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“Quando acreditamos apaixonadamente em algo que ainda nao existe, nés o criamos. O

inexistente € o que ndo desejamos o suficiente.”

Franz Kafka

“Nascemos para manifestar a gloria do Universo que estd dentro de n6s. N&o estd apenas em

um de nés: estd em todos nds. E conforme deixamos nossa prépria luz brilhar,

inconscientemente damos as outras pessoas permissdo para fazer o mesmo. E conforme nos

libertamos do nosso medo, nossa presenca, automaticamente, libera os outros.”

Nelson Mandela

Para aqueles que AINDA néo chegaram onde cheguei; para aqueles que lutam para mudar
vidas; para aqueles que persistem na construcdo de uma educagdo que permita ndo apenas

sonhar, mas realizar.

Dedico
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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE SENSORES E IMUNOSSENSOR ELETROQUIMICO PARA
DETECC}AO DE ANALITOS RELACIONADOS A DOENCA DE PARKINSON. As
evolucdes trazidas ao longo dos Ultimos anos no setor médico envolvem tecnologias capazes
de fornecer respostas confiaveis, rapidas e de facil acessibilidade a problematicas antes muito
complexas e dispendiosas. As tecnologias point-of-care e vestiveis encabecam essas inovacoes,
buscando dispositivos flexiveis e capazes de atender a detecgdes em cenérios diversos. Cada
vez mais a busca por novos materiais de facil acesso e manuseio aléem de um baixo custo vem
sendo investigados e, na area dos sensores eletroquimicos ndo é diferente. Neste trabalho, trés
novas arquiteturas de sensores e imunossensor eletroquimicos foram desenvolvidos sobre as
superficies flexiveis de luva nitrilica e esparadrapo, utilizando a técnica de serigrafia pela
deposicéo de tinta condutora de grafite e; sobre BioPET, utilizando fotolitografia e pulverizagéo
catddica, a fim de formar uma superficie metalica de platina (Pt). Os sensores em luva e
esparadrapo foram submetidos a avaliacbes voltamétricas na presenca de marcadores
bioldgicos relacionados a doenga de Parkinson, utilizando voltametria linear e voltametria de
pulso diferencial, respectivamente, para a caracterizagdo e deteccdo de dopamina e
hemoglobina. Para dopamina foram obtidas linearidades dentro das faixas de concentracéo
entre 5,0 x 10 ®a 1,0 x 10 *mol L1 ¢ 5,0 x 10 ®a 5,0 x 10 > mol L, respectivamente para
luva e esparadrapo bem como limites de deteccdo de 4,2 x 10 ~"e 7,2 x 10 " mol L, com
aplicacdo de sucesso em amostras de urina sintética. Hemoglobina foi detectada sobre a
superficie de esparadrapo, ao qual obteve-se uma faixa linear de 1,0 a 10 mg mL~te um limite
de detecgdo de 0,77 mg mLL. Ja para os eletrodos de platina um sensor de dopamina e um
imunossensor para a proteina PARK7/DJ-1 foram construidos. Através da metodologia de
montagem de monocamadas auto-organizadas, utilizando cistamina e glutaraldeido, a
imobilizagcdo do anticorpo anti-PARK7/DJ-1 foi realizada. OtimizagOes de pardmetros de
tempo de interacdo e concentracdo foram realizadas e, através o uso da técnica de
espectroscopia de impedancia eletroquimica, um imunossensor detectou com sucesso a proteina
alvo PARK7/DJ-1, obtendo-se uma faixa de trabalho entre 40 e 175 ng mL e um limite de
deteccdo de 7,5 ng mL™L. Testes manuais de tensdo mecénica foram realizados tanto para os
eletrodos serigrafados quanto para o eletrodo de platina, e ambos apresentaram boa
reprodutibilidade da resposta eletroquimica apds torcionados, comprovando o carater flexivel
dos dispositivos. Eletrodos em luva e esparadrapo mostraram ser uma interessante alternativa

como sensores Vestiveis, inovando na utilizacdo materiais flexiveis rotineiros bem como, 0



eletrodo de platina mostrou ser um interessante meio para a construcdo de biossensores,

possibilitando a imobilizagdo eficaz dos elementos bioldgicos sobre sua superficie.

Palavras-chave: eletrodo vestivel; imunossensor eletroquimico; hemoglobina; doenca de

Parkinson

ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A SENSOR AND ELECTROCHEMICAL IMUNOSENSOR FOR
DETECTION OF ANALYTES RELATED TO PARKINSON DISEASE. The evolutions that
have arisen in the medical field, over the last few years, reflect in reliable, accessible and fast
response technologies aimed at with problems that are very complex and expensive. Point-of-
care and wearable technologies spearhead these innovations, seeking flexible devices who fit
the several detection scenarios. The search for new easy access materials and handling as well
as a low-cost have been investigated in the electrochemical field. In this work, two
electrochemical sensors were developed on flexible nitrile glove and flexible adhesive tape,
using the screen printing technique for the deposition of graphite conductive ink. Also, a sensor
and an immunosensor were constructed by photolithography and platinum cathodic sputtering,
on BIoPET sheets. Glove and adhesive tape sensors were evaluated by voltammetry in the
presence of biological markers related to Parkinson's disease, using linear voltammetry and
differential pulse voltammetry, respectively, for characterization and detection of dopamine and
hemoglobin. For dopamine, there were linear ranges between 5.0 x 10 °t0 1.0 x 10 “*mol L*
and 5.0 x 10 % to 5.0 x 10 > mol L, respectively, for glove and adhesive and detection limits
of 4.2 x 10 "and 7.2 x 10 ~" molLL. with successful application in synthetic urine samples.
Hemoglobin was detected on adhesive tape, a linear range of 1.0 to 10 mg mLtand a detection
limit of 0.77 mg mL~* was obtained. The platinum electrodes was used for a dopamine
detection and an immunosensor for a PARKY7 / DJ-1 protein. Self-assembled monolayers
(SAM) were formed using cystamine and glutaraldehyde to anti-PARK7 / DJ-1 antibody
immobilization on the platinum electrode surface. Interface optimizations of interaction time
and concentration were performed and the EIS technique was used as an electrochemical
technique to detect PARKY / DJ-1 protein, obtaining a working range between 40 and 175
ngmL~! and a limit of detection of 7.5 ng mL™. Mechanical stress tests were applied in the
screen-printed electrodes and platinum electrodes, and both showed good reproducibility of the
electrochemical response after twisting, proving the glove and adhesive tape flexibility. The

glove and adhesive tape electrodes showed to be an interesting alternative as wearable sensors,



innovating in the incorporation of flexible materials routine. The platinum electrode was a
useful device for the construction of biosensors, enabling an effective immobilization of the

biological elements on its surface.

Keywords: Wearable electrodes; electrochemical imunosensor; hemoglobin; Parkinson disease
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INTRODUCAO

1.1. Eletroguimica

A eletroquimica pode ser definida como um campo que relaciona efeitos quimicos e
elétricos, podendo ser utilizada para entender as alteragfes quimicas causadas em um sistema
a partir da passagem de corrente elétrica, corrente essa que pode ser gerada atraves de reacoes
quimicas. (Bard e Faulkner, 2000) As reacdes de oxirreducdo sdo utilizadas a fim de conhecer
0 material de estudo durante os processos de perda e ganho de elétrons, tornando essa técnica
interessante para obtencdo de informacGes como concentracdo de espécies, cinética,
mecanismos de reacdo, dentre outros comportamentos da espécie em solucdo. Essas reacoes
ocorrem na presenca de eletrodos, que sao interligados tanto em solucéo — via transporte idnico
— quanto externamente — via fios elétricos, por exemplo - tornando possivel o transporte da
carga. (Brett e Brett 1993) Utilizando-se de um controlador de potencial — chamado de
potenciostato — o sistema de interesse pode ser avaliado sob varios contextos, possibilitando o
desenvolvimento de diferentes estudos e a construcdo de diferentes tecnologias para uso
comercial. (Nasirpouri, 2017) As técnicas eletroquimicas apresentam vantagens quando
comparadas a outras técnicas de finalidades similares, como a espectroscopia por exemplo,
fornecendo respostas mais rapidas, além de uma perspectiva diferente para 0os mesmos
parametros. (Gladysz e Michl, 1990; Nasirpouri, 2017)

Ainda hoje as técnicas de deteccdo mais utilizadas envolvem metodologias muito caras —
como o caso das cromatografias - 0 que continua a encarecer certas analises. Utilizando-se de
algumas propriedades intrinsecas das moléculas — com foco aqui para caracteristicas eletrénicas
ativas — algumas técnicas foram desenvolvidas e aprimoradas, em busca de facilitar e
simplificar essas processos. A é&rea da eletroquimica é extensivamente utilizada para
finalidades de detecgdo, utilizando-se de reagdes de oxirreducdo para compreender o
comportamento destas moléculas sobre superficies condutoras. Gragas a uma metodologia que
possibilita a obtencdo de respostas répidas e relativamente de facil interpretacdo, a
eletroquimica vem ganhando espaco nas areas de meio ambiente — na deteccdo de
contaminantes emergentes (Hernandez-Vargas et al., 2018); na area clinica, com foco para
detecgdes de biomoléculas (Labib et al., 2016) e contaminantes bioldgicos (Mishra, G. K. et

al., 2018) e; na area industrial, auxiliando no controle de qualidade (Ampelli et al., 2014).
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1.1.1. Sensores e biossensores eletroquimicos

Com a capacidade de realizar medi¢es do analito diretamente na amostra, de forma
continua e reversivel, os sensores eletroquimicos consistem de um elemento de transducéo que
interage com o analito alvo gerando alteracGes quimicas que podem ser traduzidas por esse
elemento em sinais elétricos mensuraveis. (Wang, 2006) Comparado a outros tipos de sensores
quimicos (Opticos, de massa e térmicos, por exemplo), 0s sensores eletroquimicos tem destaque
devido a sua rapidez na geracdo de resposta, simplicidade experimental e relativo baixo custo
— quando comparados a métodos convencionais. 1sso torna viavel que dispositivos deste porte
possam ser otimizados e comercializados para os mais diversos fins. (Stradiotto et al., 2003)
Unidas a essas caracteristicas tem-se a versatilidade e alta sensibilidade analitica, possibilitado
uma aplicabilidade para diferentes tipos de amostras e detec¢do de concentracdes relativamente

baixas. A Figura 1 mostra um esquema genérico de um sensor eletroquimico:
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FIGURA 1 - Esquema genérico de um sensor eletroquimico. Fonte: Autoria propria.

POTENCIOSTATO

Buscando tornar os sensores eletroquimicos cada vez mais especificos, outros tipos de
dispositivos comecaram a ser desenvolvidos, utilizando-se de elementos bioldgicos para esse
fim. Os chamados biossensores eletroquimicos sdo uma classe de sensores que transformam
eventos de reconhecimento biolégico em propriedades elétricas. (Hammond et al., 2016) A
utilizacdo de elementos biologicos, tais como anticorpos, sequéncias de DNA e RNA, células,
enzimas e micro-organismos sobre a superficie dos transdutores possibilitam um aumento na
seletividade destes sensores, devido as suas caracteristicas de compatibilidade e
complementaridade. (Abdulbari e Basheer, 2017) Uma das possiveis classifica¢cbes para 0s
biossensores baseia-se no tipo de elemento biologico utilizado, tendo destaque dentro das

analises médicas os chamados imunossensores. O funcionamento dos biossensores
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eletroquimicos baseiam-se na modificagdo da superficie do transdutor pelo elemento bioldgico,
possibilitando que essa modificagdo possa ser detectada por interagdes eletroquimicas na
presenca de uma substancia eletroativa. (Kimmel et al., 2012) Os biossensores possuem uma
variada aplicabilidade (Mehrotra, 2016), como na industria alimenticia para detec¢do de
contaminantes (Thakur e Ragavan, 2013) ou na deteccdo de poluentes ambientais (Justino et
al., 2017), porém, seu destaque envolve a deteccdo de biomarcadores ligados a doencas. (Patel
et al., 2016; Huang et al., 2017; Alhadrami, 2018) A Figura 2 mostra um esquema genérico de

um biossensor:
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FIGURA 2 - Esquema genérico de um biossensor eletroquimico. Fonte: Autoria propria.

1.1.2. Imunossensores

O principio base do imunossensor utiliza-se da especificidade que o sistema imunologico
possui no reconhecimento de moléculas proteicas denominadas de antigenos. Dentre 0s
elementos de reconhecimento ha destaque para 0s anticorpos, providos de uma alta
especificidade mesmo em baixas concentracdes, 0 que 0s tornam importantes biomarcadores
na construgéo dos biossensores. (Moina e Ybarra, 2012) A presenca de anticorpos livres, em
niveis normais ou anormais, em fluidos bioldgicos, tais como sangue, urina, suor, saliva e fluido
cerebrospinal sdo uma importante via para identificacdo de uma diversidade de patologias,
podendo ser utilizados como biomarcadores para diagnostico e monitoramento destas doengas.
(Piro e Reisberg, 2017)
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Os imunossensores eletroquimicos sdo dispositivos que fornecem respostas analiticas a
partir de diferentes alteracdes de propriedade ou geracao de sinal que ocorrem apés a formacéo
de um complexo antigeno-anticorpo. Essas alteraces podem ser detectadas e convertidas, com
auxilio de um transdutor, em sinais elétricos mensuraveis. (Luppa et al.,, 2001) Os
imunossensores podem ser classificados como diretos — sem o0 uso de marcagéo, denominado
de label-free — e indiretos, ao qual langa-se mao da marcacdo do material bioldgico — com
enzimas, compostos fluorescentes e eletroativos, por exemplo — a fim de direcionar o fator

gerador de sinal.

Dentre os imunossensores indiretos, as configuragdes mais utilizadas sdo as do tipo
sanduiche e do tipo competitivo. Dispositivos do tipo sanduiche baseiam-se na imobilizacao do
antigeno ou do anticorpo sobre a superficie do transdutor com posterior monitoramento da
formacdo do complexo antigeno-anticorpo através de um sistema composto por um elemento
complementar marcado que sera responsavel por gerar o sinal a ser detectado. No imunossensor
competitivo ha a presenca do antigeno marcado e do antigeno livre, responsaveis por prover a
competicdo pelo sitio de ligacdo do anticorpo imobilizado. A formacédo do complexo é medida
através do marcador, ao qual a grandeza de medida é inversamente proporcional a concentracao
de antigeno livre. O principio dessa técnica baseia-se na maior afinidade do anticorpo livre,
guando comparado ao anticorpo marcado devido. (Riccardi et al., 2002; Nunes, 2005) Ja os
imunossensores label-free baseiam-se na imobilizacdo do material e formacdo do complexo
sem a presenca de marcadores, utilizando-se uma sonda eletroquimica a fim de captar as
mudancas obtidas sobre a superficie do transdutor ocasionando uma supressao de sinal elétrico.
(Liu e Saltman, 1996) A deteccao direta tem como vantagem uma reducdo de custos e de tempo
de preparo, possibilitando um dispositivo mais acessivel e simplificado quando comparada as
configuracdes sanduiche e competitivo. (Cristea et al., 2015) Isso mostra ser uma interessante
via de detecgdo para materiais bioldgicos passiveis de serem imobilizados ou adsorvidos sobre
superficies solidas. A Figura 3 ilustra as principais caracteristicas das configuracbes de

imunossensores acima mencionadas.
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FIGURA 3 - Imagem ilustrativa dos trés principais tipos de configuragcdes de imunossensores:
sanduiche, competitivo e ndo marcado. Fonte: Autoria propria.

