
PR T N1 1= ot TP
2.4.1. Desrespeito pela profissan.........o.eeueiiiiiiniiiiiiii i
2.4, LoCaliZAGA0. .. ittt ittt e aas
3. Consideracgoes Finais
Parte Il - Relatério de Estagio em Industria Farmaceéutica
ADBIreViaturas. ... .ot e
L INErOdUGAO. . e
2. ANAlISE SV O T .. e
2.1 PONtOS FOItes. ... .ot
2 L] EQUIPA. . et
2.1.2. Tarefas desempenhas. ........couoiuiiiiiiiii e
2.1.3. FOrmagao iNtEINA. . .oviiiittttt et eeiii ettt e ittt e eeeiieeeeeeeeainnneen
2.2, PONOS FraCos. .. .cuuiniit et
2.2, 1. LoCaliZaAGA0. . ettt e
2.2.2. Tarefas desempenhadas..........coooiiiiiiiiiiiiiii i
2.3. Oportunidades. ... ..couuinuiii e
231 COVID ..
2.3.2. Dinamica da @mMPresa. .. ..ooueineineiii e
2.3.3. Conhecimento geral da empresa..........coevveiiiiiiineniiiiie e
P T N 1 1= ot L
2.4.1. DUragao dO @STAGIO. ... euutueenntenteteete et et e et
3. Consideragoes FiNais......ooouiiiiiiiiiiiiiii i et
Parte lll - Os desafios bioanaliticos na detecao e monitorizacao de
peroxido de hidrogénio na sinalizacdao redox
ADBIreVIatUras. . ...t e
RESUMIO. .. e



AN o 13 o 1 Vot v 22

I 131 o Ya (U Tor- T T 23
2. Propriedades fisico-quimicas e reatividade do peréxido do hidrogénio................... 24
2. 1. Agente OXIdante. . ...o.viuiiitii i 24
2.2. Reacao com tidis € metais de tranSiCa0. ....uveeitiiiiiii ittt iieinaens, 24
3. Perdxido de hidrogénio no corpo humano...............ooooii 25
3.1. Sinalizagao redox celular...........ooiiiiiiii e 25
3.2. Oxidative eustress versus Oxidative diStress.............ccoeveiiiiiiiiiiiininiininninnnnn 25
3.3. Alvos moleculares e celulares...............oooiiiiiiiiiiiiii 26
3.4. Defesas antioxidantes celulares contra o perdxido de hidrogénio ................ 27
3.5 Difusibilidade, permeabilidade e compartimentalizagao..............c..cooeieenne.. 28
4. Detegao e monitorizagao de peroxido de hidrogénio.............c.oooiiiiiii 30
4.1. Métodos de detegdao e qUaNtificagao........ouvveiiiniiniiiiiiii i 30
4.2. Quimioluminescéncia € FIuoresCenCia.........oovniiiiiiiiiiiiiiiii e, 30
4.3. Sensores e biossensores eletroquiMmiCos. .........ccoiuiiiiiiiiiiiii e, 34
5. Algumas aplicagoes dos sensores e biossensores em sistemas bioldgicos................. 39
6. CONCIUSAO. . c.uiiiiiit i 40

VA G (= =1 (LT LT 4



Parte |

Relatorio de Estagio em Farmacia Comunitaria

Farmacia Alves



Abreviaturas

COVID-19 - Coronavirus disease 2019

FFUC - Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra
MICF - Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
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|. Introducao

A conclusao do meu percurso no Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
(MICF) pela Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC), pressupoe a
realizagdo de um estagio em Farmacia Comunitaria. Embora este seja um dos Ultimos passos
deste percurso de quatro anos é um dos mais importantes, pois € aqui, que podemos por em
pratica todo o conhecimento tedrico absorvido e ter um primeiro contacto com a realidade

da profissao.

O farmacéutico representa um dos principais rostos no que concerne a prestacao de
servigos de saude bem como na sua promogao cumprindo-lhe executar todas as tarefas no
que ao medicamento diz respeito. Para além disso, este tem uma posi¢ao algo singular pois
consegue contribuir e por em pratica o seu conhecimento em variadissimas areas, entre as
quais, a administracio de medicamentos, a identificacio de pessoas de risco, a gestao
terapéutica, a determinagao de pessoas de risco ou a educagiao para estilos de vidas mais

saudaveis.

As farmacias, pela ampla cobertura geografica, sio um dos pilares do Servico Nacional
de Saude garantindo a acessibilidade ao medicamento da populagao, mas também a equidade
e qualidade de prestacio de cuidados de salude a todos os cidadios. Desta forma, o

farmacéutico tem a oportunidade de ter um contacto préximo e direto com a populagao.

Para a realizagao do estagio curricular, optei pela Farmacia Alves, uma escolha que se
prendeu com o facto de ali ja ter realizado um estagio extracurricular de verao conhecendo
ja alguns elementos da equipa e o ambiente vivido na farmacia. O estagio realizou-se no
periodo de 04/01/2020 até 30/05/2020 (com um interregno de 17/03/2020 a 06/05/2020
devido 2 situagao pandémica). A Farmacia Alves esta localizada numa freguesia (Uniao de
Freguesias de Eiras e Sao Paulo de Frades) do concelho Coimbra, na localidade de Lordemao
que se situa na periferia da cidade acima referida. Esta farmacia é propriedade da Dra. Elisabete

Alves, sendo simultaneamente a diretora técnica.

O presente relatorio ira apresentar-se sob a forma de uma anadlise SWOT (Strenghts,
Weaknesses, Opportunities, Threats). Esta abordagem tem como objetivo principal analisar os
aspetos que se destacaram durante o periodo de estagio onde serao mencionados, do ponto
de vista de uma avaliagao interna o que, considerei como os pontos mais fortes e mais fracos,

e de um ponto de vista externo, as oportunidades e as ameagas identificadas.



2. Analise SWOT

2.1.Pontos Fortes
2.1.1. Kaizen

A busca por novas estratégias que levem a empresa a obter melhores resultados é cada
vez mais um foco e, por isso, sao adotadas ideologias e metodologias como a filosofia Kaizen,
a qual tem origem japonesa. O objetivo &, entdo, a melhoria continua de forma sustentada,
fazendo uma gestdo dirigida a diminuicdo de custos e de desperdicios e aumento de
produtividade e de rentabilidade, proporcionando uma rentabilizagao de recursos. Para mim
enquanto estagiario, foi um ponto forte na medida em que me incentivou a participar na
evolugao da empresa, estabelecendo metas de venda, procurando encontrar e solucionar

possiveis falhas. Existiam reunioes semanais em que estes aspetos eram abordados e debatidos.
2.1.2. Formacgoes

No decorrer do meu estagio tive acesso a variadas formagoes externas, acerca de
varios temas, o que aumentou e aprofundou o meu conhecimento. Considero importante,
principalmente nesta drea em que a ciéncia evolui a cada dia, permitindo a atualizagao da
equipa. Desta forma, também conheci novos produtos, suas especificagoes e particularidades,
relacionadas com os seus componentes. Todos estes aspetos serviram para aprimorar o meu

aconselhamento farmacéutico.
2.1.3. Equipa

A equipa da Farmacia Alves é composta por trés farmacéuticos e dois técnicos de
farmacia. O conhecimento técnico e cientifico é de grande nivel e sempre pronto a ser
partilhado, colocando-me a vontade para qualquer esclarecimento. Além disto, o espirito de
equipa e bom ambiente que se vive, foi, também, um estimulo para o meu desenvolvimento e

aprendizagem.

2.1.4. Médulo de vendas SIFARMA®

Um dos pontos fortes do meu estagio foi o facto de o modulo de vendas do SIFARMA
ja estar integrado no sistema da farmacia. Este fator permitiu elevar a qualidade do
atendimento ja que é bastante intuitivo e facil de utilizar ao contrario do que acontecia no

passado.



2.1.5. Servicos diferenciados

A farmacia disponibiliza a populagao o servigco de medigao de pressao arterial, glicémia,
colesterol e triglicéridos, fazendo-o com o maximo profissionalismo e com personalizado
aconselhamento farmacéutico. Muito utentes recorrem a estes servicos, tornando-se um
ponto de contacto diferenciado que pude experienciar, colocando mais a vontade para um
posterior atendimento ao balcao e, além disso, colocando em pratica varios conhecimentos
adquiridos. Assim, o tempo em privado com cada utente era utilizado para estabelecer com
ele um didlogo, criar empatia, enquanto se salientavam as medidas nao farmacoloégicas a adotar
em cada situagao, os cuidados e precaugoes a ter, esclarecer alguma questao e alertar a

possiveis fatores de risco.

2.1.6. Localizagao

O facto de a Farmacia Alves estar localizada fora da cidade de Coimbra, leva a que as
pessoas, geralmente, tenham mais tempo para um atendimento cuidado e atento, permitindo
criar relagoes, empatia com os utentes e vice-versa. Proporciona, assim, um atendimento mais

dedicado, com maior oportunidade de aprendizagem e evolugao.