Anticorpos e proteinas receptoras

Os anticorpos sdo moléculas proteicas produzidas por células plasmaticas, responsaveis,
principalmente, pela neutralizagdo de moléculas estranhas ao organismo, fazendo parte do
mecanismo de defesa do corpo. Sua estrutura é formada por pares de cadeias pesadas e leves,
formadas por sequéncias de aminoacidos constantes e variaveis. Nas cadeias pesadas ha a
presenca de regides constantes, capazes de fornecer flexibilidade & molécula. Nas cadeias leves
ha a presenca de regides constantes (Cp) e variaveis (VL), sendo as Ultimas de grande
contribuicdo para a ligacdo com o antigeno. A especificidade do anticorpo é determinada
atraves da associacdo das regides variaveis de ambas cadeias pesadas e leves, ao qual é formada
uma regido tridimensional que reproduz estruturalmente a imagem do antigeno. Dentro desta
regido tridimensional, pequenas regides hipervariaveis de 10 aminoécidos — denominadas de
regibes determinantes de complementariedade (do inglés, complementarity-determining

regions, CDRs) - determinam o nivel de especificidade entre moléculas. (Flaherty, 2012)

A formacdo do complexo é governada primeiramente pelas propriedades espaciais e
temporais de antigeno e do anticorpo. Se tais propriedades coincidem, serdo propriedades
quimicas e fisicas, as chamadas forcas intermoleculares, é que tornardo funcionais a

seletividade e especificidade do complexo. As forcas intermoleculares sdo efetivadas em
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decorréncia de uma combinagdo mais atrativa do que repulsiva entre os sitios de ligacdo. As
principais interag0es que ocorrem durante a formacao do complexo séo: ligagdes de hidrogénio,
forcas ionicas, interagdes de Van der Waals, interacGes apolares além dos fatores estéricos.
(Brownlee, 2007; Reverberi e Reverberi, 2007) A Figura 4 mostra a estrutura genérica de um

anticorpo:
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FIGURA 4 - Estrutura genérica de um anticorpo. Fonte: Autoria prépria, baseada em (Hoffman
et al., 2016); (Thermofischer) e; (Flaherty, 2012).

A utilizacdo do material imunoldgico como elemento de reconhecimento baseia-se ndo
apenas na sua especificidade durante a formagdo do complexo imunoldgico, mas também na
disponibilidade comercial, visto que sdo materiais passiveis de serem fabricados em mediante
necessidade. A grande desvantagem desse tipo de material, porém, estd no seu custo,
mostrando-se bem elevado devido a dificuldade na produgdo e purificacdo. O pequeno volume
de amostra também é outra vantagem a ser considerada, dado que pequenas concentragdes tanto

do antigeno quanto do anticorpo séo suficientes para uma analise efetiva.
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Imobilizacéo

A eficécia na construcdo de um imunossensor estd em grande parte ligada ao sucesso na
imobilizacdo do material bioldgico sobre a superficie do transdutor. Quando escolhidos como
0 material biolégico de reconhecimento, os anticorpos necessitam de uma orientacdo
devidamente ajustada, ndo aleatoria, que possibilite que os grupos funcionais neles presentes
fiquem livres para que outras ligacbes possam ocorrer. Orientacdes inadequadas podem gerar
problemas associados a perda de atividade bioldgica com consequente perda na confiabilidade
do sensor. A literatura fornece diversas metodologias de imobilizagdo do anticorpo sobre
superficies solidas, com sua grande maioria mediadas pelo uso de compostos quimicos de
reticulacdo, como é o caso do glutaraldeido o do complexo EDC-NHS. (Lu et al., 1996; Azam
etal., 2014)

As metodologias de conjugacdo tem por finalidade a interacdo dos grupos funcionais
disponiveis na superficie do material bioldégico com diferentes compostos quimicos. A Figura
4 mostra alguns grupos disponiveis sobre a superficie de um anticorpo: aminas primarias na
regido do N-terminal das cadeias polipeptidicas e nas cadeias laterais de residuos de lisina, na
regido Fab; grupos carboxilicos presentes na regido C-terminal das cadeias polipeptidicas e nas
cadeias laterais de acido aspartico e acido glutamico e também as carbonilas criadas a partir da
oxidacdo de grupos carboidratos em glicoproteinas. Com base nesses conhecimentos,
seleciona-se a melhor técnica de imobilizacdo a partir das caracteristicas do material bioldgico,
da superficie a ser imobilizada e dos resultados esperados. (Sesay, 2003; Hermanson, 2013;
Dennler et al., 2015) Dentre as técnicas disponiveis, aquelas destinadas a formacéo de finos
filmes funcionais é de grande interesse devido a simplicidade e habilidade de formacéo de

estruturas estaveis e reprodutiveis.

As monocamadas auto-organizadas (do inglés, self-assembled monolayer, SAM) séo
definidas como um conjunto ordenado molecular formados a partir da adsor¢do espontanea de
moléculas sobre uma superficie sdlida. Podem ser utilizadas na investigacdo de interacdes sobre
interfaces utilizando o efeito do aumento da complexidade molecular na estrutura e estabilidade
de conjuntos bidimensionais. (Ulman, 1996) Dentre as aplicacdes das SAMs, a formacdo de
camadas sobre superficies metalicas é um assunto extensivamente abordado na literatura tendo
as monocamadas formadas pela interacdo ouro-enxofre uma maior visibilidade devido a sua
ampla aplicagdo. (Tam-Chang et al., 1995; Love et al., 2005; Bdrgi, 2015) Alguns estudos
demonstram diferentes abordagens para a formagédo de SAMs sobre outras superficies metalicas

diferentes do ouro. Li e colaboradores desenvolveram um estudo para diferentes n-alcaniltiois
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buscando a formagdo de monocamadas sobre finos filmes metalicos e oxidados de platina,
estudando os diferentes comportamentos por medi¢Ges de angulo de contato com a &gua,
elipsometria e espectroscopia de absorcdo de reflexdo por infravermelho. Os diferentes
resultados sugeriram a formacdo de monocamadas bem organizadas sobre a superficie metalica
da platina. Respostas obtidas por espectroscopia de fotoelétrons de raios X (EDX) revelou a
formagcdo de ligacBes metal-tiolato dos grupos tiol nas moléculas de alcanotiol com atomos de
Pt da superficie metalica. (Li et al., 2003; Love et al., 2005) Até o0 momento, a partir de
pesquisas nas principais plataformas de publicacdo, nenhum trabalho abordou a utilizacéo de
montagem de SAMs sobre superficie de platina para construcdo de biossensores
eletroquimicos, sendo assim consideramos utilizar esse tipo de estratégia para desenvolver um

novo tipo de estrutura sensorial.

Na formacdo de SAMs sobre superficies metalicas ha a utilizacdo de alguns compostos
quimicos interessantes a fim de formar a ponte entre o material metalico e o bioldgico. A seguir

discorremos sobre o0s selecionados para esse trabalho.
Cistamina

A cistamina (2,2 — diaminoetildissulfeto) € um composto produzido a partir da oxidacdo da
da cisteamina (2-aminoetanotiol) na presenca de oxigénio ou através da quimica de Felton na
presenca de metais de transicdo. E um importante aliado na conjugacio de materiais biologicos
sobre superficies metalicas devido a bem conhecida interagcdo — por meio de adsorc¢do - de seus
atomos de enxofre- provenientes de seus grupos tidis- com a superficie do ouro possibilitando
que grupos aminos fiqguem livres para interagirem com outros grupos de interesse. (Wirde et
al., 1999) O trabalho de Katz aborda a interacdo da cisteamina e cistamina com superficies de
platina através da interacdo dos grupos tiol e dissulfeto destas moléculas como ancoras nas
superficies metalicas, para o desenvolvimento de um fotobioeletrodo bacteriano pela
imobilizacdo de naftoquinona. (Katz e Solov'ev, 1990) Dentre 0s compostos quimicos mais

utilizados em unido com a cisteamina tem-se o0 agente de reticulacdo glutaraldeido.
Glutaraldeido

O glutaraldeido é um agente de reticulacéo utilizado em uma variedade de aplicacfes tendo
sido consolidado como uma importante via para a formagdo de SAMs. E um composto
dialdeido linear de 5 carbonos, acessivel comercialmente, que possui alta reatividade

principalmente com grupos amina. (Migneault et al., 2004) Agentes de reticulacdo sao
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responsaveis por unir cadeias poliméricas através de ligacoes covalentes formando um estrutura
estavel e rigida. (Maitra e Shukla, 2014)

Ligacao covalente cruzada

Para que a interacdo entre superficie / material biologico ocorra, utiliza-se a técnica de
ligacdo covalente cruzada (do inglés, crosslinking) ao qual compostos quimicos sao
empregados a fim de formar um sistema de reticulacdo rigido, capaz de interagir diretamente
com os grupos funcionais do anticorpo. (Akyilmaz e Dingkaya, 2013; Couto et al., 2017) Uma
das metodologias mais utilizadas na literatura para a imobilizacdo de materiais biologicos
emprega o glutaraldeido, responsavel pela formacdo de uma rede rigida entre o elemento
bioldgico e a superficie metalica. Uma extremidade livre do glutaraldeido liga-se a cistamina —
ao qual possui grupos tiois que interagem fortemente com a superficie de determinados metais,
como ouro, platina e prata, sendo utilizado para facilitar a interacdo glutaraldeido metal. Com
sua outra extremidade interage aos grupos amino presentes na superficie do material biologico,
formando assim uma rede reticulada rigida e estavel. (UIman, 1996) A Figura 5 exemplifica

essas ligagoes:

GLUTARALDEIDO
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SUPERFICIE METALICA

FIGURA 5 - Esquema de ligacao para formagdo da monocamlada utilizando cistamina e glutaraldeido.
Fonte: Autoria prépria.

1.1.3. Ferramentas eletroquimicas

Os sensores e biossensores eletroquimicos podem utilizar-se de diferentes ferramentas

para a obtencédo, conversao e interpretacdo de sinais e resultados. No geral existem quatro tipos
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diferentes de sensores eletroquimicos, classificados quanto ao pardmetro de deteccéo utilizado
gerando subclassificacOes a partir destes.

Sensores voltamétricos

Os sensores voltamétricos baseiam-se na resposta de corrente em fungdo do potencial.
A diferenca nos sensores voltamétricos esta no fato de trabalhar-se ndo com um Unico potencial
constante mas com uma faixa de potencial, tornando essa técnica um estudo em funcdo de uma
varredura de potenciais. (Stradiotto et al., 2003; Stoytcheva e Zlatev, 2013) Dependendo da
forma como o potencial é aplicado e como o sinal de corrente é obtido classificara as diferentes
técnicas voltamétricas utilizadas para o desenvolvimento desses sensores, interferindo na

qualidade de informacdo obtida e na sensibilidade do sinal.

As diferentes técnicas voltamétricas sdo consideradas técnicas dindmicas- ao qual ha
um valor de corrente diferente de O - pois forcam a mudanga no sistema a partir da aplicacéo de
um potencial. Dentre as vantagens que oferecem pode-se destacar a excelente sensibilidade,
possibilitando trabalhar-se em um intervalo linear grande, tempos de andlise rapidos,
determinagdo simultanea de diferentes analitos. A facilidade na aplicagcdo de potencial em
diferentes tipos de onda € o que torna esse tipo de técnica tdo variada.(Bertrand, 1998) A seguir

apresenta-se alguns dos diferentes tipos de técnicas voltamétricas.
Voltametria de varredura linear

A LSV é uma técnica ao qual o potencial é aplicado ao eletrodo de trabalho variando
linearmente em funcdo do tempo, possibilitando a aplicacdo de velocidades de varredura
relativamente altas. Ao realizar a medida de forma direta, em funcdo do potencial, considera-
se a corrente total, seja ela capacitiva ou faradaica, prejudicando algumas vezes em aplicacfes
quantitativas. E uma das técnicas mais simples de serem aplicadas visto que poucos parametros

de estudos devem ser considerados. (Pacheco et al., 2013)
Voltametria ciclica

A técnica de voltametria ciclica (CV, do inglés Cyclic voltammetry) baseia-se na
aplicacdo de uma varredura de potenciais em um eletrodo de trabalho — na presenca de eletrolito
suporte e uma substancia eletroativa - a fim de medir-se a corrente resultante. A varredura linear
ocorre primeiramente no sentido direto, considerando-se uma janela entre o potencial inicial e

o0 potencial de retorno. Finalizando a medic&o direta, a varredura é invertida ocorrendo entdo
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uma nova medicéo entre o potencial de retorno e o potencial final escolhido, que pode ou ndo
coincidir com o valor do potencial inicial. Essa medicao direta e indireta é considerada um ciclo
e pode ser repetida infinitas vezes. (Silva, 1998) A CV possibilita a obtencdo de informacdes
qualitativas do sistema como a termodindmica de processos redox e a cinética da reacoes
fazendo dela uma importante técnica de caracterizacéo inicial do sistema e do analito. (Pacheco
et al., 2013) Outra abordagem interessante dessa técnica € o acompanhamento das respostas de
pico de compostos ja bem estabelecidos, obtendo-se informacdes acerca do eletrodo de trabalho
e espécies adsorvidas ou modificadoras presentes no mesmo, ao qual € possivel observar
mudangas no comportamento dos potenciais padréo de oxidacdo e reducdo ou na intensidade
da corrente de pico.

Técnicas de pulso

As técnicas de pulso baseiam-se na obtencdo da resposta em corrente elétrica em funcéo
do tempo de aplicacdo de um determinado pulso de potencial. A largura do pulso e o degrau de
potencial — responsavel por promover o processo faradaico — serdo 0s responsaveis pelas
caracteristicas de resposta em corrente obtidas. Nessas técnicas a perturbacdo do potencial ndo
é uma funcdo linear do tempo do experimento, visto que a sistemética para a variacdo do
potencial segue a sequéncia de pulsos e seu estilo de aplicacdo. Dentre as técnicas de pulso
existentes destacam-se aqui a voltametria de onda quadrada (do inglés Square wave
voltammtery — SWV) e a voltametria de pulso diferencial ( do inglés Differential pulse
voltammetry— DPV). (Souza et al., 2003)

A SWV ¢ uma técnica das técnicas mais rapidas e sensiveis, apresentando limites de
deteccdo relativamente baixos. (Souza et al., 2003) A caracteristica principal desta técnica conta
com a aplicacdo do pulso na forma de uma onda quadrada simétrica de amplitude AEp
sobreposta a uma rampa de potencial na forma de escada. Aqui, a corrente é lida duas vezes,
uma ao final do pulso direto — quando a dire¢do do pulso é igual a direcdo da varredura — e
outra ao final do pulso reverso, onde a dire¢do do pulso é contraria a direcdo da varredura. O
voltamograma obtido consiste na diferenca entre essas duas correntes em relacdo a rampa de

potencial aplicado. (Pacheco et al., 2013)

A DPV ¢ caracterizada por iniciar suas medidas em um potencial onde ndo ha processo
faradaico. O primeiro par de pulsos consiste em um pulso de potencial E1 seguido por um pulso
diferencial AE, para E>. Nessa técnica a corrente € medida anteriormente a aplicacdo do pulso

e apos o final do pulso. A diferenca entre essas medicgdes é determinada e graficada em relagéo
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ao potencial de base. O objetivo da realizacdo de duas medic¢des da corrente é possibilitar a
correcédo da corrente capacitiva, visto que a medida que se aplica o pulso a corrente capacitiva
é considerada, porém ocorre sua diminuicdo exponencial — em relacdo a diminuicao linear da
faradaica — que € desconsiderada a partir da escolha de um tempo ideal de leitura.
Desconsiderando-se a contribuicdo da corrente de fundo essa técnica possibilita limites de
deteccdo menores quando comparados a outras técnicas. (Pacheco et al., 2013)