2.2. Pontos Fracos
2.2.1. COVID

O inicio da pandemia que ja todos conhecemos, a COVID-19, foi um periodo
conturbado no estagio em farmacia. Por um lado, a procura constante e desesperada de
produtos como alcool, gel desinfetante, mascaras, suplementos alimentares de reforgo
imunitario e medicamentos, o que contribuiu para uma constante agitagao e pressao no meu
periodo de estagio, muitas vezes retirando algum tempo ao atendimento, assim como os
servigos farmacéuticos personalizados que ficaram em suspenso. Por outro lado, a interrupgao

do estagio e incerteza relativamente a continuagao do mesmo.

2.2.2. Inseguranca

Ao iniciar o atendimento, surgem algumas insegurangas devido ao papel fundamental que
o farmacéutico desempenha junto da populagao, na responsabilidade de um aconselhamento
correto e assertivo, personalizado a cada utente, com as suas particularidades e caracteristicas
pessoais. Para além disto, a falta de pratica inicial com o sistema SIFARMA, contribuiu para
algum constrangimento ou demora no atendimento, com maior desconforto em pessoas

menos tolerantes.
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2.3. Oportunidades
2.3.1. Aplicagao do conhecimento tedrico

Durante o meu estagio tive a oportunidade de colocar em pratica varios conhecimentos
adquiridos no decorrer do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas. As situagoes
vividas no dia a dia diferem um pouco do que aprendemos na teoria ja que ha uma diversidade
de fatores que nao sao mensuraveis e o facto de estarmos a lidar com pessoas aumenta esses
fatores. Desta forma, o farmacéutico tem um desafio a cada atendimento, sendo que cada
doente € um doente devendo o seu atendimento ser realizado da forma mais personalizada

possivel.

2.3.2. Sazonalidade do estagio

Sendo a duragao do estagio longa é possivel que este se realize em diferentes estagoes
do ano entre as quais Inverno, Primavera e Verao. O facto de o estudante interagir com o
doente em diferentes estagoes proporciona-lhe alguma experiéncia acrescida em doengas
tipicas e comuns dessas mesmas. Assim, no meu estagio tendo ocorrido durante o
Inverno/Primavera deu-me a oportunidade de contactar com casos praticos de doengas como
a gripe ou as alergias proporcionando um aumento do meu conhecimento e experiéncia em

casos deste género.

2.4. Ameacas
2.4.1. Desrespeito pela profissao

Apesar de o farmacéutico ser encarado de forma séria e respeitosa pela maioria da
populagao nota-se por vezes alguma descredibilizagao da profissao. Ha uma visao de chegar a
farmacia e se adquirir a medicagao ou produto de satide e bem-estar necessario como se fosse
uma pratica comum e banal. Compreende-se que muitas vezes os doentes ja fagam a
medicagao e utilizem certos produtos ha bastante tempo, no entanto, estes estao perante um
profissional de saude especializado pelo que o seu comportamento deveria ser um pouco

diferente.

Acrescentar, que ainda existe nos dias de hoje alguma falta de educagao da sociedade
no que respeita a salde ja que a automedicagao € uma pratica comum e a tentativa de aquisi¢ao
de medicamento sujeitos a receita médica sem esta uma realidade, sendo que por vezes

negacao do farmacéutico a esta ultima pratica é mal-encarada pelos doentes.
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2.4.2. Localizagao

Embora a localiza¢ao ja tenha sido referida como um ponto forte, ela foi também uma
ameaga na medida em que nao tive a oportunidade de ter experienciado o fluxo de uma
farmacia localizada na cidade o que me permitiria ganhar uma maior experiéncia ao nivel da

gestao do tempo de atendimento bem como a vivéncia de situagoes mais diversificadas.

3. Consideracoes Finais

Este estagio curricular foi, uma experiéncia extremamente enriquecedora, em que

pude vivenciar o dia-a-dia do trabalho numa farmacia comunitaria.

A farmacia comunitaria nao deve ser vista como apenas um ponto de venda de
medicamentos ou de produtos de bem-estar e saude, mas também como um servigo de saiude
publica acessivel a qualquer pessoa. Ja o farmacéutico para além do estatuto de profissional
que ostenta e de todos os direitos e deveres que dispoe € também uma pessoa proxima da

populagao que se deve mostrar disponivel para “abragar” todos os doentes.

Para além de ter colocado muitos dos conhecimentos tedricos em pratica senti que
cada dia que passava existia uma evolugao quer devido a novas aprendizagens, novas realidades,

NOVOS Casos.

Assim, como constatado através do presente relatorio, os pontos fortes destacam-se
perante os pontos fracos, assim como sao mais as oportunidades do que as ameagas tendo
sido uma experiéncia bastante positiva quer do nivel pessoal como profissional. Por ultimo,
realgar, que tudo isto so foi possivel gragas a uma equipa de profissionais exemplares que me

acolheram nesta dltima etapa de forma sensacional.
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Relatorio de Estagio em Industria Farmaceéutica
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Abreviaturas

BPF — Boas Praticas de Fabrico

CAPA — Corrective and Preventative Actions

CM — Controlo de Mudanga

COVID-19 — Coronavirus disease 2019

FFUC — Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra
MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
OOS — Out of Specficantions

SOP — Standard Operating Procedures

SWOT - Strenghts, Weaknesses, Opportunities, Threats

14



I. Introducao

Com a conclusao do meu percurso no Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
(MICF) pela Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC), para além da
realizagdo obrigatoria de um estdgio em Farmacia Comunitaria tive também a oportunidade
de optar por um dos outros ramos farmacéuticos, uma oportunidade Unica para um estudante

que quer presenciar varias experiéncias profissionais antes de entrar no mercado de trabalho.

Assim, optei pela realizagao de um estagio em Industria Farmacéutica, pois embora esta
area seja referenciada em varias unidades curriculares, senti que foi abordada apenas uma
pequena “ponta do iceberg” deste mundo, existindo assim um enorme interesse em

experienciar e contactar com o seu dia a dia.

A Industria Farmacéutica encontra-se em crescimento continuo sendo importante na
melhoria da saltde e qualidade de vida da populagao nao so6 pelo facto de produzir produtos
para o tratamento e prevencio da doenga, mas também pelo facto de incentivar o
desenvolvimento e inovagao de novas terapéuticas. O farmacéutico tem um papel de foco
nesta area ja que é este que assegura o conhecimento técnico-cientifico e o cumprimento das

boas praticas de fabrico (BPF).

Posto isto, tive a oportunidade de realizar o estagio nos Laboratérios Basi no
departamento de Garantia de Qualidade, na area de Qualificagao de Equipamentos, Sistemas
e Infraestruturas e Validagao de Software, sob a orientagao do Dr. Gualter Gaspar e sob tutela
de Diogo Reis. Os Laboratoérios Basi situam-se em Mortagua, sendo uma empresa que nos
ltimos anos apesentou um crescimento significativo das suas instalagoes devido 4 construcao
de uma nova unidade de fabrico de produtos injetaveis que veio complementar a ja existente

unidade de fabrico de produtos liquidos e semissélidos.

As minhas tarefas durante este estagio prenderam-se essencialmente com o
acompanhamento de calibragoes a equipamentos, a analise dos seus certificados bem como a

sua qualificagao.

O presente relatorio ira apresentar-se sob a forma de uma andlise SWOT (Strenghts,
Weaknesses, Opportunities, Threats). Esta abordagem tem como objetivo principal analisar os
aspetos que se destacaram durante o periodo de estagio onde serao mencionados, do ponto
de vista de uma avaliagao interna o que, considerei como os pontos mais fortes e mais fracos,

e de um ponto de vista externo, as oportunidades e as ameagas identificadas.
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2. Anadlise SWOT

2.1 Pontos Fortes
2.1.2. Equipa

Um dos pontos fortes deste estagio prendeu-se com o facto da equipa em que fui
enquadrado ser multifacetada, ja que esta era composta nio sé por farmacéuticos, mas
também por profissionais de outras areas académicas, que tentou desde o primeiro dia facilitar
a minha integragdo bem como vontade de esclarecer qualquer ddvida nao apenas nas tarefas
em que desempenhei, mas também no processo geral da empresa.

Para além disso, demonstrou ser uma equipa bem organizada e estruturada com
reunioes semanais que me permitiram ter contacto com outras areas para além da que estava

intimamente envolvido.

2.1.3. Tarefas desempenhadas

As tarefas desempenhadas revelaram-se um ponto importante, ja que me permitiram
ter contacto direto com conceitos abordados durante as aulas teéricas do meu percurso
académico de forma pratica. Conceitos como SOP, OOS, CAPA ou CM foram utilizados e
aplicados durante o dia a dia percebendo o que na pratica realmente significam.

Também o facto de ter realizado o estagio na area de Qualificagao de Equipamentos,
Sistemas e Infraestruturas e Validagao de Software permitiu-me ter uma visao de como na
indUstria farmacéutica qualquer pormenor é relevante pois as tarefas que elaborei requeriam
a maxima atengao pois a diferenga de uma unidade de medida, de pressao ou até de massa
faziam a diferenga entre um equipamento estar calibrado ou descalibrado tendo a sua analise

impacto direto no processo da empresa.

2.1.4. Formacao interna

Os Laboratérios Basi proporcionaram-me formagao individualizada nas tarefas que
elaborei bem como acesso as normas e procedimentos da empresa que, para além de
contribuirem para uma adequada integragiao, permitiram também aumentar o meu

conhecimento e a minha experiéncia na area.
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2.2. Pontos Fracos
2.2.1. Localizagao

O facto de os Laboratorios Basi se localizarem em Mortagua e de o meu local de
habitagao ser em Coimbra levou a que tivesse de fazer viagens longas todos os dias o que

acabou por se tornar cansativo e com alguma perda de tempo a nivel pessoal.
2.2.2 Tarefas desempenhas

Como a maior parte do tempo o estagio se centrou na verificagao de certificados de
calibragao, embora existisse alguma variabilidade nas tarefas desempenhas por vezes o dia

tornava-se um pouco mondétono e com largos periodos a executar a mesma tarefa.

2.3. Oportunidades

2.3.1 COVID

A situacao pandémica levou a que o meu estagio tenha sido realizado sem nenhum
colega da faculdade. Este facto despoletou a oportunidade de criar relagoes pessoais e
profissionais nao s6 com a equipa em que estava inserido, mas também com os restantes
trabalhadores. Assim, toda a conjetura contribuiu para o meu crescimento pessoal e

independéncia.
2.3.2 Dinamica da empresa

A empresa apresenta uma dindmica de recruta de pessoal ao nivel de todas as dreas o que me
fez acreditar que seria possivel mediante um bom estagio conseguir entrar no mercado de
trabalho via Laboratérios Basi. Apesar de este nao ser o principal foco, acabou por ser uma

motivagao extra para a sua realizagao.
2.3.3 Conhecimento geral da empresa

O facto de acompanhar calibragoes de equipamentos realizadas por empresas
subcontratadas e de realizar, mediante acompanhamento, qualificagoes de equipamentos
situados nas varias areas da empresa deu-me a oportunidade de ter uma visao geral desta. Foi
possivel conhecer toda a empresa, desde pisos técnicos, areas de produgao, areas de controlo

de qualidade e armazém
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2.4. Ameacas
2.4.] Duragao do estagio

O facto de a duragao do estdgio ser de apenas 3 meses limita o conhecimento que
podemos atingir, ja que este tempo € curto para uma assimilacao total de todos os processos

e tarefas sendo que o estagiario tem de entrar na dinamica da empresa de forma rapida.

3. Consideracoes Finais

A experiéncia no estigio nos Laboratorios Basi foi, inquestionavelmente, uma
experiéncia extremamente proveitosa e enriquecedora, nomeadamente enquanto parte final
do percurso académico, ja que foi o culminar de uma etapa, imediatamente anterior a entrada
no mercado de trabalho. Por outro lado, foi também a concretizagao de um objetivo pessoal,
isto &, a oportunidade de vivenciar e conhecer, na pratica, o setor da industria farmacéutica
antes do final do curso.

Mais concretamente, e enquanto consequéncia de ter integrado o departamento de
garantia de qualidade — Qualificacao de Equipamentos, Sistemas e Infraestruturas e Validagao
de Software — permitiu-me ter uma visao ampla e geral de uma industria farmacéutica, ganhar
conhecimentos até ai nunca abordados bem como aprofundar outros ja abordados no passado.

Ao nivel pessoal e de relagoes humanas foi também uma experiéncia de salientar ja que
como referenciado anteriormente fui integrado numa equipa com amplo conhecimento na
area que me ajudou a todos os niveis.

A concretizagao do estagio, confirma a importancia da existéncia desta componente
pratica no plano curricular, pois é absolutamente benéfico para os estudantes a possibilidade
de se experienciarem um setor adicional 2 Farmacia Comunitaria. Por ultimo, reforgco a
importancia dos Laboratorios Basi que embora nao tenham sido a primeira escolha se

revelaram como uma enorme surpresa, superando as minhas expectativas.
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Parte Il

Monografia

“Os desafios bioanaliticos na detecao e monitorizaciao de

peroxido de hidrogénio na sinalizacao redox”



Abreviaturas

AE - elétrodo auxiliar

AuNP - nanoparticula de ouro

BZTC - cloreto de benzeténio

CL - quimioluminescéncia

CNT - nanotubo de carbono

CV - voltametria ciclica

DNA — acido desoxirribonucleico

DPV - voltametria de impulso diferencial

EOQ’ - potencial formal de redugao

FCV - voltametria ciclica de varrimento rapido
GADPH - gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
GCE - elétrodo de carbono vitreo

GO - oxido de grafeno

H,O, - peréxido de hidrogénio

HIF - fator indutivel por hipoxia

HRP - peroxidase de rabano

KEAPI - kelch-like ECH-associated protein |

NADPH - nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase

NIR - infravermelho préximo

NPG - ouro nanoporoso

NRF2 - nuclear factor erythroid-2 related factor 2
NW - nanofio

PB - azul da Prussia

PtNP — nanoparticula de platina

RE - elétrodo de referéncia

Redox - redugao-oxidagao

RGO - é6xido de grafeno reduzido

ROS - espécies reativas de oxigénio

RP - roxo de ruténio

SPCES - elétrodo de carbono impressos em tela
SWCNT - nanotubo de carbono de parede simples
SWW - voltametria de onda quadrada

WE - elétrodo de trabalho
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Resumo

O peroxido de hidrogénio é umas das espécies reativas de oxigénio com mais interesse ao
nivel da sinalizagdo redox celular sendo que as suas concentrages podem desencadear
diferentes respostas, existindo niveis limiares que separam o estado patologico do estado
fisiologico e por conseguinte, o estado de oxidative eustress do estado de oxidative distress.
Assim, é importante compreender como é que esta molécula se comporta e encontra no
corpo humano por forma a realizar a sua detegao e monitorizagao. Atualmente, sao aplicados
varios métodos analiticos destacando-se os espectroscopicos (quimioluminescéncia e
fluorescéncia) e os eletroanalitcos (sensores e biossensores). Os biossensores embora ainda
apresentem algumas desvantagens assumem-se como um dos maiores desafios na detegao e
monitorizagao do peroxido de hidrogénio utilizando uma molécula de reconhecimento
biolégico ou mediadores de transferéncia de eletrao tais como os hexacianoferratos,
conhecidos como “peroxidases artificiais”. Estes sensores sao capazes de fornecer
informagoes sobre a dindmica de concentragao em tempo real que nao é acessivel com outros

métodos.

Palavras-Chave: peroxido de hidrogénio, oxidative eustress, oxidative distress,

quimioluminescéncia, fluorescéncia, sensor, biossensor, detecao, monitorizagao.
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Abstract

Hydrogen peroxide is one of the most interesting reactive oxygen species in terms of cellular
redox signalling and its concentrations result in different responses. Different levels of
hydrogen peroxide separate the pathological state from the physiological state and, the
oxidative eustress state from the oxidative distress state. Thus, it is important to understand
how this molecule behaves and finds in the human body to carry out its detection and
monitoring. Nowadays, several analytical methods are applied, highlighting spectroscopic
(chemiluminescence and fluorescence) and electroanalytical (sensors and biosensors).
Biosensors, although they still have some disadvantages, are one of the biggest in challenges in
detection and monitoring of hydrogen peroxide using a biological recognition molecule or
electron mediators such as hexacyanoferrate compounds known as an “artificial enzyme
peroxidase”. This type of sensors can provide information regarding the real-time

concentration dynamics of hydrogen peroxide, that are not accessible to other methods.

Keywords: Hydrogen peroxide, oxidative eustress, oxidative distress, chemiluminescence,

fluorescence, sensor, biosensor, detection, monitoring.
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|. Introducao

As designadas espécies reativas de oxigénio (ROS) sao moléculas com diferentes
reatividades e de grande interesse bioquimico e bioanalitico. Estas espécies quimicas englobam
um grupo de moléculas derivadas do oxigénio, que siao formadas por redugao-oxidagao
(redox) ou por excitagao eletronica, e que tém diferentes distribuicoes temporais e espaciais
e uma ampla gama de concentragdes intracelulares e extracelulares (Sies e Jones, 2020;
Gulaboski et al., 2019).

O peroxido de hidrogénio (H,O,) é uma das principais ROS, tendo uma um papel
principal na regulagao redox da atividade bioldgica (Winterbourn, 2013; Sies e Jones, 2020).
Esta molécula tem sido cada vez mais reconhecida sendo um indicador do stress oxidativo,
intimamente relacionado com eventos fisiologicos e patologicos, como o crescimento celular
e a apoptose ou doengas inflamatorias, cancerigenas ou neurodegenerativas (Meier et al., 2019;
Zhang et al,, 2014).