Espectroscopia de impedancia eletroquimica

A técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica (do inglés, Electrochemical
impedance spectroscopy, EIS) é caracterizado pelo estudo da resposta de um sistema através da
aplicacdo de sinais alternados periddicos de pequena amplitude. As leituras sdo realizadas para
diferentes frequéncias alternadas, de onde vem o nome espectroscopia de impedancia. A
resposta obtida contém informacdes acerca da interface, da estrutura do material e das reacdes
que ali ocorrem, baseadas principalmente na resisténcia e na capacitancia do sistema. E uma
técnica muito sensivel a interferéncias externas, principalmente para sistemas que envolvem

volumes baixos. (Lasia, 2014)

Diferente do principio de mensurar resisténcia em circuitos continuos, que obedecem a
lei de Ohm, a impedancia busca mensurar a resisténcia em circuitos alternados. Em grande parte
dos experimentos de EIS na aplicacdo de sensores eletroquimicos, uma tensao senoidal fixa é
aplicada através de um potenciostato em um sistema eletroquimico contendo uma solucéo de
eletrdlito na presenca da molécula de interesse. Isso possibilita, através da diferencga
impedimétrica de corrente, classificar diferentes tipos de superficies modificadas em vista da
diferenca de condutividade do sistema em relacdo ao tipo de modificacdo utilizada. Quando a
perturbacdo é aplicada a uma frequéncia definida, uma corrente fluira através do sistema, sendo
registrada pelo potenciostato e convertida em um valor de impedancia (Z), valor esse
constituido de uma componente real (Z’) e uma componente imaginario (-Z”). Esse processo é
repetido para diferentes valores de frequéncia, fornecendo diferentes valores reais e imaginarios
para um valor total da impedancia. Obtém-se ao final da varredura de frequéncias dois tipos de
diagramas, o de Nyquist, que apresenta os valores reais e imaginarios e o diagrama de Bode,
fornecendo as informacdes de frequéncia e deslocamento de fase. Diferentes componentes
contribuem para a impedancia geral do circuito e esses componentes podem ser utilizados para

a construgdo de circuitos que caracterizem o sistema estudado. Em um sistema eletroquimico
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obtém-se os valores da resisténcia da solucdo (Rs), valor da carga da dupla camada sobre a
superficie do eletrodo (Cd), resisténcia a transferéncia de carga (Rct) e o denominado elemento
de Warburg (W). O elemento de Warburg tem como funcao representar a difusdo dos ions
durante a reacdo eletroquimica a baixas frequéncias visto que em altas frequéncias essa
migracdo ocorre por periodos de tempo muito longos e 0 movimento das moléculas em solugédo
muito lento tornando a contribuicdo de Warburg dispensavel. (Lisdat e Schéfer, 2008; Chang e
Park, 2010; Macdonald e Johnson, 2018)

Para sistemas bioldgicos, como o caso dos biossensores o circuito mais utilizado é o de
Randles, ao qual possui os valores de Rs, Cd, Rct e W incorporadas. Ao modificar a superficie
condutora os valores de impedancia se alteram devido a mudancga na capacitancia da dupla
camada e na resisténcia de transporte de cargas. A medida que mais material € adicionado para
alterar essa superficie ou o sistema o valor de Rct aumenta, aumentando também o raio do
semicirculo caracteristico de Nyquist. A Figura 6 mostra um esquema genérico do circuito de

Randles e o seu respectivo diagrama de Nyquist.
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FIGURA 6 - llustracbes genéricas de um circuito de Warburg e um diagrama de Nyquis
contendo os valores de Rs — resisténcia da solugdo; Rt - resisténcia a transferéncia de carga;

Cd - capacitancia da dupla camada e;W - impedancia de Warburg.

1.2. Eletrodos vestiveis

Com o crescente interesse na obtencédo de dispositivos de deteccdo miniaturizados, capazes
de gerar respostas rapidas, sem a necessidade de equipamentos complexos e do deslocamento

de amostras, o conceito de dispositivos de ponto de atendimento (do inglés, point-of-care,
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POC), tem ganhado destaque. Dispositivos POC estdo diretamente ligados ao setor clinico,
sendo definidos como dispositivos capazes de detectar analitos de forma rapida, com
proximidade ao paciente, facilitando o diagndstico, monitoramento e acompanhamento de
doencas. Dentre as vantagens deste tipo de dispositivo tém-se a possibilidade de diagndsticos
precoces, baseados em biomarcadores especificos, bem como de monitoramento personalizado

permitindo uma melhoria na qualidade de vida do paciente. (Vashist, 2017)

Dispondo dos crescentes estudos em volta dos dispositivos POC outras abordagens
comecaram a ser desenvolvidas, principalmente com foco para dispositivos mais flexiveis, na
busca por um melhor manuseio sem perda na qualidade de detecgdo. Os chamados eletrodos
vestiveis (do inglés, wearable electrodes) buscam o desenvolvimento de dispositivos menos
invasivos, capazes de realizar fungdes médicas especificas como o monitoramento ou suporte
dentro de longos periodos de tempo. A possibilidade de serem vestiveis os tornam passiveis de
serem aplicados tanto no corpo humano de forma direta - no caso de tatuagens sensoriais - bem
como suportes que lembrem pecas de roupas. (Fotiadis et al., 2006) A ideia de sensores
vestiveis possibilita 0 monitoramento em tempo real de determinadas funcbes, buscando
arquiteturas miniaturizadas e moldaveis. A literatura apresenta uma ampla gama de trabalhos
com finalidades vestiveis para detec¢es médicas, e, dentre as caracteristicas chave destacam-
se a flexibilidade e maleabilidade do sensor , mostrando a importancia do material de suporte.
(Nag et al., 2017a)

A partir da ideia dos eletrodos vestiveis uma infinidade de aplicacfes podem ser
consideradas desde dispositivos permanentes até dispositivos descartaveis, que podem ser
utilizados durante uma deteccéo especifica, e logo ap6s descartados. Um imunossensor vestivel
foi desenvolvido buscando monitorar o consumo de alcool em suor humano através da detecgéo
e quantificacdo de um metabdlito do etanol. Baseado em eletrodos e ouro e zinco sobre a
superficie de poliimida, os dispositivos foram comparados a sensores sobre superficies de vidro
obtendo-se valores de sensibilidade, especificidade e limite de deteccdo adequados a literatura.
(Panneer Selvam et al., 2016) Outro trabalho buscou desenvolver um sensor vestivel para a
deteccdo de ions cloreto - a partir da metodologia de screen-printing - utilizando-se de
diferentes materiais flexiveis —como PET e fibras de tecido impermeaveis. As respostas obtidas
mostraram que os diferentes suportes flexiveis eram promissores como sensores vestiveis
considerando uma boa reprodutibilidade e repetibilidade das medidas. (Bujes-Garrido e Arcos-
Martinez, 2017) Outras aplicacdes incluem deteccdes de metabolitos em suor, lagrima e saliva

35

—
| —



através de sensores tatuagem, capazes de se fixarem na pele do paciente realizando uma anéalise
in situ. (Bandodkar e Wang, 2014; Bandodkar et al., 2015)

Uma parte do trabalho aqui apresentado utilizou-se do conceito dos eletrodos descartaveis
buscando dispositivos que possam ser utilizados durante deteccGes especificas e personalizadas
dentro do setor clinico.

1.2.Tecnologia de impresséo de eletrodos

Os eletrodos impressos (do inglés Screen-Printed Electrode, SPE) séo produzidos pela
deposicao de um filme sobre uma superficie inerte. As tecnologias de impressées vém ganhando
campos diferenciados seja na producao de recursos eletrdnicos sobre substratos flexiveis (Khan
et al., 2014), seja na producdo de eletrodos para dispositivos POC, tendo como destaque as
técnicas adaptadas da tradicional serigrafia. Dentre as vantagens, destaca-se a possibilidade de
automacao na fabricacdo de um sistema completo contendo os eletrodos de trabalho, auxiliar e

de referéncia no mesmo suporte.

A serigrafia € uma técnica de histdria antiga, tendo um passado nas pinturas rupestres de
cavernas, passando pelas artes produzidas na antiga China, até chegar ao que hoje conhecemos
como uma técnica de reproducédo de padrdes exatos para uma superficie por meio do arraste de
uma tinta através de um molde vazado. (Lengwiler, 2013) Eletrodos impressos por serigrafia
possibilitam a producdo de dispositivos miniaturizados descartaveis, portateis, com alta
reprodutibilidade, custo acessivel, além do uso de materiais diferenciados e novas composicoes
de tintas. Também, possibilita o controle na espessura do padrdo; validacéo estatistica devido a
replicacdo dos eletrodos em larga escala e; a incorporacdo de modificadores diretamente na
tinta. (Nascimento e Angnes, 1998) Isso abre caminho para o desenvolvimento de dispositivos
mais baratos, com designs personalizados para cada tipo de aplicacéo. (Albareda-Sirvent et al.,
2000; Banks, Craig E. et al., 2016)

A técnica mais utilizada para a producéo de eletrodos serigrafados baseia-se na deposi¢édo
de uma tinta condutora — de viscosidade e espalhabilidade adequadas — com auxilio de um rodo
sobre a superficie de uma malha pré moldada ou um molde vazado. A tinta depositada sobre o
padrdo busca a formagdo de um sistema eletroquimico contendo os eletrodos e a area de
deteccdo. Muitos parametros devem ser levados em conta como a escolha da tinta e seus
componentes, material de aplicacédo e etapas necessarias ao processo. (Banks, Craig E. et al.,
2016)
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A literatura apresenta muitas aplicagdes para os eletrodos impressos, desde anélises
ambientais (Hayat e Marty, 2014), analises clinicas (Tonello et al., 2017) e andlises em
alimentos (Tudorache e Bala, 2007) como também apresenta variacdes quanto ao estilo de
técnica utilizada. Soma-se a isso os diferentes materiais que podem ser utilizados como suportes
para esses eletrodos e a ampla gama de possibilidades quanto as tintas e materiais condutores a
serem depositados, tem-se uma grande variedade de dispositivos a serem criados e aplicados

nos mais diferentes tipos de deteccéo.

No trabalho de Cinti e colaboradores, diferentes aplicaces foram realizadas sobre eletrodos
impressos em filme de poliéster utilizando tinta condutora baseada em grafite. A aplicabilidade
do dispositivo foi investigada para deteccdo de arsénico em agua de torneira e em amostras de
leite, para a deteccdo de pesticidas organofosforados, através da imobilizacdo da enzima
butirilcolinesterase sobre a superficie do eletrodo e na deteccdo de aflatoxina B1, através do
desenvolvimento de um biossensor para inibicdo de acetilcolinesterase. Uma Ultima aplicacdo
clinica ainda foi realizada através da deteccdo da glutationa, um biomarcador relacionado ao
estresse oxidativo, atraves da reacdo de troca tiol-dissulfeto. O trabalho mostrou a versatilidade
no uso de eletrodos impressos. (Cinti et al., 2017) Na busca por um sistema de ponto-de-
atendimento (POC, do inglés point-of-care) que auxiliasse no diagndstico precoce da doenca
de Alzheimer, um biossensor foi construido a fim de identificar a isoforma da proteina p53,
identificada como um possivel biomarcador para a doenca. Para isso foram utilizados sensores
impressos com prata, carbono e cloreto de prata a fim de desenhar as linhas condutoras dos
eletrodos de trabalho, contra e referéncia, respectivamente. Conjuntamente a um circuito
eletrbnico integrado, voltametria de redissolu¢do anoddica foi utilizada para caracterizar e
quantificar a proteina em solucdo. (Tonello et al., 2016) Outra aplicacao clinica baseia-se no
desenvolvimento de imunossensores descartaveis para a deteccdo da troponina T cardiaca,
biomarcador especifico para o diagndéstico do infarto agudo do miocardio. Eletrodos impressos
foram produzidos a partir de um composito de resina epoxi prata, grafite e um mediador redox
sobre pastilhas de PET, ao qual foi imobilizado o anticorpo anti-cTnT e incorporadas
microesferas de poliestireno de estrepvidina a fim de melhorar a resposta analitica. O facil
preparo e a promessa de ser incorporado a um sistema portéatil a funcionalidade do sensor

impresso para aplicagdes clinicas. (Silva et al., 2010)
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Tintas condutoras

As tintas condutoras utilizadas para producéo de eletrodos impressos podem ser comerciais
ou fabricadas em laboratdrio ao qual as primeiras apresentam composi¢des de conhecimento
limitado além de um custo elevado. A possibilidade de producdo laboratorial de tintas
especificas para cada tipo de aplicacdo auxilia na obtencdo de dispositivos mais acurados,
melhor caracterizados e, muitas vezes, com custos reduzidos, quando comparadas as tintas
comercializadas. Para fins eletroquimicos a composicdo da tinta baseia-se na presenca de um
material condutor, um ligante ndo condutor (um polimero) e um solvente volatil, quando
necessario, obtendo-se, ao final, um produto composto de pequenas particulas condutoras de
carga, dispersas em um ligante inerte. (Metters et al., 2011) Outros compostos podem ser
adicionados a tinta a fim de obter-se caracteristicas especificas, com destaque aqui para 0s
plastificantes, que auxiliam em uma melhor flexibilidade e estabilidade da tinta. (Fletcher,
2015)

Quanto aos materiais poliméricos disponiveis para a producdo de tintas condutoras,
buscam-se aqueles que apresentam composic¢oes inertes eletroquimicamente, bem como um
baixo custo de obtencdo. Aglutinantes termoplasticos, devido ao seu baixo grau de reticulacéo
,580 capazes de formar produtos ligeiramente flexiveis, o que pode vir a fornecer tintas mais
maleaveis e melhor trabalhaveis. (Eckold, 1994) Dentre os compostos poliméricos utilizados
na literatura evidencia-se o uso de poliuretano que apresenta boas respostas a diferentes tipos
de detecgdes. (Dos Santos e Cavalheiro, 2016; Dias et al., 2017; Mattioli et al., 2019) Neste
trabalho sugerimos o uso do esmalte para unhas como um interessante candidato, tendo sua
principal aplicacdo no setor cosmético. Sua composicdo baseia-se em formadores de filme
como a nitrocelulose, resinas termopléasticas - com funcéo de conferir flexibilidade ao filme -
plastificantes, solventes - responsaveis pela estabilidade da formulacdo e tempo de secagem -,
pigmentos, agentes de suspensdo, agentes de brilho e agentes tixotrdpicos, conferindo
viscosidade e uniformidade a formulagdo. (LOpez-Lopez et al., 2015) Por acdo do uso de
diferentes compostos tixotrépicos e plastificantes nas formulagdes de esmaltes acabam por
formar um filme néo quebradico e levemente flexivel apos a evaporagdo completa do solvente,
proporcionando uma formulagdo polimérica interessante para os fins aqui propostos. Os
diferentes tipos de esmaltes comercializados exigem uma sele¢cdo minuciosa da composigéo e

da presenca de componentes de interferéncia eletroativa.

Os materiais derivados de carbono sdo amplamente utilizados como condutores na producéo

de eletrodos impressos, devido a sua ampla janela de potenciais eletroquimicos, boa
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condutividade elétrica, estabilidade a longo prazo e baixa corrente residual. (Mccreery, 2008)
Dentre as primeiras tentativas no uso de compostos de carbono depositados sobre superficies
solidas tem-se as pastas de carbono, produzidas a partir de grandes quantidades de material de
carbono. Mesmo com uma Otima resposta condutora, as pastas de carbono séo pouco adequadas
para aplicacOes de serigrafia devido as suas caracteristicas reolégicas pouco favoraveis a esse
processo. A partir dessa limitacdo, adaptacOes foram realizadas na viscosidade das misturas

buscando facilitar as deposi¢des a fim de torna-las mais padronizadas. (Martin et al., 2003)

Uma ampla gama de materiais de carbono esta disponivel na literatura como modificadores
de superficies apresentando boas caracteristicas condutoras. Destaca-se aqui o grafite, de
grande importancia em aplicacdes eletroquimicas devido a presenca de planos de camadas
paralelas de carbono empilhadas com ligacdes trigonal sp? conferindo-lhe condutividade
térmica e elétrica. (Tee e Tonge, 1963; Lukaszewicz, 2006) Além, materiais de carbono
possuem a capacidade de formar complexos de transferéncia de carga quando em contato com

grupos doadores de elétrons. (Cernat et al., 2015)
Substratos flexiveis

A caracteristica de flexibilidade em eletrodos impressos é de relativo interesse na
producdo de eletrodos vestiveis, devido a necessidade de dispositivos que acompanhem o
movimento do paciente. Alta estabilidade térmica e baixo custo também sdo alguns dos
requisitos buscados em materiais de suporte para essa finalidade. (Nag et al., 2017b; Tricoli et
al., 2017; Ha et al., 2018) Os materiais suporte utilizados na confeccao de eletrodos impressos
geralmente necessitam apresentar uma aderéncia adequada a tinta da serigrafia além de serem
eletroguimicamente inertes. (Banks, Craig E. et al., 2016) Diferentes materiais e diferentes
composicdes de tintas podem ser encontradas na literatura para a producdo de eletrodos
flexiveis, com o intuito de estudar novas arquiteturas sensoriais. (Tonello et al., 2016;
Thangamuthu et al., 2018; Tortorich et al., 2018) Dentre os materiais encontrados o
poli(naftalato de etileno) - PEN e poli(tereftalato de etileno) — PET apresentam alta flexibilidade
apresentando uma boa abordagem como materiais de suporte para o desenvolvimento de
eletrodos e sensores flexiveis. (Bandodkar e Wang, 2014; Nayak et al., 2017) Neste trabalho
diferentes tipos de materiais flexiveis foram investigados buscando aqueles que se adequassem

a tecnica de serigrafia e as aplicacfes como eletrodos vestiveis para o setor clinico.

Aqui, evidencia-se a utilizacdo da luva nitrilica e o esparadrapo impermeével de uso

médico por apresentarem caracteristicas de interesse a construcdo de eletrodos flexiveis e, até
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0 momento, pouca ou nenhuma aplicacdo com finalidade clinica para a area de sensores
eletroquimicos. Materiais fabricados com base nitrilica apresentam uma 6tima flexibilidade e
aderéncia a superficie da pele humana, segundo fabricantes, devido a sua caracteristica de se
moldar a partir do calor corporal, ativando os monémeros do material. Por ser um material
sintético elimina problemas relacionados a alergia ao latex, tornando-se um interessante
material para uso direto em humanos. (Supermax, 2018) O esparadrapo, € um produto comercial
extensivamente conhecido, utilizado em ambientes hospitalares e na realizacdo de curativos
caseiros. Possui uma estrutura porosa devido a malha formada pelas fibras de tecido tornando
0 mesmo um material respirdvel. Possui boa fixagdo — em virtude de sua caracteristica adesiva
- alta resisténcia, boa flexibilidade aléem de auséncia de componentes tdxicos, tornando-o
interessante para aplicacdes diretas em humanos. (Czech e Kowalczyk, 2011) Sdo encontrados
em diferentes tipos de materiais, sendo 0s mais comuns produzidos a partir de tecido 100%

algod&o envolto por uma resina acrilica adesiva a base de latex.

Alguns exemplos podem ser encontrados na literatura para finalidades diversas
utilizando luvas nitrilicas como suporte para sensores. Mishra e colaboradores desenvolveram
um sistema sensorial flexivel descartavel sobre a superficie de luva nitrilica roxa como point-
of-use para aplicacOes de defesa e seguranca alimentar. (Mishra et al., 2017) Bandodkar e
colaboradores desenvolveram um lab-on-a-finger impresso sobre superficie nitrilica e eletrolito

ionogel para triagem voltamétrica de residuos de explosivos. (Bandodkar et al., 2013)

1.3.Producdo de eletrodos por deposicao de filmes metalicos

Além da técnica comum de impressao a tinta, algumas outras técnicas sdo encontradas na
literatura para formacgdo de filmes finos e desenhos padronizados que podem atender as
necessidades para a producdo de eletrodos miniaturizados em larga escala. A seguir sdo
apresentadas duas técnicas referentes a producdo de finos filmes metélicos e formacdo de
padrGes em superficies sélidas que, quando complementares, possibilitam a producdo de

eletrodos miniaturizados maleaveis, descartaveis ou nao.
Deposicgao catodica de filmes metélicos

A técnica de pulverizacdo catddica (do inglés cathodic sputtering technique) possui
aplicacdo diversa para a formacdo de finos filmes metalicos utilizando-se de deposicéo

atomistica. (Depla et al., 2010; Mattox, 2010) Esta técnica e caracterizada pela presenca de uma
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espécie ionizada (comumente o gas argonio devido a sua inércia e baixo custo) responsavel pelo
bombardeamento de um alvo (catodo), formado do material ao qual deseja-se revestir o
substrato. Devido a aceleracao dos ions de bombardeio, ha a colisdo destes com o alvo, gerando
uma ejecao de atomos neutros do material alvo que se depositam sobre as superficies proximas
com consequente formacdo do filme. Todo o processo funciona em ambiente submetido a
vacuo, possibilitando a livre movimentacdo das espécies na forma de vapor, sem possiveis
colisGes com particulas atmosféricas. (Simon, 2012; Sarangan, 2016) A Figura 7 mostra um
esquema genérico do interior de uma equipamento de sputtering sinalizando as principais etapas
do processo.
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FIGURA 7 - Esquema genérico do interior de um equipamento de sputtering onde os atomos
neutros de argbnio (e) adentram o sistema e colidem com elétrons livres circulantes (#)
transformando esses atomos em ions argénio carregados positivamente (#); 0s ions positivos,
ao colidirem com a placa metalica (catodo) ocasionam a ejecdo de &tomos neutros do material
metalico () que depositam-se sobre a superficie do substrato formando um filme. A colisao
entre o ion positivo na placa também libera elétrons livres (#), que alimentam o plasma do

sistema. Fonte: Autoria propria.

Poucos sdo os trabalhos encontrados na literatura para a fabricacdo de eletrodos
miniaturizados metalicos com finalidades sensoriais que utilizam-se da deposi¢cdo catodica.
Brett e colaboradores publicaram dois trabalhos devido ao desenvolvimento de um eletrodo
metalico de ouro sobre a superficie de PVC utilizando deposi¢do catdédica magnética. Com
pardmetros previamente otimizados, foram aplicados na obtencdo de ligacGes covalentes

enzimaticas, com foco para a glicose oxidase, obtendo-se eletrodos com caracteristicas
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préximas as de eletrodos de ouro convencionais. (Brett et al., 1997) Alguns trabalhos também
demonstra a aplicabilidade da técnica na modificacdo de superficies de sensores a fim de
auxiliar em uma melhor condutividade do dispositivo. (Lee et al., 2007; Rho et al., 2008; Baron
et al., 2013; Garcia-Garcia et al., 2016)

Fotolitografia

A fotolitografia é descrita como uma técnica que também atende as necessidades para
deposicao de filmes metélicos. As primeiras utilizacdes da técnica datam da década de 1820,
ao qual foi utilizado asfalto sirio como o primeiro fotorresiste. Ap6s isso muitas adaptacoes
comecaram a ganhar notoriedade até chegar ao que hoje conhecemos com umas das técnicas
mais utilizadas para producdo de semicondutores e aparelhos eletrénicos. (Willson et al., 1997)
Devido a sua capacidade de produzir padrdes de desenhos exatos através da exposicdo a luz,
mostrou-se uma interessante alternativa para fabricacdo de dispositivos miniaturizados com
necessidades de delimitacdo e fabricacdo de padrdes em larga escala. A técnica baseia-se em
um processo de transferéncia de padrdes para superficies lisas através da deposicdo de uma fina
camada de polimero fotossensivel — denominados de fotorresiste - capaz de formar uma rede
polimérica sobre o material a depender das caracteristicas desejadas. Fotorresistes positivos e
negativos sdo escolhidos a partir do padrdo do desenho desejado, tornando-se soltvel ou
insollvel, respectivamente, quando expostos a luz UV. Fotoméscaras sdo utilizadas com o
padrdo desejado a fim de formar o desenho apds a exposi¢do a luz. Uma das possiveis
utilizacOes para esse tipo de técnica € a posterior deposicdo de material metalico, uma vez que
apos a formacdo do padrdo desejado 0 mesmo seja capaz de receber a deposicdo de material
particulado. (Berkowski et al., 2005) Alguns trabalhos podem ser encontrados na literatura
utilizando a fotolitografia para construcdo de sensores eletroquimicos. (Kannan et al., 2016;
Hondred et al., 2017) A Figura 8 mostra as principais etapas da técnica.
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FIGURA 8 - Esquema com as principais etapas no processo de fotolitografia: (A) substrato
solido liso com posterior (B) deposicdo do fotorresiste, podendo ser de carater positivo
(solubilizando na presenca da luz UV) ou negativo (polimerizando na presenca de luz UV). (C)
Uma fotoméascara contendo o padrdo desejado € obtida, podendo ser de campo escuro (como
mostrada na imagem) ou de campo claro. (D) Posteriormente ha o alinhamento da fotoméascara
sobre a superficie com posterior exposi¢do do conjunto a luz UV por tempo pré determinado.
(E) No caso do uso do fotorresiste positivo as areas expostas ficam solubilizadas, podendo ser
(F) reveladas por solucdo reveladora complementar que retira o polimero solubilizado

formando aberturas no exato desenho do padréo desejado. Fonte: Autoria propria.

1.4. Doenca de Parkinson

A doenga de Parkinson (do inglés Parkinson’s Disease, PD) é o segundo maior distirbio
neurodegenerativo em humanos progredindo a cada ano. Apesar dos nimeros discordantes
encontrados devido a escassos levantamentos demogréficos sobre a doenca, estima-se que a
mesma afete atualmente um pouco mais de 1% da populagéo acima dos 65 anos e cerca de 0,3%
da populagéo geral, tendo maior incidéncia entre homens do que mulheres. (Dorsey et al., 2018)
A doenca ocasiona a degeneracao dos neurdnios dopaminérgicos na substancia nigra do cérebro

e a presenca de altas quantidades da proteina alfa-sinucleina. (Radhakrishnan e Goyal, 2018)
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Essa degeneracdo ocasiona o comprometimento do controle motor além de sintomas nédo
motores como desordens do sono, depressao e hiposmia, sintomas esses que aparecem apenas
quando 70-80 % dos neurdnios ja tenham sido perdidos. A identificacdo precoce € ainda um
desafio e constantemente sdo buscadas novas estratégias para uma identificacdo precoce da
doenca. Suas causas ainda sé@o desconhecidas entretanto, muitos estudos relacionam fatores
ambientais & uma predisposicao genética ou susceptibilidade a doenca. (Beitz, 2014; Rizek et
al., 2016; Poewe et al., 2017; Emamzadeh e Surguchov, 2018)

O diagndstico atual baseia-se primeiramente no histérico clinico, agregando, ao longo do
tempo, exames baseados na resposta a agentes dopaminérgicos e no desenvolvimento de
flutuacbes motoras incluindo tremores em repouso, rigidez, instabilidade postural e lentiddo
nos movimentos. Havendo uma progressdo gradual dos sintomas e resposta positivas as terapias
medicamentosas, o diagndstico pode ser confirmado. Apesar de bem estabelecidos, muitos dos
sintomas apresentados pela doenga podem estar presentes em outros tipos e distirbios
neurodegenerativos, ocasionando uma dificuldade na distingdo e diagndstico preciso. (Beitz,
2014; Rizek et al., 2016) Outra importante marca da doenca ¢ a identificacdo, por coloracéo,
da presenca dos corpos de Lewi, que identificam os neurdnios afetados em todo o sistema
nervoso. (Emamzadeh e Surguchov, 2018) Apesar de bem explorados, os métodos de
identificacdo da doenca ainda sdo tardios e pouco seletivos quanto a outros tipos de doencas
neurodegenerativas. A necessidade de biomarcadores validados relacionados a patologia € de

extrema importancia, a fim de auxiliar no seu diagndstico preciso e precoce.

1.4.1 Marcadores eletroativos e biomarcadores para doencgas

Os marcadores e biomarcadores sdo parametros passiveis de serem medidos e avaliados,
sendo utilizados como indicadores para respostas normais, patogénicas e farmacolégicas do
organismo. S&o substancias direta ou indiretamente presentes durante a manifestacdo de uma
série de patologias com interessante aplicacdo em sensores com finalidade médicas. (Selleck et
al., 2017) Apresentam, muitas vezes, especificidade e seletividade para determinadas doencas,
os tornando elementos-chave para um diagndstico correto e precoce. (Byrnes e Weigl, 2018)
Dentre os potenciais biomarcadores de maior relevancia encontram-se 0s anticorpos, mutagdes
geneticas, proteinas e disfungdes enzimaticas. (Ngamchuea et al., 2018) A construcdo dos
biossensores eletroquimicos dispem desta especificidade para a construgdo de dispositivos
direcionados, promovendo um avanc¢o no diagnostico clinico personalizado. (Sadana e Sadana,

2014) Alguns biomarcadores promissores para auxiliar no diagnostico de Parkinson sdo
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encontrados na literatura (Frasier e Kang, 2013; Adams e La Morgia, 2018) e, dentre estes
destacou-se aqui as anormalidades ocorridas no gene PARK?7, produtor da chamada proteina
DJ-1.

Diferente dos biomarcadores, os marcadores eletroquimicos para finalidades clinicas ndo
possuem um carater exclusivamente bioldgico, podendo ser qualquer produto produzido partir
de determinada ac¢do normal ou anormal no organismo. Na area eletroquimica esses marcadores
necessitam ter propriedades eletroativas, 0 que os tornam eficazes no auxilio e entendimento de
certos processos bioldgicos. Alguns exemplos interessantes e bem abordados na literatura séo
a dopamina (Fayemi et al., 2018), epinefrina (Tsele et al., 2017) e o estradiol (Mauruto De
Oliveiraet al., 2017), que apesar que ndo apresentarem alta seletividade e especificidade, como
esperado dos biomarcadores, possuem uma faixa de potencial redox adequada de estudo. Neste
trabalho foram estudados os marcadores dopamina, devido ao seu bem conhecido processo
redox, a fim de caracterizar ambos sensores, e a hemoglobina, devido a sua complexidade

molecular e caracteristicas eletroativas.