Varios métodos analiticos de detegao e quantificagao de H,O, em organismos, tecidos
e células foram sendo desenvolvidas nas ultimas décadas, destacando-se a fluorescéncia, a
quimiluminescéncia e os métodos eletroquimicos sendo que estes ultimos demonstraram uma
elevada sensibilidade, seletividade e tempo rapido de resposta (Meier et al., 2019; Zhang et al,
2014; Gulaboski et al, 2019; Lu et al, 2017).

Também para detetar o H,O, foram utilizados diferentes materiais quer de origem
biologica (e.x. enzimas) como de origem nao bioldgica (e.x. derivados do carbono, metais e
oxidos metalicos) (Patella et al.,, 2017).

Desta forma torna-se claro que o H,O, desempenha fun¢des fundamentais no
metabolismo sendo a compreensao do seu papel biolégico bastante relevante e os métodos

de detecao e monitorizacao um enorme desafio.
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2. Propriedades fisico-quimicas e reatividade do peroxido do

hidrogénio

2.1. Agente Oxidante

O H,0, é uma espécie quimica oxidante com um potencial formal de redugao (EQ’) de
1,32 Va pH 7,0. No entanto, o H,O, tem uma baixa reatividade com a maioria das moléculas
bioldgicas, ja que é necessaria uma elevada energia de ativagao para que isso ocorra. Embora
seja um agente oxidante forte, o H,O, também podera atuar como um agente oxidante fraco
quando perde um eletrio, apresentando um E” de 0,32 V. Neste caso, ha formagio do radical
hidroxilo ((OH*) que é uma espécie oxidante extremamente forte cujo EQ’ é de 2,31 V
(Winterbourn, 2013; Y, Veronique e Hua, 2000).

Apesar do H,0, ser estavel em solugao aquosa, a sua estabilidade é fortemente afetada
na presenca de ides metilicos como por exemplo o Fe*. O H,0, também reage com

compostos de enxofre e selénio e com centros de metais de transicao (Winterbourn, 2020).

2.2. Reac¢ao com tiois e metais de transicao

Como vimos anteriormente, o peroxido de hidrogénio, apesar de ser um forte
oxidante, reage com relativamente poucas moléculas biologicas com excegao dos tidis (R-SH),
grupo funcional do aminoacido cisteina, originando o acido sulfénico (R-SOH), que podera
reagir com outro tiol, sob condi¢oes de oxidagao moderadas e formar um dissulfeto (R-SS-R),
que nao sofre oxidagao posterior. No entanto, das progressivas oxidagoes do acido sulfénico
irao resultar o acido sulfinico (R-SO,H) e sulfénico (R-SO;H). Os tidis reagem mais
rapidamente do que outros aminoacidos com as espécies oxidantes, e alguns dos seus
produtos de oxidagao podem ser reduzidos reversivelmente. Assim, os tiois ao sofrerem estas
modificagoes quimicas conseguem atuar como moléculas sinalizadoras, e como interruptores
ou comutadores redox na regulagao dinamica das fungdes celulares (Winterbourn, 2020; Y,
Veronique e Hua, 2000).

Muitos dos efeitos biologicamente prejudiciais do H,O, dependem da presenga de
metais de transi¢ao como o ferro ou o cobre, pela clivagem da ligagao O-O, originando radicais
hidroxilo ou complexos metalicos ativados. A nivel fisioldgico, os centros contendo metais de
transicdo podem ser quelatos de baixo peso molecular, heme peroxidases, ou outras

metaloproteinas redox-ativas como proteinas sulfuricas ou ferrosas (Winterbourn, 201 3).
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3. Peroxido de hidrogénio no corpo humano

3.1. Sinaliza¢ao redox celular

A sinalizagdo redox celular compreende a resposta da célula a um oxidante/redutor ou
a uma modificagao no estado redox de um constituinte celular, sendo que esta resposta ou
modificagao ird originar uma cascata de efeitos com interesse bioldgico na célula ou a jusante
desta (Sies e Jones, 2020).

Tendo em conta as propriedades fisico-quimicas ja referidas do H,0O,, este torna-se um
composto com bastante relevo no que diz respeito a sinalizagao redox, pois é capaz de servir
como um mensageiro na transmissao de um sinal redox do seu local de origem para um local
alvo. O H,0, reage com proteinas que contém locais sensiveis a reagoes redox, e que tém
um papel importante na regulagao de varias vias bioquimicas quer a nivel enzimatico quer a
nivel transcricional, estas proteinas sao designadas de comutadores redox (Antunes e Brito,

2017; Sies, 2014).

3.2. Oxidative eustress versus Oxidative distress

Os niveis de concentragao celular de H,O, sao mantidos em valores baixos pela agao
antioxidante de sistemas enzimaticos como a catalase, a glutationa peroxidase e as
peroxirredoxinas, que eliminam rapida e eficientemente o H,O, (Sies e Jones, 2020; Antunes
e Brito, 2017). Contudo, pequenas variagoes de H,O, podem ser benéficas ja que sao
relevantes em alguns processos fisiologicos tais como proliferagao, migragao, diferenciagao
celular e angiogénese. Este estado de manutengao dos niveis fisiologicos de H,O, é designado
de oxidative eustress (Sies e Jones, 2020).

No entanto, niveis excessivos de H,0O, em concentragoes supra fisiologicas (superiores
a 100 nM) levam a uma oxidagao de proteinas e a respostas alteradas, bem como a danos
reversiveis e irreversiveis de biomoléculas, o que podera causar morte celular ou interrupgao
do crescimento com estados patologicos associados. Um estado com concentragoes de H,O,
cima das fisiologicas € designado de oxidative distress (Sies e Jones, 2020). Desta forma,
conforme se mostra na Figura | as consequéncias oxidativas do H,O, sao complexas havendo

niveis limiares que separam o estado patologico do estado fisiologico (Antunes e Brito, 2017).
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Fig.1. Concentragoes de H,O, e diferentes respostas celulares — a verde o oxidative eustress e
a vermelho o oxidative distress separados por pequenas concentragoes. (Adaptada de (Sies e
Jones, 2020).

3.3. Alvos moleculares e celulares

Como ja referido anteriormente, o H,O, é uma importante molécula na sinalizagao e
regulacao redox ja que interage com varios alvos moleculares e celulares com impacto em
diversos processos biolégicos, quer ao nivel do controlo de uma unica atividade enzimatica ou
ao nivel transcricional (Sies e Jones, 2020; Sies, 2017).

Um dos alvos com quais o H,O, interage é o sistema Nrf2-Keap| que tem como fungao
manter a homeostase celular no que concerne ao equilibrio redox. Este sistema é composto
pelo fator de transcrigao nuclear Nrf2 e pela proteina citosolica KeapP| que contem varios
residuos de cisteina e que permite a ubiquitinagao do Nrf2. Na presenca de H,0O,, este oxida
as cisteinas presentes no Keap| havendo interferéncia na sua conformacgao, o que vai impedir
a degradagao do Nrf2 permitindo o aumento da sua estabilidade, e o consequente transporte
para o nulcleo, onde ocorre transcricao de genes que expressam proteinas antioxidantes.
Desta forma, o H,O, revela-se fundamental na resposta antioxidante (Sies e Jones, 2020)
(Lismont e Revenco, 2019; Bellezza et al, 201/8). Outro exemplo também envolvido na
transcrigao génica, é o fator de transcrigao nuclear NF-kB. Este fator é um importante
interruptor dos processos inflamatérios bem como da proliferagao e apoptose celular. O H,0O,
pode ter um papel inibidor ou estimulador conforme se encontre no citoplasma ou no nucleo.

Assim, o H,O, citosdlico leva a dissociagao do complexo NF-B / IB, o que permite que o fator
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NF-kB seja transportado para o nlcleo e ocorra a sua transcricdo. No sentido inverso, o
aumento de concentragao de H,O, nuclear inibe a ligagao do NF-kB ao DNA, ja que este
contem cisteinas oxidaveis reduzindo desta forma a sua atividade transcricional (Sies e Jones,
2020; Marzo, Chisci e Giovannoni, 2018).

A hipoxia croénica intermitente demonstrou ativar a sinalizagao redox, contribuindo
para varias respostas celulares e sistémicas, como alteragoes de pressao arterial, aumento da
libertagao de neurotransmissores, fatores neurotroficos e alteragao de desempenho cognitivo
e do sono (Sies e Jones, 2020). Assim, sao ativadas as vias de segundo mensageiro e
reguladores de transcricao da hipdxia, como o fator induzivel por hipoxia (HIF), principal
regulador de respostas transcricionais a diminuicao dos niveis de oxigénio. Perante uma
situagao de hipoxia, os oxidantes contribuem, entao, para a estabilizagao do HIF, ajudando a
estabelecer uma resposta, estando esta condigao associada a um aumento da produgao do
radical aniao superoxido e H,O, (Sies e Jones, 2020).