1.4.1.1.Dopamina

A dopamina (DA) é um neurotransmissor da familia das catecolaminas, de importancia
crucial para os humanos. E produzida nas glandulas adrenais e em diversas areas do cérebro
sendo a mais abundante das catecolaminas envolvidas na integracdo corpo-cérebro bem como
precursora de dois neurotransmissores — adrenalina e noradrenalina. Afeta muitos aspectos do
sistema cerebral, plasticidade neuronal, organizacdo e controle das respostas de estresse,
atencdo, aprendizado e memoria. Quantidades reduzidas de DA no sistema nervoso central séo
implicadas como uma das maiores causas de doencas neuroldgicas como a esquizofrenia e o
Parkinson, sendo parte importante no processo de entrega de mensagens extrassinapticas.
(Jackowska e Krysinski, 2013) Muitos estudos encontrados na literatura demonstram a
importancia da dopamina em diversos processos e comportamentos do organismo. (Wise, 2004;
Volkow et al., 2017; Mishra, A. et al., 2018) Pode ser encontrada em diferentes fluidos
corporais - na urina e no plasma sanguineo, por exemplo- e essa presenca muitas vezes pode
ser utilizada como um possivel marcador de doencas. Nesses casos 0 Kit ELISA é um dos
imunoensaios mais utilizados para detecgdo, sendo utilizado como via de pardmetro para o
desenvolvimento de outras técnicas. No caso da deteccdo para a doencga de Parkinson o fluido
de maior interesse é o liquido cefelorraquidiano, que apresenta dificuldades de coleta e

amostragem, devido ao seu carater invasivo. (Suominen et al., 2013; Phung et al., 2018)
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Dentre as patologias associadas a desregulacao nos niveis de DA no organismo, destaca-se
a doencga de Parkinson, ao qual hd uma perda de neurénios produtores da substancia na regido
nigra do cérebro e sua consequente reducéo. (Lotharius e Brundin, 2002) A alteracdo nos niveis
de DA afeta o controle dos movimentos, gerando tremores em repouso, lentiddo dos
movimentos espontaneos, perda de reflexos posturais, mau equilibrio e alteragdes na
coordenagdo motora, reduzindo a qualidade de vida do paciente e podendo levar a morte.
(Rizek et al., 2016)

A DA ¢é formada pela descarboxilacdo da molécula de DOPA, caracterizada pela presenca
de um anel aroméatico e um grupo amina primario. De carater eletroativo, é passivel de ser
oxidada sob materiais eletrodicos obtendo-se uma sensibilidade consideravel. (Jackowska e
Krysinski, 2013) A deteccdo da dopamina por via eletroquimica é caracterizada pelo
envolvimento de 2 prétons e 2 elétrons em sua reacdo inicial, para formacéo da dopamina-o-
quinona (Figura 9). Substancias intermediarias podem ser formadas em reacGes posteriores,
responsaveis estas pelo carater cumulativo sobre a superficie dos eletrodos. (Bahram et al.,
2009)

HoN HoN
= 4
| + 2+ 2H
HO O
OH 0
Dopamina Dopamina - o - Quinona

FIGURA 9 - Esquema da reagédo de oxidacdo da dopamina.

Devido a sua caracteristica eletroativa e seu processo redox bem conhecido, a dopamina é
constantemente encontrada em trabalhos eletroquimicos para o desenvolvimento de sensores e
biossensores, seja para sua deteccdo direta, seja para caracterizagcdo de novas arquiteturas
sensoriais. (Chen e Peng, 2003; Bucher e Wightman, 2015) Xu e colaboradores desenvolveram

um dispositivo eletroquimico descartavel para deteccdo de dopamina utilizando grafeno e
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polimero condutor PEDOT. (Xu et al., 2018) No trabalho de Ku e colaboradores o sensor foi
desenvolvido sobre eletrodo de carbono impresso modificado com Nafion. (Ku et al., 2013)
Ambos os trabalhos destacam 0 aumento no interesse por sensores impressos e descartaveis

como alternativa para deteccdes clinicas.

1.4.1.2.Hemoglobina

A hemoglobina (HB) é uma proteina formada por uma estrutura tetramérica composta por
duas cadeias alfa com 141 aminoacidos cada e duas cadeias beta com 146 aminoacidos cada,
possuindo elevada importancia para o entendimento do funcionamento do grupo de proteinas
alostéricas. (Yuan et al., 2015) Esta presente dentro de células especializadas, nomeadas de
eritrocitos. Os quatro polipeptidios do tetrdmero possuem, cada qual, um grande espaco central
no qual esta presente um grupo prostético heme, uma molécula de ferro-protoporfirina 1X,
ligado através de forcas ndo-covalentes. Os &tomos de ferro neste ambiente estdo
principalmente no estado de valéncia quimica ferroso (Fe Il), coordenados a atomos de
hidrogénio. (Schechter, 2008)

Dentre as funcgdes que a HB pode desempenhar no organismo humano, o transporte de gases
é a de maior destaque, possibilitando a chegada do oxigénio dos pulmdes para os tecidos de
todo o corpo e realizando interacfes com outros tipos de gases. A HB também participa dos
processos de manutencdo da temperatura corporea interna, além de ter relagdes com o

envelhecimento e adaptacGes genéticas. (Giardina et al., 1995)

Algumas doencas estdo diretamente relacionadas a niveis anormais ou problemas
estruturais da HB, conferindo-lhe uma importancia como biomarcador clinico. O grupo das
anemias lidera com destaque para a anemia falciforme, proveniente de uma mutacéo de troca
de bases, conferindo a molécula de HB uma estrutura deformada similar a uma foice. Outras
doencas relacionadas sdo as chamadas sindromes de talassemia e a anemia hemolitica, sendo
as primeiras diretamente relacionadas a producdo de quantidades anémalas da proteina.
(Giardina et al., 1995; Marengo-Rowe, 2006; Thomas e Lumb, 2012; Gell, 2018)

Outras relacGes patoldgicas para HB sdo discutidas na revisdo de Freed e Chakrabarti, onde
evidéncias correlacionam alteracfes nos niveis de HB neural a processos neurodegenerativos -
como o caso da doenca de Parkinson - além de redugdo da atividade mitocondrial e aumento do
estresse oxidativo no cérebro. (Freed e Chakrabarti, 2016) A partir da descoberta da expressédo

de HB em neurdnios e sua participacdo em processos mitocondriais, um novo caminho foi
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aberto para o estudo de patologias ligadas ao cérebro e se essas poderiam ter relacdo com
disturbios nesta proteina. (Richter et al., 2009) Muitos estudos apresentam resultados, ainda
pouco elucidativos, quando a niveis alterados de HB como um possivel indicativo para doenca
de Parkinson, porém em sua maioria, concordam com a afirmativa de que HB é expressa dentro
dos neurdnios dopaminérgicos (relacionados a doenca de Parkinson), desempenhando um papel
na manuten¢do da homeostase do Fe e da mitocondria. (Savica et al., 2009; Ferrer et al., 2011,
Abbott et al., 2012; Graham et al., 2014; Deng et al., 2017) Essas evidéncias, mesmo ainda
pouco elucidativas quanto a relacdo de HB com a doenca de Parkinson, mostram a importancia
de novas vias de deteccdo para moléculas complexas. Busca-se auxiliar ndo apenas no
digndsticos de patologias neurodegenerativas mas também no que se refere a entender o seu

mecanismo dentro da regido cerebral e seu papel nos diferentes processos do organism.

Apesar de sua grande importancia histérica como molécula biolégica a HB possui um
interesse menos abrangente na deteccdo eletroquimica. Em razdo de ser uma molécula
complexa ao qual o atomo eletroativo de interesse esta protegido pela camada molecular e de
apresentar caracteristicas adsortivas sobre superficies, ela mostra dificuldades em processos de
deteccdo. A literatura apresenta alguns trabalhos para deteccdo quantitativa de HB. Toh e
colaboradores mostraram a possibilidade da detec¢do eletroquimica direta de hemoglobina
tanto em amostras de sangue como em células vermelhas utilizando eletrodo de carbono vitreo
e Nafion. Picos caracteristicos da molécula foram detectados sem a necessidade de pré-
tratamentos. (Toh et al., 2014) Outros trabalhos mostram detec¢fes de HB realizando pré-
tratamentos de amostra, a fim de tornar o grupo heme mais disponivel facilitando assim a

transferéncia de elétrons entre o grupo e o eletrodo. (Li et al., 2009; Hussain et al., 2017)

1.4.1.3. Proteina PARK 7/DJ-1

A DJ-1 é uma proteina com fungdes versateis, estando expressa normalmente no cérebro
e tecidos periféricos e desempenhando um papel de importancia na protegdo contra o estresse
oxidativo. Produzida pelo gene denominado PARK?7 foi identificado primeiramente como um
oncogene, sendo sua superexpressdo relacionada a muitos tipos de canceres. Além, diversas
mutacOes ocorridas nesse gene foram encontradas em pacientes diagnosticados com doencas

de Parkinson. (Ariga e Iguchi-Ariga, 2017)

A presenca de elevados niveis de DJ-1 celular estdo correlacionados com uma alta

tolerancia ao estresse oxidativo (Ishiwatari et al., 2015) e, devido a isso, Seu excesso, escassez
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e/ou inativacdo podem estar relacionados ao desenvolvimento de algumas doencas, como 0
caso da diabetes do tipo 2, infertilidade masculina e doencas neurodegenerativas bem como
alguns tipos de céanceres, como o endometrial. (Ariga e Iguchi-Ariga, 2017). A relacdo desta
proteina com o Parkinson associa-se ao fato do estresse oxidativo ter um papel de relevancia na
patogénese da doenca, tornando a DJ-1 uma importante via de estudo como também um
promissor biomarcador. (Waragai et al., 2006) Estudos que relacionam alteracdes nos niveis
séricos e cerebrais dessa proteina a doenca sdo abordados em muitas revisdes, todavia pouco
ainda foi elucidado quanto as verdadeiras relacdes entre molécula/doenca. (Waragai et al.,
2010; Jiménez-Jiménez et al., 2014) Alguns estudos notaveis mostram que em situacdes de
estresse celular, a DJ-1 pode se tornar um importante sinalizador, devido a sua modificagéo
para a oxDJ-1, referente a oxidacdo da Cys-106 presente em sua sequéncia. O aumento nos
niveis séricos e em amostras de liquido cefalorraquidiano em pacientes de PD foram relatados,
a transformando em um potencial biomarcador para a doenga. (Ogawa et al., 2014; Saito et al.,
2016) (Lin et al., 2012; Jang et al., 2018)

Muito estudos buscam determinar com eficacia os niveis de DJ-1 e suas alteracdes no
corpo humano porém, ainda hoje, controversias nesses valores sdo encontradas devido as
variacBes de sensibilidade existentes para as diferentes técnicas utilizadas. Dois estudos de
relevancia sdo aqui destacados. No estudo de Waragai e colaboradores, os valores encontrados
para imunoblot utilizando ANOVA como técnica estatistica consideraram valores de 0,158 +/-
0,055 ng/ug, para pacientes com a doenca e 0,117 +/- 0,027 ng/ug para pacientes sem a doenca.
(Waragai et al., 2006) No estudo de Hong e colaboradores a técnica de Western Blot foi somada
a filtracdo em gel e espectroscopia de massa para a determinacdo de DJ-1 e alfa-sinucleina em
pacientes com Parkinson, Alzheimer e individuos saudaveis. Os valores comparativos nesse
estudo mostraram-se dependentes da idade e de influéncias externas variando entre 30 e 90
ng/mL, considerando Western Blot e kit Luminex.(Hong et al., 2010) O estudo de Hong
concluiu que variacdo nas espécie das proteinas e anticorpos, controle inadequado de variaveis
e a limitacdo na populacao de estudo como fatores consideraveis na obtencdo de uma boa imuno

quantificacéo.
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OBJETIVOS GERAIS

2.1.0bjetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo geral o desenvolvimento e caracterizacdo de novas
arquiteturas de sensores e imunossensor eletroquimicos flexiveis tendo em vista a deteccdo de

analitos relacionados a doenca de Parkinson.

2.2. Objetivos especificos

A. Desenvolvimento de novas arquiteturas de eletrodos flexiveis descartaveis sobre a
superficie de luva nitrilica e esparadrapo utilizando uma nova composicdo de tinta
condutora de producéo laboratorial contendo esmalte para unhas, grafite e glicerol,

B. Aplicacdo dos sensores em luva e esparadrapo para deteccdo de dopamina e
hemoglobina;

C. Producdo de eletrodos de platina sobre a superficie de folha de BioPET utilizando as
técnicas de pulverizacdo catodica e fotolitografia;

D. Aplicacdo dos eletrodos de platina para a detec¢do de dopamina;

E. Producdo de imunossensores sobre a superficie dos eletrodos de platina para deteccao
da proteina PARK7/DJ-1.
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EXPERIMENTAL

3.1.Reagentes e soluges

Sensores flexiveis em luva e esparadrapo

Para a fabricacdo da tinta condutora foram avaliados 2 tipos diferentes de composi¢des
poliméricas: verniz automotivo (do inglés, polyurethane automotive varnish, PAV) (Verniz 2K
Alto Brilho — Lazzudur, Sherwin-Willians®) e esmalte para unhas (do inglés nail polish, NP)
(Base Brilho Cuidados, Cora®). Como material condutor foi utilizado grafite em p6 (GP)
(Fischer Chemical). Para conferir flexibilidade e estabilidade, foram utilizados gelatina incolor
em po (Dr. Oetker) e glicerol (Dindmica). As solucdes de gelatina foram preparadas em base
de agua para diferentes concentracbes. A dopamina (DP), hemoglobina (HB) e demais
reagentes utilizados foram obtidos pela Sigma-Aldrich e/ou Fluka, PA.

As proporc¢oes de grafite foram calculadas segundo a teoria de percolacdo. Segundo
consultado em (Fletcher, 2015), aconselha-se um minimo de 64 % de grafite junto a massa de
polimero, a fim de apresentar uma incorporacdo bem-sucedida destas particulas dentro do
composito As percentagens apresentadas nesse trabalho, dos componentes utilizados na
composicao da tinta, foram calculadas através da relacdo com a massa final. Como mostra do

na Tabela 1.

TABELA 1 - Valores em porcentagem da gquantidade de grafite utilizada na composicéo das

tintas considerando o peso da base polimérica e o peso final da tinta.

Grafite (%) Grafite (%)
(Peso do grafite (g) / Peso do esmalte(g)) (Peso do grafite (g) / Peso final da tinta (g))
65 35
70 37
75 40
80 43
85 46
90 48

Para a deteccdo de DP, as medidas foram realizadas utilizando solucdo de tampéo

fosfato 0,2 mol L (pH 6,5, previamente otimizado para ambos substratos). A caracterizagdo
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do eletrodo foi também realizada utilizando uma solugdo KCI 0,1 mol L™ como eletrdlito
suporte e uma mistura equimolar de [Fe(CN)s]*~ e [Fe(CN)g]* 1,0 x 10”2 mol L como sonda

eletroquimica.

Para a deteccdo de HB, as medidas foram realizadas utilizando solugdo de tampéo
fosfato 0,2 mol L (pH 7,0). A soluc&o foi homogeneizada por agitagdo mecanica até completa

dissolucao.

Para o preparo de todas as solucbes foi utilizada &gua purificada pelo sistema

Megapurity, resistividade > 18,0 MQ cm
Imunossensor

Para a fabricacdo dos eletrodos de platina pela técnica de fotolitografia, foi utilizado
HMDS como reagente de aderéncia e reagente de fotorresiste positivo AZ4620 com solugédo

reveladora complementar.

Para a caracterizacdo do eletrodo de platina e caracterizacbes durante o processo de
montagem do imunossensor foi utilizada uma solugdo KCI 0,1 mol L como eletrolito suporte
e uma mistura equimolar de [Fe(CN)s]* e [Fe(CN)s]* 1,0 x 10 3 mol L como sonda
eletroquimica. O eletrodo também foi estudado na presenca de dopamina 1,0 x 102 mol L (em
tampéo fosfato, 0,2 mol L, pH 7,0) aplicando estudo de velocidade, construgdo de uma curva

analitica e aplicagfes em amostras de urina sintética.