O H,0; revela-se também importante na adaptagao metabdlica ja que interage com a
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GADPH), uma importante enzima no processo da
glicolise. O H,O, reage com uma cisteina catalitica necessaria para a sua afinidade ao substrato
glicolitico, o gliceraldeido 3-fosfato (Sies e Jones, 2020).

Também o fator de transcricao p53 é modulado através do H,0O,. Este fator de
transcricao é responsavel por manter o equilibrio redox celular regulando a expressao de
genes antioxidantes e evitando danos no DNA nas doengas cancerigenas (Sies e Jones, 2020).

Desta forma, e consoante o alvo com que o H,O, interage, este pode ter um papel
relevante na expressao génica, na regulacao celular (e.x. crescimento, proliferagao,
diferenciagao, senescéncia e apoptose), na fungao mitocondrial, e nos estados patologicos de

doenga (Lismont e Revenco, 2019).

3.4. Defesas antioxidantes celulares contra o peréxido de hidrogénio

No que diz respeito as nossas defesas celulares contra o H,O, esta espécie reativa
pode ser removida por sistemas antioxidantes eficientes por via da catalase, mas também

através da glutationa peroxidase e das peroxiredoxinas (Winterbourn, 2013; Sies, 2014).

Relativamente a catalase, uma proteina hémica, esta decompoe o H,O, em oxigénio e
agua, processo que se designa de dismutagao (reagao catalitica). Esta reagdo ocorre
essencialmente nos peroxissomas (sendo as excec¢oes os eritrocitos e os neutrofilos), e tem

como objetivo principal remover o H,O, proveniente das oxidases peroxissomicas assim
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como qualquer H,O, que se difunda neste organelo. A catalase pode ainda reduzir o H,0O, a
agua oxidando compostos dadores metabdlicos de hidrogénio (reagao peroxidatica), como

por exemplo o metanol (Winterbourn, 2013; Sies, 2014; Sies e Jones, 2020).

Por sua vez, a glutationa peroxidase encontra-se em varios compartimentos celulares,
e contém no seu local ativo uma seleniocisteina que reage rapidamente com H,O, formando-

se agua (Couto, Wood e Barber, 2016; Lismont e Revenco, 2019).

Outra das formas de eliminar o H,O, do organismo ¢ através das peroxirredoxinas.
Estas proteinas tiol tal e qual como a glutationa peroxidase estio presentes em varios
compartimentos das células, e podem ser classificadas com base nas semelhangas a proteinas
e ao mecanismo de redugao da proteina oxidada como as formas tipicas de 2-Cys, 2-Cys
atipicas ou 1-Cys (Winterbourn, 2013; Veal, Day e Morgan, 2007). E importante realcar que
tanto a glutationa peroxidase quanto as peroxiredoxinas dependem do NADPH para manter
sua atividade catalitica, tornando a regeneragao do NADPH uma caracteristica crucial numa

defesa antioxidante eficaz (Winterbourn, 201 3).

3.5. Difusibilidade, permeabilidade e compartimentalizacao

A distribuicao espacial de H,O, nas células e tecidos nao é uniforme existindo
gradientes substanciais, tanto de extracelular para intercelular e entre espagos subcelulares.
Também dentro dos organelos subcelulares, existem gradientes de H,O, como no espago das
cristas mitocondriais (Sies, 2017). Estima-se que o H,O, pode ser localizado num intervalo
entre 10 a 50% do diametro celular em concentragoes celulares normais de peroxiredoxina

ou glutationa peroxidase (Winterbourn, 2013).

Apesar do H,0O, ser uma molécula sem carga, o seu momento dipolar é maior que o
da agua e, por isso, a difusao simples é mais limitada. Assim, o peroxido de hidrogénio
consegue passar através das membranas celulares, embora possa ser facilitado por canais como
as aquaporinas, as quais tém também por funcao mediar o transporte de agua sob pressao
osmotica. Tem sido demostrado em varios estudos que as isoformas especificas destas
proteinas, também chamadas de peroxiporinas, transportam o H,0O,, conforme foi verificado
em varios sistemas baseados em modelos celulares (Marzo, Chisci e Giovannoni, 2018; Sies,
2017). Desta forma, a separagao espacial das fontes de H,O, e dos seus alvos, assim como a
difusibilidade a partir do local de producao através das membranas, leva a formagao de

gradientes intracelulares de H,0O,, o que determina o comportamento dos sistemas alvo desta
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espécie quimica reativa (Lismont e Revenco, 2019). A Figura 2 resume esquematicamente os

principais alvos moleculares e moduladores chave da sua agao a nivel celular.

* NF-xB
* NOX1-NOXS * HIF

e * GAPDH

Mitochrondrial
ETC complexes
-1

Oxidases H,0,

Exposome
AQP

» Peroxidases
* Peroxiredoxins
» Catalases

Re .
ﬁ'hctions: sinks

Fig. 2. Moduladores e alvos principais do H,O,. A azul os principais alvos moleculares e
celulares do H,0O,. A vermelho as principais fontes de H,O,. A verde as defesas antioxidantes
celulares contra o H,O,. A amarelo o mecanismo de controlo do gradiente de H,0O,
(peroxiporinas). (Adaptada de (Sies e Jones, 2020).
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4. Detecdao e monitorizacdo de peroxido de hidrogénio

4.1. Métodos de detecao e quantificacdo

Presentemente, ha uma enorme diversidade de métodos (bio)analiticos para detetar e
quantificar o H,O, em sistemas biologicos. Nestes métodos podemos assinalar técnicas mais
convencionais como a cromatografia, a espetrofotometria, a quimioluminescéncia e a

fluorescéncia e as técnicas voltametricas/amperometrias (Pundir, Deswal e Narwal, 2018).

Nesta sec¢ao, podemos destacar a quimioluminescéncia (CL) e a fluorescéncia no que
concerne aos métodos espectroscopicos, e também dar relevo aos métodos eletroanaliticos,

dando especial atengao aos sensores e biossensores de transdugao eletroquimica.

4.2. Quimioluminescéncia e Fluorescéncia

No que respeita 2 CL, e de forma resumida, trata-se de um método de detegao e
quantificagao para o qual conseguimos medir a concentragao de H,O, através da intensidade
do sinal de emissao de radiagao obtida por uma reagao quimica entre o H,O, e um reagente
sendo necessario a utilizacio de um catalisador. Intervém na reacao atras descrita varios
reagentes tais como o luminol, a fluoresceina, dioxetanos, oxalato e seus derivados e corantes

de acridinio sendo utilizados de acordo a sua especificidade (Meier et al,, 2019).

Como referido acima um dos reagentes mais utilizados nas reagoes de
quimioluminescéncia é o luminol existindo uma diversidade enorme de exemplos de
indicadores ou sondas em que este é utilizado. A luminescéncia do luminol (5-amino-2,3-
dihidro-1,4-ftalazinediona) foi descrita pela primeira vez em 1928, desempenhando ainda um
papel importante nos métodos analiticos modernos (Gansauge, 2003). Tanto ides metalicos
como enzimas podem atuar como catalisadores na reagao do luminol como na reacgao com
o acridinio (Sheng et al,, 2017).

Diversos oxidantes como o hipoclorito e o ferrocianeto de potassio geram
quimioluminescéncia na presenca de acridinio, e catalisadores como as peroxidases aumentam
a intensidade de luminescéncia, em condi¢oes alcalinas. A diazaquinona pode também emitir
luz tal como o préprio luminol (Gansauge, 2003).

Uma das enzimas, a peroxidase de rabano (HRP), tem sido amplamente utilizada para
a detecao de H,0O, e de outros compostos por meio de reagdes enzimaticas acopladas. No
entanto, esta enzima natural tem algumas desvantagens como o elevado custo, dificuldade de

isolamento e tempo de vida util curto (Yu et al,, 2016).
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Uma das vias alternativas para substituir a HRP é a utilizagdo de nanoparticulas
metalicas ja que estas tém a capacidade de mimetizar a peroxidase e de catalisar a reagao do
luminol- H,O,. Assim, em comparagao com a HRP as nanoparticulas apresentam um baixo
custo e sao menos vulneraveis que as enzimas, que sofrem desnaturagao. No entanto, a sua
atividade catalitica depende das dimensoes das particulas, e a sua preparagao com tamanho
uniforme ainda é um grande desafio. Para além disso, a toxicidade da maioria das
nanoparticulas é desconhecida (Yu et al, 201/6).