Para a montagem da monocamada auto-organizada foram utilizados os reagentes
Cisteamina (95 %) e solucdo de glutaraldeido (25 % em &gua) ambos obtidos pela Sigma-
Aldrich. Foi utilizada albumina de soro bovino (BSA) como bloqueador de sitios inespecificos
da Fischer. O anticorpo anti-PARK7/DJ-1 policlonal, foi obtido pela Sigma-Aldrich. A proteina
recombinante humana PARK7/DJ-1 foi obtida pela Abnova. Ambos materiais biol6gicos foram

diluidos em tampao Tris-HCI (10 x) (Sigma-Aldrich) e armazenados a temperatura de — 4 °C.
3.2. Preparo das amostras

As amostras de urina sintética utilizadas durante a aplicacdo dos eletrodos impressos e de
platina foram preparadas utilizando metodologia adaptada de Laube e colaboradores (Laube et
al., 2001). As amostras foram preparadas pela fortificagdo da amostra com concentracdes pré-
estabelecidas de dopamina. Foi utilizada a metodologia de adi¢do e recuperacao a fim de avaliar

a eficacia dos sensores nesse tipo de amostra.
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3.3.Equipamentos, materiais e metodologias utilizadas
3.3.1. Design dos eletrodos e materiais de suporte

Para a fabricacdo dos sensores descartaveis foram avaliados trés tipos de substratos:
luva nitrilica (Descarpack — Luvas nitrilicas azuis), luva de vinil (Danny, sem pé de amido) e
esparadrapo de uso médico (Missner, Impermeavel Extra Flexivel). Os substratos foram

utilizados sem nenhum tipo de pré-tratamento.

Para a fabricacdo das maéscaras vazadas foram elaborados diferentes designs de
eletrodos para ambos substratos. (Figural0) O desing elaborado para o eletrodo em luva teve
como base uma possivel aplicacdo vestivel como mostrado na Figura 10B. A regido aberta foi
pensada buscando uma aplicacdo para analises in situ em sangue, ao qual um furo no dedo seria
realizado nessa regido a fim de preencher a area de trabalho com a amostra para posterior
deteccdo. Além, o recorte possibilita um regido livre da tinta, diminuindo a possibilidade de
gue a mesma seja danificada e interfira durante as analises. O recorte das mascaras foi realizado
em impressora de corte Silhouette (modelo Cameo3) gerenciada pelo software Studio™. As
tintas condutoras foram preparadas e homogeneizadas com auxilio de um centrifugador
assimétrico duplo (SpeedMixerTM Dac 150.1 FVZ-K, FlackTec Inc) com parametros

previamente estudados.

é; ——> ELETRODO DE REFERENCIA
A C:(j —T— ELETRODO DE TRABALHO
——> CONTRA ELETRODO

——— ELETRODO REFERENCIA
B @:D——- ELETRODO DE TRABALHO

———— CONTRA ELETRODO

FIGURA 10 - Desing das mascaras utilizadas para obter o padrdo dos eletrodos sobre

esparadrapo (A) e luva (B).

Para a fabricacdo dos eletrodos de platina foram utilizadas folhas de BioPET flexivel
(BIOPET A4, 21 x 29 cm, 125 mm de espessura, ImportNow). O design do eletrodo foi
desenvolvido pelo Prof. Dr. Nirton Cristi, co-orientador desse trabalho, e a mascara de campo
escuro foi impressa pela empresa especializada em fotoplotagem DGM Design.
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3.3.2. Sistema de contato elétrico

O sistema de contato elétrico entre o dispositivo descartavel e o potenciostato foi
produzido a partir de plugs do tipo jacaré. Ja o contato elétrico entre o eletrodo de platina e 0
potenciostato foi realizado através de um sistema contendo trés conectores banana em um
acoplador com regides de contato elétrico independentes para cada eletrodo. O modelo do

conector foi retirado de (Orzari et al., 2018). Os dois sistemas sdo mostrados na Figura 11.

FIGURA 11 - (A) Foto ilustrativa do sistema de contato entre os eletrodos descartaveis com o
potenciostato utilizando plugs do tipo jacaré conectados individualmente aos eletrodos de
trabalho, contra-eletrodo e eletrodo pseudorreferéncia. Na imagem um eletrodo sobre suporte
de esparadrapo ao qual foi depositada uma gota de 90 pL de solucdo equimolar de [Fe(CN)s]*-
e [Fe(CN)s]*. (B) Sistema de contato para o eletrodo de platina utilizando plugs do tipo banana
acoplados a regibes de contato elétrico independentes. Esse sistema foi baseado no trabalho de
(Orzari et al., 2018), que também é fonte da imagem.

3.3.3. Preparo das tintas condutoras e montagem dos eletrodos serigrafados

O preparo da tinta condutora foi realizado a partir da mistura de diferentes propor¢des de
polimeros e materiais condutores. A homogeneizacao da tinta foi realizada com auxilio do
SpeedMixerTM.

O preparo das méascaras vazadas foi realizado sobre a superficie de folhas de papel adesivo
(Colacril, Office CC185). As folhas adesivas foram recortadas com auxilio de uma impressora
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de corte, a parte interna das mascaras foi retirada e, individualmente, foram coladas sobre a
superficie dos dedos de luva nitrilica e do esparadrapo. Os dedos de luvas nitrilicas foram
previamente esticados, a fim de conferir uma superficie lisa e homogénea para deposicao da
tinta bem como obter dispositivos com uma espessura reprodutivel. O esparadrapo foi
acondicionado sobre uma superficie lisa a fim de auxiliar durante o processo de serigrafia. Nao

foram realizados pré-tratamentos em nenhum dos materiais suporte.

O processo de serigrafia ocorreu pela deposicdo de uma quantidade suficiente de tinta sobre
a superficie da méscara, para ambos materiais suporte, seguido de espalhamento da mesma
sobre o desenho com o auxilio de uma espatula plana de aluminio. As méscaras foram
posteriormente retiradas, antes da secagem da tinta. A secagem da tinta sobre a superficie do
material foi realizada durante 6 dias, a temperatura ambiente (25 °C). Ainda com a superficie
esticada e utilizando um pincel n° 1, os eletrodos pseudorreferéncia foram pintados com uma
Unica camada de tinta de prata (Electron Microscopy Sciences). Apds 24 horas de secagem
completa os dispositivos estavam prontos para as caracterizacbes morfologicas e
eletroquimicas, sendo denominados de LUV e ESP respectivamente para os eletrodos obtidos
sobre luva nitrilica e esparadrapo. A Figura 12 ilustra o processo de obtencdo da tinta e dos
eletrodos serigrafados.
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FIGURA 12 - llustracdo das etapas do processo de obtencdo dos eletrodos impressos em luva
nitrilica e esparadrapo: (1) Producdo da tinta condutora em SpeedMixer; (2) Obtencdo das
mascaras em papel adesivo; (3) Preparo dos suportes para o processo de serigrafia; (4) Processo
de serigrafia utilizando tinta condutora e espatula de aluminio; (5) Pintura do eletrodo
psudorreferéncia com tinta de prata; (6) Obtencdo dos eletrodos LUV e ESP, ap06s secagem da

tinta; (7) CaracterizagGes eletroquimicas em potenciostato.
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3.3.4. Avaliacédo da resisténcia a tensdo mecéanica

A fim de avaliar a capacidade dos eletrodos e das diferentes formulagdes de tinta quanto
a tensdo mecéanica exercida durante a movimentacdo, testes manuais de estiramento e dobra
foram realizados para todos os substratos. A Figura 13A mostra o processo de estiramento para
as luvas, ao qual foi realizado em 4 direcdes diferentes. A Figura 13B mostra o processo de

dobra do esparadrapo.

%

 d
N -

Figura 13. (A) llustracdo do processo de estiramento das luvas realizado a fim de avaliar o

comportamento dos substratos e da tinta apOs sofrer tensdo mecanica. Foi fixado um
estiramento 60 % maior do comprimento normal do eletrodo a fim de padronizar os resultado;

(B) Processo de dobra dos eletrodos em esparadrapo.

3.3.5. Producao dos eletrodos de platina

A técnica de fotolitografia utilizou uma fotoalinhadora Karl Suss MJB3, com tempo de
exposicdo de 30 segundos e spin coater de bancada para espalhamento do fotorresiste. Foi
realizado tratamento sobre as superficies reveladas utilizando equipamento de plasma de
oxigénio (Barrel Asher Plasma Technology SE80). A técnica de pulverizacdo catddica foi
realizada em equipamento Sputtering DC/RF: Balzers (BA510) plasm beam DC sputtering
system. Para medicdo da espessura da superficie metélica depositada sobre os eletrodos foi
utilizado perfildmetro (Dektak -150). Todo o processo de producéao dos eletrodos de platina foi
realizado dentro das instalacbes do Laboratorio Nacional de Nanotecnologia (LNNano)
localizado no Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPem), Campinas,SP.

Inicialmente, as folhas de BioPET flexivel foram recortadas em quadrados de 5cm x 5cm e

higienizadas utilizando acetona e isopropanol P.A. para retirada das impurezas. A secagem da
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superficie foi realizada através de jato direto de nitrogénio, sendo posteriormente armazenadas
sobre a superficie de placas de aquecimento a 30 °C.

Sobre a superficie das placas de BIoPET foi depositada uma quantidade suficiente de
HMDS e, com auxilio de um spin coater de bancada foi realizado o espalhamento por toda a
superficie do material, por 10 segundos a 3500 rpm. Apds, as placas com HMDS receberam
cura em placa de aquecimento a temperatura de 90 °C por 10 minutos com posterior

resfriamento da superficie.

Apos resfriadas, uma quantidade suficiente de fotorresiste positivo foi depositada sobre a
superficie da placa de PET. A placa foi submetida a rotagdo em spin coater durante 30 segundos
a 5000 rpm, para espalhamento do fotorresiste. Preenchidas, as placas passaram por etapa de

cura, em placas de aquecimento durante 10 minutos a 90 °C com posterior resfriamento.

Utilizando uma mascara de campo escuro, as placas de BioPET foram submetidas a
exposicdo a luz UV por uma fotoalinhadora pelo periodo de 25 segundos a fim de obter o padrao

desejado do eletrodo.

Apds expostas, as placas foram reveladas utilizando solucgéo reveladora complementar ao
fotorresiste, na proporcdo 1:3 (solucdo/agua ultrapura). As placas de PET foram submersas na
solucdo por um periodo aproximado de 20 segundos e/ou até a visualizacdo do padrdo. As
placas foram submetidas a secagem em placa aquecedora a 60° C por 10 minutos. Apds secas

as placas foram inspecionadas a fim de verificar eficacia na revelacéo.

Apos o processo de fotolitografia, as placas reveladas foram submetidas a banho de plasma
de Oz a 100 mW/100 mThor por 2 minutos, a fim de limpar a superficie de sujidades.

Posteriormente as placas de BioPET reveladas e limpas foram submetidas ao processo de
pulverizacdo catddica, buscando a deposicdo de um fino filme de platina sobre as superficies
foto-moldadas. A espessura de 5 um da deposicao foi obtida por 250 x de cromo e 1500 x de
platina depositados. A deposicdo ocorreu em uma maquina de sputtering acoplada a uma

camara de vacuo trabalhando a 2,0 x 102 mbar.

Obtido o filme de platina, as placas de PET, foram submetidas ao processo de lift off,
responsavel pela retirada de excesso de material de revestimento obtendo-se uma forma final
padronizada. As placas foram submetidas a um banho de acetona pura com auxilio de algodao
até retirada total do excesso. As placas foram mergulhadas em agua deionizada para enxague,

mergulhadas em isopropanol puro, secos através de jatos de nitrogénio e chapa aquecedora.
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Finalizado, os eletrodos foram cortados individualmente e utilizados para caracterizagdes
morfoldgicas e eletroquimicas. A Figura 14 ilustra o processo de obtencdo dos eletrodos de

platina e a Figura 15 mostra o eletrodo finalizado.
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FIGURA 14 - Processo de obtencdo dos eletrodos de platina onde: (1) Limpeza do BioPET com
solugéo de isopropanol e acetona; (2A) Utilizacdo de spin coater de bancada para (2B)
Espalhamento do HMDS sobre o substrato e; (2C) Espalhamento do fotorresiste sobre o

substrato;(3) Exposicdo do substrato + mascara de campo escuro a luz UV para sensibilizacdo
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do fotorresiste; (4) Etapa de revelacdo para formacgéo do padréo do eletrodo; (5) Obtencéo do
substrato com as &reas foto-moldadas; (6) Metalizagdo do substrato foto-moldado, com platina,
por pulverizacgéo catodica; (7) Etapa de Lift-off para limpeza do excesso de material metalizado;

(8) Obtencéo dos eletrodos de platina.

BodyEditor

FIGURA 15 - Eletrodo de platina flexivel produzido sobre folhas de BioPET.

3.3.6. Caracterizagdes Morfoldgicas

As caracterizacfes morfoldgicas dos eletrodos impressos - microscopia eletrdnica de
varredura (MEV) e espectroscopia de raio X (EDS) - foram realizadas no Centro de
Microscopia Eletronica (CME) localizado da Universidade Federal do Parana (UFPR), em
espectroscopio dispersivo de energia Thermo 200, com resolucdo 131 eV, acoplado ao
microscopio eletrénico de varredura TESCAN VEJA-3 LMU. O EDS utilizou sistema de
analise quimica tipo EDS (Oxiford) com software AZ Tech (Advanced) e detector tipo SDD de
80 mm?. Os espectros de EDS foram obtidos para regiées com tinta condutora e apenas para o

substrato. As amostras ndo foram submetidas a nenhum tipo de processo prévio ou metalizagéo.

As caracterizacdes morfoldgicas do eletrodo de platina foram realizadas dentro das
instalagbes do Laboratorio de Caracterizagdo Estrutural — DEMa — UFSCar utilizando um
Microscopio Eletronico de Varredura Philips XL-30 FEG com resolu¢do em 30 KV de 3,5 nm

acoplado a um sistema de EDS Bruker. Foram obtidas imagens da estrutura do filme de platina

61

—
| —



bem como da sua composi¢do quimica, baseando em mapeamento de composicdo e

microandlise quimica atraves de EDS.

3.3.7. CaracterizacOes eletroquimicas dos eletrodos

Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato/galvanostato
AutoLab PGSTAT204 (Metrohm), gerenciado pelo software NOVA 2.1.4 e as medidas de
impedancia foram avaliadas a partir de médulo de impedancia FRA32M adquirido pela
Metrohm. Foram empregadas as técnicas de voltametria ciclica, voltametria de pulso
diferencial, voltametria linear, voltametria de onda quadrada e espectroscopia de impedancia

eletroquimica.

Para caracterizar todos os dispositivos deste trabalho foi utilizada uma solugédo
equimolar de [Fe(CN)e]** 1,0 x 10~° mol L1, preparada em KCI 0,1 mol L. A mesma
solucdo foi utilizada como sonda eletroquimica durante a constru¢ao do imunossensor, ao qual
foi avaliada a resisténcia a transferéncia de carga da sonda com o eletrodos através da técnicas
de espectroscopia de impedancia eletroquimica. As medidas eletroquimicas utilizando os
eletrodos descartaveis foram realizadas a partir da deposicéo de uma gota de 80 e 90 uL para
LUV e ESP, respectivamente, de uma solucdo contendo o eletrdlito suporte e a substancia

eletroativa. Ja para os eletrodos de platina foi utilizada uma gota de 35uL.

A deteccdo de hemoglobina foi realizada em meio aerébico e a solugdo ndo foi
submetida a nenhum tipo de pré tratamento.

Para a escolha da melhor técnica de deteccdo — dentre LSV, SWV e DPV — para
dopamina no eletrodo de platina, dopamina em ESP e LUV e hemoglobina em ESP, ndo foram
realizadas otimizacGes dos pardmetros intrinsecos da técnica, sendo considerados os valores

fixos disponiveis no software NOVA 2.1.4 padrdes para a decisdo final.

Excluindo os estudos de repetibilidade e reprodutibilidade aqui contidos, todos as

medidas foram realizadas em triplicata.

Para a constru¢do do imunossensor, as modificacbes na superficie do eletrodo para
formacéo da monocamada auto-organizada e das etapas posteriores de imobiliza¢ao e formacéo
do imunocomplexo foram avaliadas mediante a técnica de espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS) através do uso de uma solugdo equimolar de [Fe(CN)e]*7* 1,0 x 10~ mol

L (KCI 0,1 mol L) como sonda eletroquimica. Foi considerado o valor de resisténcia a
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transferéncia de carga (Rct) como via de comparacdo entre os diferentes estudos, sendo que
esse valor foi obtido de forma manual através do software NOVA 2.1.4, utilizando a ferramenta

Electrochemical circle fit e Fit and Simulation.
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CAPITULO 1

SENSORES FLEXIVEIS DESCARTAVEIS FABRICADOS SOBRE A SUPERFICIE
DE LUVA NITRILICA E ESPARADRAPO UTILIZANDO TINTA CONDUTORA A
BASE DE ESMALTE PARA UNHAS E GLICEROL APLICADOS NA DETECCAO
ELETROQUIMICA DE DOPAMINA E HEMOGLOBINA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Desenvolvimento da tinta condutora

Para o desenvolvimento da tinta condutora diferentes formulagdes foram avaliadas
modificando-se o tipo de polimero e o tipo de material plastificante empregados. Os polimeros
foram escolhidos devido a sua capacidade de formacao de filme e os plastificantes foram devido
a sua capacidade de melhorar caracteristicas de flexibilidade bem como garantir uma adequada
formacdo de filme — quanto a homogeneidade e estabilidade sobre a superficie flexivel -
diminuindo eventualidades relacionadas a quebra da tinta. O verniz automotivo (PAV) é
composto por resina acrilica poliuretana, solventes aromaticos, ésteres e aditivos e a

composicao do esmalte para unha (NP) pode ser encontrada em anexo. (Anexo 1)

O uso do glicerol nesse trabalho provém de suas caracteristicas plastificantes para as mais
diversas finalidades, baixa toxicidade e baixo custo além de boa fluidez e compatibilidade com
diferentes polimeros. Sua combinacdo Unica de propriedades fisicas e quimicas lhe confere
diferentes usos comerciais incluindo aplicacdes como auxiliares na industria cosmética, higiene
pessoal, cuidados pessoais, formulacfes farmacéuticas e alimenticias. Destaca-se 0 uso na
fabricacdo de resinas alquidicas, tintas, vernizes e laca com objetivo de conferir flexibilidade,
elasticidade e tenacidade uma vez que sdo produtos ao qual a fragilidade é indesejada.
(Division, 1990; Pagliaro e Rossi, 2008) Ja o uso da gelatina resultou de seu uso como aditivo
e promotor de flexibilidade, ao qual busca-se, através de sua caracteristica de gelatinizacdo e
capacidade de formar estruturas estaveis e maleaveis, modificacdes benéficas na viscosidade e
estabilidade da tinta. Dentre suas caracteristicas de destaque esta sua capacidade de formar géis
rigidos além da presenca de grupos funcionais acidos e basicos 0 que possibilita uma
diversidade de interages com outros compostos. Destaca-se sua aplicacdo em embalagens de

alimentos, ao qual a gelatina auxilia em uma melhor adesédo, coesdo e capacidade de formar

64

—
| —



peliculas flexiveis e moldaveis (Ramos et al., 2016) como também na composicao de tintas
para impressdo 3D,conferindo fluidez durante o processo. (Shin e Kang, 2018)

Os testes iniciais das 6 formulacGes de tintas, dispostas na Tabela 2, foram realizados
utilizando 35 % de grafite, propor¢édo padréo utilizada pelo grupo. A quantidade de gelatina e
glicerol foi fixada em 1,1 % (massa de plastificante/massa total). As tintas foram preparadas no

SpeedMixer, fixando um tempo de 180 segundos a 3500 rpm.

TABELA 2 - Formulagdes de tintas condutoras avaliadas

Formulacéo Polimero Material Condutor Plastificante
1 Esmalte para unha Grafite em po Glicerol
2 Esmalte para unha Grafite em po Gelatina
3 Esmalte para unha Grafite em po Auséncia
4 Verniz automotivo Grafite em po Auséncia
5 Verniz automotivo Grafite em po Glicerol
6 Verniz automotivo Grafite em po Gelatina

A avaliacao inicial das tintas foi realizada de forma visual, considerando 0 comportamento
da viscosidade e homogeneidade da tinta. A viscosidade foi avaliada em comparativo a de tintas
comerciais, buscando maior facilidade durante o processo de serigrafia. A homogeneidade
pretendida baseou-se numa mistura uniforme, sem a presenca de particulados ou distingéo de
fases. Tanto as tintas produzidas com PAV como NP, apresentaram a viscosidade e
homogeneidade inicialmente desejadas, todavia uma maior viscosidade e, como consequéncia,
um melhor comportamento durante o processo de arraste foram notados para as formulacgdes a

base de NP, a qual foi escolhida para estudos posteriores.

4.2. Avaliacdo das tintas sobre o material de suporte

Os substratos avaliados foram a luva nitrilica azul, luva de vinil e esparadrapo impermeavel
de uso clinico utilizando-se como primeiro parametro de estudo o comportamento da tinta
durante a etapa de arraste sobre a superficie dos materiais. Vale ressaltar que o esparadrapo
Missner® foi mantido até o final dos experimentos devido as possiveis alteragdes quanto a
diferenca de porosidade entre as diferentes marcas. As tintas produzidas com PAV, ao serem
submetidas ao contato com os diferentes substratos, apresentaram-se demasiadamente liquidas

dificultando o processo de arraste da tinta, independente da presenca ou ndo do agente
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plastificante. Diferentemente, as tintas produzidas com NP revelaram um processo mais
facilitado, provavelmente devido a presenca dos componentes promotores de flexibilidade e

tixotrépicos contidos na formulacéo polimérica comercial.

Tanto para as formula¢des de NP como para PAV, o uso da gelatina alterou drasticamente
a viscosidade desejada, ao qual foi possivel observar aglomerados de grafite, semelhantes a
bolhas de gel, o que proporcionou perda da fluidez dificultando o arraste da mesma sobre os
substratos. Formulacdes adicionais utilizando diferentes concentracdes (para mais e para
menos) e diferentes meios de solubilizacdo - meio halogénico (Spitzer-Sonnleitner et al., 2016)
e solucdo acida (Gobeaux et al., 2010)- foram avaliadas, porém ndo foram obtidos resultados
satisfatorios, adquirindo, em alguns casos, tintas com caracteristicas quebradicas. Na presenca
de glicerol nenhuma diferenca visual e/ou dificuldades no arraste foram observadas nas
formulac@es, ao qual foi mantida fluidez e viscosidade inicialmente pré-determinadas. Assim,

optou-se por dar continuidade com o glicerol para posteriores estudos.

O segundo parametro avaliado foi o comportamento da tinta ap0s secagem sobre a
superficie do substrato, ao qual foi fixado um periodo de 24 horas, até completa evaporacao do
solvente. Tanto para as luvas nitrilicas como para as luvas de vinil, as formulacbes PAV
mostraram-se quebradi¢cas com o0 minimo movimento o que pode ter relacdo com uma baixa
quantidade do componente plastificante ou do material condutor, responsavel por dar corpo a
tinta. Com a movimentacdo dos materiais, a camada de tinta formada ndo apresentou boa
aderéncia com as superficies, sinalizando uma fraca interacdo entre as tintas PAV e as luvas
aqui utilizadas. Para as formulacdes NP a pouca interacdo com a superficie de vinil também
sobreveio, apresentando aspecto quebradico com a movimentacao do material, similarmente as
formulaces PAV. Diferentemente, as superficies nitrilica e do esparadrapo apresentaram uma
boa interagdo com as tintas NP, ao qual, durante os testes de tensdo mecanica, ndo mostraram
desprendimento de grandes particulados ou danificacbes que pudessem vir a comprometer a

integridade do processo eletroquimico.

Os resultados obtidos até aqui, considerando o processo de serigrafia e a secagem da tinta
sobre o substrato, mostraram que a superficie de vinil ndo atende aos requisitos necessarios para
o0 desenvolvimento do sensor, devido a sua fraca interagcdo com as tintas NP e PAV, sendo entdo

descartada dos préximos estudos.

A terceira avaliacdo levou em conta o teste de tensdo mecénica — executado manualmente

—bem como as diferencas obtidas no uso e na auséncia do glicerol na formulacdo. Os materiais
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suporte, apds secagem da tinta, foram esticados de forma a verificar a capacidade de resisténcia
da formulacao sobre o material e se a mesma acompanhava sua flexibilidade. As formulacGes
de PAV apresentaram-se quebradicas, como ja mencionado anteriormente, na auséncia e
também na presenca do glicerol. As proporc¢des de glicerol nessas formulagdes foram alteradas
— maiores que 1,1 % e menores que 1,1 % - buscando analisar os efeitos desse componente em
conjunto ao PAV. No primeiro caso, ndo houveram alteracdes visiveis quando comparada a
tinta na auséncia do glicerol e, no segundo caso, ocorreu um aumento da fluidez, obtendo-se
uma tinta excessivamente liquida. Para ambas houveram dificuldades durante o processo de
serigrafia e secagem da tinta. Quanto as formulagfes de NP, a presenca de glicerol alterou
moderadamente a resisténcia do conjunto substrato + tinta durante os teste de tensdo mecanica,
sendo possivel visualizar uma melhoria nesse quesito quando comparado ao conjunto substrato
+ tinta na auséncia do glicerol. Ao serem esticadas, a tinta na presenca do glicerol sobre luva
nitrilica e esparadrapo ndo foi danificada, sendo necessaria uma deformacdo com maior grau

de tensdo para que rachaduras comegassem a serem visualizadas.

Como ultimo parametro de avaliacdo, todas as tintas produzidas foram avaliadas quanto a
sua resisténcia a passagem de corrente elétrica, utilizando-se um multimetro digital (Foxlux Fx-
MD). Os valores obtidos para as formulagdes com PAV, independente do substrato, mostraram-
se muito altas, com uma média proxima de 1400 ohms. J& as formulagfes com NP mostraram
valores menores, variando nos diferentes substratos, com média de 400 ohms e 500 ohms para
esparadrapo e luva de nitrilo, respectivamente e 800 ohms para a luva de vinil. Sendo esse um
parametro importante a ser considerado na escolha de tintas condutoras para fins
eletroquimicos, é possivel verificar um melhor comportamento na condutividade para a luva de
nitrilo e para o esparadrapo. Através do comparativo realizado até aqui, conclui-se que NP como
veiculo polimérico em conjunto ao glicerol, como agente plastificante, mostra vantagens para
0 processo de serigrafia — sobre luva nitrilica e esparadrapo - quando comparado ao PAV.

Portanto, o NP foi entdo escolhido para dar continuidade aos estudos.

Com os resultados obtidos até aqui definiu-se, para fins de otimizagcdo, uma formulacao
contendo NP como veiculo polimérico, glicerol como agente plastificante e grafite como
material condutor, a ser posteriormente aplicada sobre a superficie de luva nitrilica e

esparadrapo.
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4.3.0timizacéo da tinta condutora

Diferentes proporcdes de grafite e glicerol foram avaliadas, considerando-se as
necessidades de viscosidade e resisténcia a transferéncia de carga. As concentragdes de grafite
estudadas foram de 35, 37, 40, 43, 46, e 48 %. As concentrac¢des de glicerol estudadas foram
1,1; 2,7 e 5,3 % e auséncia. Devido as propriedades de solvente que o glicerol pode fornecer a
mistura, vindo a tornar as tintas menos viscosas, ndo foram estudadas concentracdes acima de
5,3 %. Os estudos iniciais foram realizados utilizando-se dados de resisténcia a transferéncia
de carga, obtidas por multimetro, ao qual as concentracdes de 43, 46 e 48 % ndo mostraram
diferencas quanto ao valor obtido, com uma média de 600 ohms. Ja as concentracdes de 35, 37
e 40 % apresentaram valores de resisténcia proximos dos 1600 ohms, indicando que a
quantidade de material condutor ndo foi suficiente para um desempenho condutor adequado.
Dentre todas as proporgdes, 35 e 37 % mostraram-se menos viscosas quando consideradas todas
as proporcdes de glicerol. Durante o processo de arraste, evidenciou-se que maiores proporcdes
de grafite - 43, 46 e 48 % - na presenca de menores proporcdes de glicerol — 1,1 % -
apresentavam uma melhor deposi¢do da tinta sobre a &rea vazada da méascara, ndo sendo
notados problemas quanto ao escoamento da tinta além da area delimitada e danificacdo do
desenho final do eletrodo. A concentracdo de 40 % de grafite, apesar de apresentar uma
viscosidade similar das concentragdes acima mencionadas, ndo acompanhou 0S menores
valores de resisténcia a transferéncia de carga, sendo entdo eliminada das posteriores

avaliagdes.

O glicerol, devido a sua acdo solvente, mostrou ser um grande modificador da viscosidade
da tinta, independente da proporcdo de grafite utilizada. Foi observado que concentracdes
baixas desse composto na formulagéo da tinta foram eficazes ao proporcionar um leve aumento
de flexibilidade, o que pode ser interpretado como uma possivel acdo plastificante do glicerol
na composicdo da tinta. Quando na presenca de 1,1 % de glicerol, foi possivel observar uma
significativa mudanca na resisténcia a tracdo mecéanica leve, quando comparada a formulagéo
na auséncia de glicerol. Em situacgdes de estiramento leve, relacionados ao movimento do sensor
quando aplicado a superficie humana em movimento, ndo houveram problemas quando ao
desprendimento de particulados, rachaduras na camada de tinta ou qualquer dano no desenho
do eletrodo. Com isso, pode-se concluir que a adi¢do de glicerol a formulacdo melhora a
flexibilidade da tinta, a tornando favoravel na aplicavel sobre a superficie de substratos

flexiveis.
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A fim de investigar as alteracbes no comportamento eletroquimico para as diferentes
formulagdes, utilizou-se DA 1,0 x 10 ~* mol L™ preparada em tamp3o fosfato 0,2 mol L™, pH
6,7, como sonda eletroquimica, e mediu-se a magnitude de corrente através de voltametria
ciclica. A Figura 16 apresenta os resultados obtidos para esse estudo para ambos materiais de
suporte. Devido as caracteristicas de importancia biologica conferidas a DA, considerou-se para
esse trabalho utiliza-la como sonda eletroquimica de carater biologico além da finalidade como

analito de deteccéo.

°T A

I/pA
I/puA

_9 T T T T T T '15 T T T T T T T
-04 -02 0,0 0.2 0,4 06 -06 -04 -02 00 02 04 006

E/V vs. Ag E/V vs. Ag

FIGURA 16 - Voltamogramas ciclicos obtidos de (A) eletrodo em luva nitrilica e (B) eletrodo
em esparadrapo, utilizando diferentes concentracdes de grafite em po: (o) 43, () 46 e (o) 48 %,
na tinta condutora a base de esmalte para unhas e glicerol. Medidas realizadas na presenca de

dopamina 1,0 x 10~* mol L~* em solugdo tampéo fosfato 0,2 mol L~ (pH 6,7), v =100 mV s,

A partir dos voltamogramas ciclicos obtidos € possivel considerar a concentracéo de 46
% e 48 % como as melhores para luva nitrilica e 46 % para esparadrapo. Os eletrodos
produzidos com 48 % de grafite apresentaram, tanto na luva nitrilica como no esparadrapo,
desprendimento de particulados o que possibilita interferéncias durante as medidas
eletroquimicas. Esse tipo de caracteristica assemelha-se as chamadas pastas de carbono, ao qual
uma grande quantidade de material condutor é adicionado a composicdo, aumentando a
viscosidade e tornando-a menos fluida e com aspecto de uma pasta. Esse tipo de mistura nao se
adequa ao processo de serigrafia devido ao tempo de secagem muito curto, o que dificulta o

processo de arraste da tinta sobre 0 molde vazado.