Um dos exemplos da utilizagdo de nanoparticulas em imagiologia de fluorescéncia do
H,O, é através de nanoparticulas preparadas com ésteres de peroxalato e corantes
fluorescentes (e.g. perileno, rubreno e pentaceno) que tém a capacidade de emitir
fluorescéncia na presenga de H,O, in vivo com alta especificidade e sensibilidade. As
nanoparticulas de peroxalato detetam o H,O, passando por uma reagao de CL de trés
componentes (H,O,, ésteres de peroxalato e corantes fluorescentes) (Lee et al, 2007). Desta
forma, temos nanoparticulas compostas por polimeros de éster de peroxalato e pelo corante
que ao entrar em contacto com o H,O, vai originar uma reagao entre este e os esteres de
peroxalato resultando um composto intermedidrio de dioxetanodiona que vai excitar o
corante levando a emissao de luz das nanoparticulas e a obtencao de imagens. De referir ainda
que as nanoparticulas de peroxalato tém propriedades atrativas para imagiologia in vivo, como
a emissao a comprimentos de onda entre 460-630 nm, sensibilidade ao H,O, na ordem dos
nanomolar, e excelente especificidade para H,O, em relagao a outras espécies reativas de
oxigénio (Meier et al,, 2019; Lee et al,, 2007). Para a obtengao destas imagens foram efetuados
ensaios em murganhos em que se pode observar H,O, exdgeno intramuscular, bem como a
sua produgao na cavidade peritoneal induzida por lipopolissacarideos (Meier et al, 2019).
Embora consigamos obter imagens in vivo de H,O, estes ensaios apenas nos mostram imagens
de H,O, exodgeno ou produzido de forma induzida e nao um aumento da sua concentragao
intracelular como resultado de estimulos pré-oxidantes fisiologicos (Lee et al., 2007).

Outro dos métodos bioanaliticos utiliza nanoparticulas de metais de transigao ja que
estas possuem excelentes propriedades oticas, elétricas e quimicas. Em estudos recentes foi
descrita atividade catalitica de nanoparticulas de Au, Cu e Ag na reagao quimiluminescente do
luminol. No que diz respeito as nanoparticulas de Ag estas tém diversas vantagens; como uma
sintese relativamente facil, tamanhos muitos pequenos, emissao de fluorescéncia ajustavel e
baixa toxicidade, tendo sido utilizadas em conjunto com a BSA (usada como agente de
protecao para a produgao de nanoclusters devido a forte afinidade com sais inorganicos) na
detecao de H,0O,. Este ensaio revelou em condi¢oes 6timas experimentais, a detegao de H,0O,

na gama de 0,14 yM a 100 yM com limite de detegao de 0,016 yM (Sheng et al., 2017). Assim,
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a formacao de um nanocluster de prata com a BSA, origina a emissao de radiagao em
comprimentos de onda variaveis (Meier et al, 2019).

Em 2015, descobriu-se que a reagao do luminol poderia ser catalisada pelo azul de
iodofenol, sendo a primeira vez relatado um indicador quimico com atividade catalitica na
reagao do luminol com o H,0,. Esta descoberta foi uma consequéncia de estudos realizados
em que o azul de iodofenol estava a ser utilizado como intensificador no sistema luminol-
H,0O,-HRP sendo que se observou que o sinal do branco (sinal de CL na auséncia de HRP) do
sistema luminol- H,O,-HRP-azul de iodofenol estava muito elevado, indicando que o azul de
iodofenol podia catalisar a reagao do luminol- H,O, diretamente, mesmo na auséncia de HRP.
Desta forma. e com base na dependéncia da concentragao de H,O, da atividade catalitica do
azul de iodofenol desenvolveu-se um método CL sensivel e nao enzimatico para a detegao e
quantificagao de H,O, (Yu et al,, 201 6; Meier et al,, 2019).

Este método mostrou que o azul de iodofenol pode servir como catalisador para
acelerar a formagao de espécies de radicais oxidantes (OH * e O, "), e subsequente formagao
de | O, que reage com o aniao luminol para emitir luz, tendo-se desenvolvido um ensaio
simples, sensivel e seletivo com limite de detegao de 14 nM (Yu et al, 2016). Os resultados
mostraram ainda que este método aumentou a reprodutibilidade em comparagao aos ensaios
de nanoparticulas que mimetizam a peroxidase, cujas propriedades de detecao dependem do
tamanho da particula (Meier et al, 2019).

Ainda dando exemplos da utilizagao de catalisadores na reagao luminol- H,O, destaca-
se a hemina e o polietilenoglicol éter metilico com limite de detegao de 1,8 nM, sendo este
mais baixo que o obtido noutros métodos (Meier et al., 2019).

Quanto a fluorescéncia, outro dos métodos utilizados, envolve a medicao de um sinal
de luz que é emitido por excitagao com radiagao. Esta excitagao é provocada usualmente por
uma lampada de Xénon (Meier et al, 2019).

Nos dltimos anos, a detegao de fluorescéncia e a respetiva imagem sofreram alguns
avangos significativos estabelecendo-se como uma das técnicas bioanaliticas com maor
relevancia e interesse na detegao de H,O, (Xu et al, 20/6). Varios indicadores ou sondas
fluorescentes tém sido utilizadas partindo de diferentes materiais e fluoréforos como o
disulfonato de naftofluoresceina, acido homovanilico, Escherichia coli OxyR, nanotubos de
carbono de parede simples (SWCNT) ou reagentes fluorescentes a base de fosfina (Meier et
al, 2019). Para além disto, algumas das sondas fluorescentes podem ser direcionadas para
alvos celulares precisos, o que fornece um método poderoso e versatil para monitorizar a

quantidade, o transporte e a localizagao de biomoléculas in vivo (Xu et al, 2016).
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Um dos exemplos foi uma sonda desenvolvida especificamente para a detegao de H,0O,
associado a mitocondria, a Mito- H,O,. Esta sonda mostrou uma reduzida fluorescéncia devido
ao processo de transferéncia de eletrao fotoinduzida (PET, e um sinal de fundo extremamente
baixo, o que proporcionou uma elevada sensibilidade. A reagao de Mito- H,0O, com H,O, em
condigoes fisiologicas causa a oxidagao da fragao boronato o que leva a uma alta seletividade
para o H,O, sobre as restantes ROS resultando numa resposta fluorescente “Turn-On” e mao
de quenching, que leva ao desenvolvimento de um método altamente sensivel e seletivo para
detetar e monitorizar a dinamica de concentragao do H,O, em sistemas biologicos. De realgar
que esta sonda exibiu excelentes propriedades direcionadas as mitocondrias, e foi aplicada
com sucesso para a obtengao de imagens do H,O, mitocondrial em células tumorais Hela.

Em suma, esta sonda fluorescente é vista como um excelente exemplo no que diz
respeito a sintese de novas moléculas fluorescentes com especificidade para organelos
celulares (Xu et al, 2016).

Outro exemplo de sondas fluorescentes utilizadas na detegao de H,O, é o nano-sensor
raciométrico que se baseia em propriedades similares a das peroxidases de complexos de
cobalto e nanotubos de carbono peroxidase-like (Qian et al, 2019). O complexo Co-CNT
catalisa a transformagao do Amplex Red nao fluorescente num derivado fluorescente, e a
transformagao da escopoletina fluorescente num derivado nao fluorescente na presenga de
H,0,. O sistema sensor muda de cor de amarelo para azul, o que pode ser claramente visto
a olho nu. Desta forma, estamos perante um ensaio simples em termos de preparagao e
operagao e um método de detegao simples e economico de H,O, (Qian et al, 2019).

Recentemente foi também criada uma sonda de fluorescéncia no infravermelho
proximo (NIR) para detetar H,O, revelando-se uma técnica eficaz para estudos de imagem in
vivo ja que tem excelente penetragao ao nivel dos tecidos, e baixo dano biolégico e de
autofluorescéncia. Esta sonda espectroscopica NIR off-on obteve resultados na visualizagao de
H,O, em células HepG2, e em murganhos demonstrando baixa toxicidade, elevada
especificidade, sensibilidade e fotoestabilidade o que permite uma detegao e monitorizagao de
H,O, endogeno. No entanto, estas sondas com boas propriedades o6ticas no NIR ainda sao

escassas (Zhang et al,, 2019).
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4.3. Sensores e biossensores eletroquimicos

Um sensor quimico é um dispositivo que converte um estado quimico, geralmente
concentragao, num sinal mensuravel. O mecanismo envolve trés etapas fundamentais: o
reconhecimento da espécie quimica (analito alvo), o processo de transdugao de sinal e o
processamento do sinal.

Os biossensores sao considerados como um subtipo de sensores quimicos, e sao
definidos de como um dispositivo integrado capaz de fornecer informagoes analiticas
quantitativas ou semi-quantitativas utilizando uma molécula de reconhecimento biolégico ou

bioreceptor que esta em contato espacial direto com um elemento “transdutor “.
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Fig. 3. Mecanismo de funcionamento dos sensores e biossensores.

Na detecao de H,O, podem ser utilizados sensores ou biossensores eletroquimicos,
amperomeétricos ou voltamétricos. Utilizam dois ou trés elétrodos; um elétrodo de trabalho
(WE), um elétrodo auxiliar (AE) e um elétrodo de referéncia (RE), medindo-se a corrente de
redugao ou de oxidagao do H,O, a um determinado potencial mantido constante ou variavel
obtendo-se registos da corrente em fungao do tempo (amperograma) ou em fungao do
potencial (voltamograma). As alteragoes na corrente redox sao proporcionais a concentragao
de H,O, em solugao.

Em geral, para uma determinada espécie eletroativa quer dissolvida numa solugao,
quer adsorvida na superficie de um elétrodo de trabalho, é medida a corrente faradaica com
origem nas reagoes redox que acontecem na superficie de um elétrodo de trabalho. Ha
diferentes variante técnicas, como por exemplo a voltametria ciclica (CV), voltametria ciclica
de varrimento rapido (FCV), voltametria de impulso diferencial (DPV) ou a voltametria de
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onda quadrada (SWYV), as quais revelam grande sensibilidade e baixos limites de detegao
(Gulaboski et al, 2019).

Os sensores amperométricos baseiam-se na medicao de uma corrente redox a um
potencial fixo aplicado ao WE. Assim, a corrente redox gerada é diretamente proporcional a
concentragao da espécie eletroativa em solucao. Os sensores eletroquimicos de H,O, podem
ser construidos a partir de elétrodos metdlicos sobretudo de Pt que tem um uma acao
catalitica na oxidagao ou reducao do H,0O,, ou ser, modificados com materiais/filmes
eletrocataliticos, os quais podem ser nanoparticulas metais nobres (e.g. Pt, Au ou Pd).

Os biossensores sao construidos a partir de enzimas como a peroxidase de rabano e
a catalase, ou ainda proteinas como hemoglobina ou mioglobina e citocromos, imobilizadas na
superficie do elétrodo de trabalho, reagindo especificamente com o H,0O,, desta forma
mediando a transferéncia de eletroes com o elétrodo (Hydrogen Peroxide Sensors Paper
Review JEC May 2019).

Um dos métodos eletroquimicos para a medigao do H,O, é a detegao amperométrica
por elétrodo modificado por azul da Prussia (PB) que permite aplicar potenciais mais baixo
(~0 V vs. Ag/AgCl), evitando a detecao de varios interferentes (Puganova e Karyakin, 2005; Lu
etal, 2017). Estes cristais constituem um hexacianoferrato com uma estrutura de rede cubica
de face centrada, com ides férricos (Fe’*) e ferrosos (Fe®") alternados na rede, coordenados
para atomos de nitrogénio e carbono. Referidas como “peroxidases artificiais”, a forma
reduzida deste complexo (Prussian white) é conhecida pela elevada atividade catalitica para
reduzir, seletivamente e com baixo potencial o H,O, (Lu et al, 201/ 7; Husmann et al,, 2014).

O fabrico de sensores pode exigir varias etapas que influenciam o desempenho destes
pelo que é necessario desenvolver métodos que sejam rapidos, simples e reprodutiveis
(Scientifica, 2014). Assim, o PB pode ser depositado com sucesso na maioria das superficies
de elétrodos a excegao da platina, por meio de varios métodos, tais como como deposicao
eletroquimica, deposigao quimica in situ e screen-printed (Lu et al., 2017).

A eletrodeposicao € uma técnica rapida e bem controlada para depositar PB na
superficie dos elétrodos, sendo utilizadas no fabrico de sensores modificados por PB, como
veremos mais a frente. Esta técnica devera ter em consideracao diversos fatores, tais como,
o material do elétrodo, a espessura, a microestrutura, o desempenho eletroquimico e o tempo
de deposicao (Lu et al, 2017).

Outra das técnicas utilizadas para a produgao de sensores modificados por PB € a
impressao em tela (screen-printed). A screen-printed a jato de tinta € uma poderosa
tecnologia de deposicao com a capacidade de fornecer quantidades precisas de tinta em

volumes de picolitros permitindo o desenvolvimento de sensores através de um método
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simples, robusto e confidvel que evita processos de fabrico com multiplas etapas, sendo
adequado para produgao em grande escala (Scientifica, 2014).

No entanto, a estabilidade do PB é a sua grande desvantagem, ja que o material é
influenciado pelo pH e possui pouca estabilidade em solugoes neutras ou alcalinas, ou ainda
com elevadas concentragdes do ido Na’, o que dificulta a sua aplicabilidade em biossensores,
que na maioria dos casos tém a sua gama de trabalho ao pH fisiologico entre 7,0-7,4 (Husmann
etal, 2014; Luetal, 2017).

Uma das formas de resolver este problema é a utilizagao de surfactantes como o
cetiltrimetilamoénio (CTAB) ou o cloreto de benzetonio (BZTC), explorando a sua capacidade
de se acumular na superficie ou interface entre duas fases diferentes, neste caso a interface
elétrodo-solucao (Salazar et al, 20/2). Assim, foi possivel produzir sensores de H,O,,
baseados na eletrodeposicao de azul da Prussia (PB) em elétrodos de carbono impressos em
tela (SPCEs) modificados por BZTC. A concentracao de BZTC foi otimizada concluindo-se
que a configuragao BZTC (2mM) / PB apresentava um melhor comportamento eletroquimico,
com melhor cobertura de superficie e parametros de difusao (Salazar et al, 2012).

Esta metodologia, permitiu obter uma maior sensibilidade do que em configuragoes
anteriores baseadas em SPCEs modificados, representando também um método mais rapido
e demonstrando boa estabilidade em solu¢oes neutras. Para além disso os sensores baseados
em BZTC (2mM) / PB armazenados secos e a temperatura ambiente por 4 meses,
permaneceram com ~90% de sua resposta inicial ao H,O,, uma propriedade util para
aplicagoes comerciais (Salazar et al, 2012).

Ainda no que respeita a estabilidade do PB em solugoes neutras, outras das
metodologias que pode solucionar este problema é a preparacao de nanocompositos de PB
com diferentes estruturas de nanomateriais de carbono, como nanotubos de carbono (CNTs)
e grafeno. Devido as propriedades elétricas, estruturais e mecanicas destes nanomaterias €
possivel minimizar a limitagao do pH na utilizagdo do PB através da formagao de
nanocompositos de PB/nanomaterias. Este material mostra melhor estabilidade eletroquimica
e reposta ao H,O, quando comparado com o PB (Husmann et al,, 201/4).

Assim, foram produzidos elétrodos via eletrodeposicio de CNTs e PB em que o PB
foi depositado na superficie do elétrodo como o produto da reagio entre os ides Fe ** e [Fe
(CN) °] * o que que melhorou vérias propriedades do PB e aumentou a sua estabilidade
eletroquimica. Esta elevada estabilidade eletroquimica é resultado da interagao entre o PB e o
CNT, isto é, como as espécies de ferro, necessarias para a formagao do PB, sao encontradas
exclusivamente no CNT, o PB so crescera onde essas espécies estiverem disponiveis, ou seja,

nas paredes do CNT, resultando em um contato intimo entre o PB e o CNT. Desta forma,
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obtém-se um sensor de H,O, com boa sensibilidade, resposta rapida e linearidade nas curvas
de calibragao. O sensor CNT / PB modificado também ¢é um material de baixo custo e com

pouca manutengao (Husmann et al., 2014).

Outros hexacianoferratos de metal analogos ao PB foram também usados, exibindo
uma boa atividade eletrocatalitica para redugao de H,O, e mostrando serem mais estaveis em
solugoes tampao neutras ou alcalinas e com um comportamento eletroquimico menos afetado
pela presenca de catides em meios biologicos. Destaca-se o hexacianoferrato de ruténio,
também conhecido como roxo de ruténio (RP) que, foi utilizado recentemente em
microeléctrodos RP de filme fino baseados em microeléctrodos de fibra de carbono de baixo
custo para monitorizar concentragoes extracelulares de H,O, no tecido cerebral (Ledo et al,

2020).

Metais de transicao como o Ag, o Pd, o Cu e a Pt podem atuar como locais ativos para
a acgao catalitica na oxidagao ou reducao do H,O,. Assim, a sua utilizagao conjunta com
nanoestrutruras (nanofios, nanoparticulas e nanotubos) aumentam a cinética da reagao devido
ao aumento da drea ativa sendo possivel, desta forma, o fabrico de sensores de H,O, com um

melhor desempenho (Patella et al,, 2017).

Um dos metais mais utilizados para a detegao eletroanalitica de H,O, ¢ a Pt, pois este
metal tem sido considerado um substituto perfeito para a catalase. Para além disso, as
nanoparticulas de Pt (PtNPs) possuem uma grande area de superficie especifica e boa
estabilidade quimica diminuindo a sobrepotencial de oxidagao / redugao do H,O, de maneira

eficiente (Zhang et al, 2014; Agrisuelas e Valero, 2017).

Por forma a aumentar a carga de Pt e obter NPs de tamanho pequeno e uniforme,
nanoestruturas de carbono, grafeno, nanofios e polimeros tém sido explorados como modelos

para dispersar homogeneamente PtNPs na superficie do elétrodo (Xiao et al., 2015).

Um dos nanomateriaias com relevancia é o grafeno. Este possui propriedades
interessantes tais como alta condutividade elétrica, grande superficie especifica, cinética de
transferéncia de eletroes heterogénea rapida e biocompatibilidade. Os oxidos de grafeno
(GO) ou nanofolhas de grafeno exibem uma combinagao de propriedades térmicas, mecanicas
e elétricas excecionais, que sao superiores a outros materiais de papel a base de carbono

(Zhang et al,, 2014; Sun et al., 2015).

Um dos exemplos da utilizagao do grafeno é no biossensor amperométrico de

nanocompositos de grafeno-Pt. Este biossensor constituido por GO reduzido (RGO) e PtNPs
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modificados em elétrodo de carbono vitreo (GCE) por adsorgao fisica e eletrodeposicao,
respetivamente, demonstra que o elétrodo modificado com nanocompédsitos RGO-Pt exibiu
uma alta corrente de pico e baixo potencial para a redugao de H,O,, tendo uma maior
sensibilidade muito quando comparado com elétrodo modificado sé de nanoparticulas de Pt

ou so6 de grafeno (Zhang et al., 2014).

Noutro estudo foi utilizado igualmente GO reduzido (RGO) e PtNPs adicionando-se
nanotubos de carbono (CNT). Assim, a incorporagao de CNT em papel grafeno evita a
aglomeracao de nanofolhas de grafeno, melhora a condutividade elétrica e a resisténcia
mecanica bem como o aumento da rugosidade da superficie e o fornecimento de mais locais
de ligagdo para as PtNPs. Desta forma, o papel Pt/grafeno-CNT mostra um excelente
desempenho aquando da detegao de H,O, com alta sensibilidade, seletividade, estabilidade e

reprodutibilidade e de forma melhorada em comparagao com papel Pt/ rGO (Sun et al,, 2015).

No entanto, elétrodos modificados com PtNPs podem ter um limite de detegao
insatisfatorio, uma linha de base instavel e a interferéncia do O, é dificil de ser evitada, devido
ao seu potencial de redugao negativo. Assim, a adicao de um segundo metal, como o Au,
melhora o desempenho eletrocatalitico e de detegao da Pt, devido as propriedades
eletroquimicas das AuNPs (nanoparticulas de ouro). Desta forma, foi produzido um elétrodo
com NPs bimetalicos de Pt-Au em GCE modificado por RGO (por método de deposigao
eletroquimica simples) com um limite de detecao baixo e com alta seletividade, mesmo na
presenca de compostos coexistentes comuns como glicose, acido ascérbico ou o oxigénio.
Em suma, as nanoparticulas bimetalicas comparadas com as nanoparticulas monometais
correspondentes possuem maior catalise, melhor resisténcia a desativagdo e maior

seletividade (Yu et al,, 2015)

Também os metais nanoporosos tém mostrado grande interesse devido as suas
propriedades Unicas. Um destes casos € a utilizagao de ouro nanoporoso (NPG) para o fabrico

de sensores de H,O, (Meng et al,, 201 1).

Um dos exemplos é a utilizagao de NPG em microeléctrodos de NPG/PtNPs. Estes
microeléctrodos permitem a produgao de microssensor com excelente eletrocatalise para a
reducao de H,O, e com o baixo limite de detecao. Devido ao seu tamanho geométrico
ultrapequeno e alta sensibilidade, o monitoramento em tempo real da liberagao de H,O, de
uma unica célula foi obtido tornando este biossensor uma ferramenta potencialmente util para

outras aplicagoes fisiologicas e patoldgicas (Xiao et al,, 2015).
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Outro dos metais de transi¢ao utilizados na produgao de sensores de H,O, é o Pd.
Tendo em conta o referido, foram produzidos sensores de Pd constituidos por nanofios
(NWs) depositados por reagao galvanica nos poros de uma membrana. Os sensores de
nanofios de Pd exibem as propriedades na detegao, pois mostram uma ampla faixa linear, baixo

LOD e elevada seletividade (Patella et al., 2017).

5. Algumas aplicacoes dos sensores e biossensores em sistemas

biologicos

Como ja referenciado o H,O, é uma molécula que permeia a membrana plasmatica e

atua como uma molécula de sinalizagao intercelular e intracelular (Ledo et al.,, 2020).

No cérebro, o H,O, apresenta diversas fungoes regulando nao sé a atividade e o
crescimento neuronal, mas também desempenhando um papel importante nos processos
normais de sinalizagao celular. Varios estudos demonstraram também que o H,O, produzido
endogenamente pode modular a neurotransmissao dopaminérgica no estriado (Ledo et al,

2020; Patel e Rice, 2012; Spanos et al., 2013).

Assim, foram aplicadas diversas metodologias analiticas para compreensao da sua
bioatividade no tecido cerebral. Uma destas metodologias foi a utilizagio de microeléctrodos
RP de filme fino baseados em microeléctrodos de fibra de carbono de baixo custo (CFM) para
a medicao de H,0, aplicado exogenamente em fatias do estriado de cérebro de rato. E de
realcar que este sensor demonstrou uma boa resposta linear e alta sensibilidade permitindo a

detegao de H,0, em fatias de estriado a pH fisiologico até trés horas (Ledo et al,, 2020).

Ao nivel do cancro, existem também alguns estudos que descrevem que as células
cancerigenas podem libertar uma quantidade substancial de H,O, sendo assim relevante uma

vez mais a monitorizagao e detegao desta molécula (Aziz et al, 2019).

Deste modo, foi desenvolvido um biossensor de H,O, utilizando microeléctrodos de
ouro nano porosos decorados com nanoparticulas de platina com alta sensibilidade, tamanho
geométrico ultrapequeno e como alta resolugao espacial e temporal. Este sensor permitiu a
monitorizagao em tempo real de H,0O, libertado por células humanas individuais de cancro da
mama tornando este sensor uma ferramenta potencialmente util para outras aplicagoes

fisioldgicas e patoldgicas (Xiao et al, 2015).

Outro exemplo associado a células cancerigenas humanas é o biossensor composto
por nano fibras bimetdlicas de Au-Ag/Co;0.. Este biossensor apresenta uma boa capacidade
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electrocatalitica causada pelo Au-Ag admiravel e uma 6tima relagao superficie-volume causada
pelas nanofibras de Co3;0, sugerindo de igual forma um futuro potencial fisiologico e

patolégico (Zhang et al., 2018).

Foi também desenvolvido um biossensor de nanoparticulas de platina decoradas com
um elétrodo de papel de grafeno-nanotubo de carbono flexivel para o rastreamento em tempo
real da secrecao de H,O, por macrofagos de células vivas. Este sensor demonstrou uma
diversidade de propriedades eletroquimicas desejaveis, como a grande area de superficie
eletroquimica ativa, excelente atividade eletrocatalitica, alta estabilidade e uma boa
flexibilidade podendo ser relevante para um desenvolvimento de unidades de sensor de alto

desempenho para diversas aplicagoes praticas (Sun et al,, 2015).

6. Conclusao

Em muitos casos os alvos iniciais para H,O, e as reagoes especificas envolvidas na
sinalizagao sao ainda mal compreendidos, existindo também incertezas sobre como as vias de
sinalizagao redox operam em células que sdo ricas em defesas antioxidantes, e que podem
estar gerando uma quantidade substancial de H,O, como produto final metabdlico (Veal, Day
e Morgan, 2007). Por outro lado, o oxidative eustress e o oxidative distress é altamente
dependente do contexto biolégico, e precisa de ser melhor caracterizado. Assim, para usar
com sucesso a modulagao redox como uma estratégia terapéutica é necessario perceber o

equilibrio redox nos diferentes contextos (Sies e Jones, 2020).

No que respeita aos diversos métodos utilizados a maioria apresenta como
desvantagens, o facto da duragao, da complexidade e instrumentagao dispendiosa. No entanto,
os sensores eletroquimicos tém-se mostrado bem-sucedidos na detegao de H,0, isto devido
a sua sensibilidade, seletividade, resposta rapida, facilidade de uso e custo/beneficio. Sendo que
o progresso e a utilizagdo da nanotecnologia assume-se com uma excelente escolha na
producao de sensores para a realizagao de uma detegao precisa e sensivel de H,O, (Sies e

Jones, 2020).

No entanto, o fabrico de sensores apresenta alguns inconvenientes como o facto de
exigir varias etapas para a sua elaboragiao (sendo que cada etapa introduz variabilidade no
desempenho dos sensores resultantes) e a utilizagao de materiais cuja biocompatibilidade nao
é conhecida. Outro problema que os sensores de H,O, ainda enfrentam sao a seletividade e

ampla faixa linear de determinagao sendo que, dentro dos ambientes bioldgicos a glicose, o
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acido urico, o acido ascorbico e a dopamina atuam como interferentes anddicos e o oxigénio
enddgeno como interferente catddico coexistindo com H,O, (Sies e Jones, 2020; Veal, Day e

Morgan, 2007).
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