Assim, foi definida uma formulacéo final da tinta condutora baseada em NP contendo
46 % de grafite em po e 1,1 % de glicerol.
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Repetidas medidas de CV foram obtidas, em diferentes eletrodos de luva e esparadrapo,
ao qual observou-se uma migracdo no potencial de pico anddico e catédico na presencga da
sonda eletroquimica. A fim de verificar se o eletrodo de referéncia, baseado na tinta de carbono,
podia estar originando essa instabilidade, os mesmos pintados manualmente com tinta de prata,
utilizando um pincel fino a fim de recobrir toda a superficie de contato com a solucéo. Os
resultados obtidos para os eletrodos pintados mostraram uma tendéncia mais estavel na
obtencdo do potencial de pico, sugerindo uma melhoria na reprodutibilidade dos dispositivos.
A Figura 17 ilustra os eletrodos finais obtidos, nomeados de LUV, para o eletrodo em luva
nitrilica e ESP para o eletrodo em esparadrapo. Ressalta-se aqui a necessidade da utilizacao de
um limitador de gota para LUV (Figura 17C), responsavel por manter a solucdo sobre a
superficie dos eletrodos durante a analise o que nao foi necessario para ESP. O delimitador de

gota foi recortado em impressora de corte utilizando papel contact fosco.
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FIGURA 17 - Imagens dos eletrodos (A) LUV; (B) ESP e; (C) LUV com delimitador de gota.

4.4. Caracterizacdes morfolégicas

A partir das imagens obtidas por MEV, foi possivel evidenciar que a tinta foi depositada de
maneira a cobrir toda a regido do desenho do eletrodo, para ambos os materiais de suporte
(Figura 18A e 19A). Também, observou-se uma topografia rugosa e porosa ocasionando um
aumento da area geométrica do eletrodo. (Figura 18B e 19B) No trabalho de Pradela-Filho e

colaboradores é possivel observar um comportamento similar nas micrografias obtidas para
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uma tinta de esmalte para unhas e grafite. (Pradela-Filho et al., 2017) Outro trabalho utilizando

esmalte para unhas como veiculo polimérico em tintas também mostrou micrografias similares

quanto a rugosidade e porosidade do material. (De Araujo Andreotti et al., 2019)

4z e N 7
SEM HV: 15.0 kV WD: 15.81 mm T VEGA3 TESCAN| SEM HV: 15.0 kV WD: 8.36 mm VEGA3 TESCAN|
SEM MAG: 32 x Det: SE 2mm SEM MAG: 500 x Det: SE 100 pm
View field: 8.65 mm  Date(m/dly): 10/15/18 CME-UFPR View field: 554 ym  Date(m/d/y): 10/15/18 CME-UFPR

FIGURA 18 - Imagens da tinta serigrafada sobre a superficie luva nitrilica em ampliacdes de
(A) 32 x e (B) 500 x

S s

SEM HV: 15.0 kV WD: 8.10 mm | | VEGA3 TESCAN|
SEM MAG: 500 x Det: SE 100 ym
View field: 554 um  Date(m/dly): 10/15/18 CME-UFPR

SEM HV: 15.0 kV/ WD: 15.00 mm | VEGA3 TESCAN|
SEM MAG: 32 x Det: SE
View field: 8.65 mm Date(m/dly): 10/15/18 CME-UFPR

FIGURA 19 - Imagens da tinta serigrafada sobre a superficie de esparadrapo em ampliacdes de
(A) 32 x e (B) 500 x

Medidas de espectroscopia de raios X (do inglés energy-dispersive X-ray spectroscopy,
EDS) foram realizadas para a tinta e os materiais de suporte. A Figura 20 mostra 0s espectros

obtidos para a tinta condutora e para os substratos. O principal elemento encontrado nas analises
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da tinta foi o carbono, correlacionado ao grafite, como ja esperado. A presenca do nitrogénio e
do enxofre é explicada pela presenca de duas resinas provenientes do esmalte de unha, a
nitrocelulose, resina base da maioria dos esmaltes comerciais (~15 %) e a
tosilamida/formaldeido, uma resina termoplastica (~7 %) que, em conjunto com a nitrocelulose,
auxilia na formacgdo do filme polimérico do esmalte. (Lopez-Lopez et al., 2015) Quanto a
andlise da luva nitrilica destaca-se a presenca em abundancia de C e N devido a um dos
mondmeros formadores da borracha sintética que origina o material nitrilico, a acrilonitrila (-
C=N), importante componente devido a sua relacdo direta com a resisténcia quimica desse
material. (Phalen et al., 2007) Também, o C presente é proveniente do carbon black utilizado
como composto de preenchimento para elabora¢do do material. O S é o principal componente
utilizado durante o processo de cura de compostos nitrilicos. A presenca do Zn esta relacionada
ao processo de aceleracdo da etapa de cura do material, onde é utilizado o 6xido de zinco. A
presenca de outros elementos é devido a composicdo dos agentes vulcanicos utilizados na
elaboracdo do material. (Bawadukji e Jabra, 2017; Linhares et al., 2018) Para o esparadrapo, a
alta incidéncia de C é proveniente do latex, principal matéria- prima do material. (Agrawal e
Konno, 2009) Os outros elementos encontrados sdo de provavel proveniéncia da resina acrilica

utilizada nesses materiais responsaveis pela resisténcia e flexibilidade.
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FIGURA 20 - Espectros de EDS obtidos para (A) tinta condutora composta de esmalte para

unhas, grafite e glicerol; (B) esparadrapo impermeével e; (C) luva nitrilica.

4.5. Caracterizacdo eletroquimica dos eletrodos impressos

Com objetivo de demonstrar a funcionalidade dos dispositivos impressos, caracterizaces
utilizando DA foram realizadas. Medidas de voltametria ciclica foram obtidas para LUV
depositando-se uma gota de 80 pL de solugdo tampéo fosfato 0,2 mol L~ (pH 6,7) na presenca
de DA 1,0 x 1074 mol L%, v= 50mV s~*. No dispositivo ESP as medidas foram realizadas

depositando-se uma gota de 90 pL da solucdo tampéo fortificada, anteriormente citada.

A partir dos voltamogramas ciclicos obtidos (Figura 21), foram observados picos anddicos
e catddicos bem definidos para ambos eletrodos, proximos ao potencial de 0,2 V e 0 V, para
oxidacAo e reducdo, respectivamente. E possivel verificar também que na presenca da dopamina

LUV mostrou-se mais resistivo que ESP.

73

—
| —



6
44
4
2]
< 7 it
0+ 0
24
-2
'4 T T T T T ® T T T T T
-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6
E/V vs. Ag E/Vvs. Ag

FIGURA 21 - Voltamogramas ciclicos de LUV (e) e ESP (e) na presenca de DA 1,0 x 10~* mol
L-! em solugdo tampéo fosfato 0,2 mol Lt (pH 6,7), v=50 mV s2.

Medidas de CV também foram realizadas na presenca de [Fe(CN)s]*"* 1,0 x 102 mol L1,
solucdo preparada em KCI 0,1 mol L-*a fim de verificar possiveis diferencas entre as duas
sondas. A Figura 22 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos na velocidade de 50 mV s ao
qual é possivel verificar a obtencdo do par redox caracteristico da sonda para ambos substratos.
Para LUV um pico de oxidac&o de corrente 3,3 x 10-° pA foi obtido no potencial de 0,3 V e um
pico de corrente -2,7 x 10~ pA de reducéo foi obtido no potencial de 0V. Para ESP o pico de
oxidacao foi obtido no potencial de 0,45 V com corrente de 3,1 x 10 pA e o pico de reducéo

foi obtido no potencial de -0,04 V com corrente de 2,6 x 10~° pA.

30 30+

I/uA
I/pA

T T T T T T

¥ T ¥ T L T Y T T T v T T
-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 -04 -02 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
E/V vs. Ag E/V vs. Ag

Figura 22 - Voltamogramas ciclicos de LUV (e) e ESP (e) na presenca de [Fe(CN)g]*>* 1,0 x
10-3 mol L1, preparada em KCI1 0,1 mol L%, v=50 mV s

A area eletroativa de ESP e LUV foi estimada através da equacdo de Randles-Sevick

(Equacdo 1), utilizando diversas velocidades de varredura (v) em medidas de voltametria
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ciclica. O estudo da area foi realizado a partir de dois tipos de sonda eletroquimica: DA 1,0 x
10~* mol L%, preparada em solugdo tampéo fosfato 0,2 mol L~* (pH 6,7) e também para uma

mistura equimolar de [Fe(CN)s]* 74~ 1,0 x 103 mol L%, preparada em KCI 0,1 mol L.

Ip =2,69 x 10% A C D'/2n’2v'/2 (Equacio 1)

Na equacdo, Ip refere-se a corrente de pico anddico; A indica a area eletroativa em cm?;
C corresponde a concentracdo da sonda utilizada, em mol cm=3; D indica o coeficiente de
difusdo das espécies em solugdo, (DA: 4,7 x 10 —° mol L (Nasirizadeh et al., 2013);
[Fe(CN)6]* ™ 7,6 x 10 ® mol L1); n refere-se ao nimero de elétrons transferidos na reagio
redox e v corresponde a velocidade de varredura. DA foi utilizada a fim de caracterizar os
dispositivos utilizando uma sonda redox de carater bioldgico. Foi possivel observar um
comportamento linear através dos graficos de Ip vs. v'2, indicando para ambos os dispositivos
um processo difusional - tanto da DA como da solucdo de [Fe(CN)s]** ~sobre a superficie do
eletrodo (Figura 23 e 24). A érea eletroativa encontrada para LUV foi de 0,2 cm?e para ESP
foi de 0,1 cm?, considerando-se ambas as sondas. Apesar da area geométrica para ESP e LUV
ser muito semelhante — ndo igual, devido a abertura presente na area de trabalho de LUV —a
area eletroativa mostrou discrepancia entre os dispositivos. Uma possivel explicacdo para a
perda de area em ESP decorre da caracteristica porosa do esparadrapo. Diferentemente da luva,
que possui uma superficie lisa, o esparadrapo possui uma caracteristica evidentemente porosa,
devido ao material ser projetado como uma malha trancada de fios de algoddo. Durante o
processo de arraste da tinta sobre a superficie do material a mesma pode adentrar 0s poros do
esparadrapo tornando-a inacessivel como superficie condutora. Essas caracteristicas de
superficie podem ser visualizadas nas imagens de MEV (Figura 18 e 19).
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FIGURA 23 - Voltamogramas ciclicos de (A) ESP e (B) LUV obtidos a partir de medidas
realizadas em solugdo tampao fosfato 0,2 mol L™ (pH 6,7) na presenca de DA 1,0 x 10 ~* mol
L-! para as velocidades de varredura de 50; 75;100; 125; 150; 175 e 200 mV s*. Gréfico de
pontos | vs. vi? para (A1) LUV e (B1) ESP.
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FIGURA 24 - Voltamogramas ciclicos de (A) LUV e (B) ESP realizadas em solucdo em KCI
0,1 mol L™ na presenca de para a velocidades de [Fe (CN) ] */* 1,0 x 10 =* mol L™ para as
velocidades de varredura de 25; 50; 75; 100; 125; 150; 175 e 200 mV sL. Grafico de pontos |
vs .v¥2 para (A1) LUV e (B1) ESP.

Em raz8o do processo redox da DA envolver protons, ha necessidade do estudo da
influéncia do pH do eletrolito durante a reacdo, que pode vir a alterar tanto as correntes quanto
os potenciais de pico. O estudo foi realizado pela técnica de voltametria ciclica utilizando
solucdo DA 1,0 x 10 ~* mol L* preparada em solugdo tampéo fosfato 0,2 mol L~ para os
seguintes valores de pH: 5,0; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 9,0 e 12,0. Os resultados obtidos demonstraram
que a corrente de pico € influenciada pela mudanga de pH do meio bem como uma leve
migracao no potencial de oxirreducdo. DA apresenta-se na sua forma protonada para valores
de pH menores que 7,0, regido essa em que pode ser prontamente pré-concentrada sobre a
superficie negativa do eletrodo. (Martinez-Huitle et al., 2009) Assim, esperava-se que valores
nessa faixa apresentassem melhores comportamentos quanto a transferéncia de carga. Dentre

as melhores respostas, pH 6,5 e 7,0, 0 pH 6,5 foi escolhido, para ambos substratos, considerando
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a corrente de pico relativamente mais alta, bem como melhores defini¢cdes de picos anddicos e

catodicos e um menor valor de desvio padrdo entre as triplicatas.

Realizada a otimizacdo do meio reacional, procedeu-se a escolha da melhor técnica
voltamétrica para detecgdo de DA. Foram avaliadas as técnicas de DPV, LSV e SWV em
solugdo tamp&o fosfato 0,2 mol L~* (pH 6,5) na presenca de DA 1,0 x 10~* mol L%, A Figura
25 mostra os voltamogramas obtidos para LUV e ESP, utilizando-se os seguintes parametros
para cada técnica: DPV: AEs=5 mV; a = 0,025V; tempo de modula¢&o=0,05s e t= 0,5s; SWV:
AEs =5 mV; a=0,02 V; f =25 Hz e; LSV: v= 0,05 V/s e AEs = 2,4 mV. E possivel observar
que, para ambos substratos, a voltametria linear mostrou resultados promissores quanto a
corrente de pico, considerando o pico anddico em 0,3 V. Pode ser observado que para LUV a
diferenca na intensidade de corrente para SWV e LSV foi baixa, porém levando-se em conta o
desvio padréo entre as medidas, concluiu-se que LSV possui melhor estabilidade durante as
medidas. Portanto, a LSV foi a técnica voltamétrica escolhida para dar continuidade as

caracterizacdes dos dispositivos.

I/pA

02 00 02 04 06 08 02 00 02 04 06 08
E/V vs. Ag E/V vs. Ag
FIGURA 25 - Voltamogramas obtidos para (A) LUV e (B) ESP utilizando as técnicas de DPV
(¢), SWV (o) e LSV () na presenca de DA 1,0 x 10 ~* mol L em solugdo tampéo fosfato 0,2
mol L (pH 6,5). DPV: AEs=5 mV; a = 0,025 V; tempo de modulagi0=0,05set=0,5s; SWV:
AEs=5mV;a=0,02 V; f=25Hze; LSV: v=0,05V/s e AEs = 2,4 mV

Para a técnica de LSV, o parametro velocidade foi otimizado devido a influéncia que o

mesmo confere no sinal analitico da medida. Foram realizadas medidas voltamétricas lineares
nas velocidades de 10; 35; 50; 75; 100; 125; 150; 175 e 200 mV s~1. Na presenca de DA, o

eletrodo LUV apresentou um aumento na corrente de pico anddico até a velocidade de 175 m
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Vst iniciando um platd de tendéncia linear a partir de 200 mV s. Ja o eletrodo ESP
apresentou um aumento linear até a velocidade de 200 mV s?, porém para essa velocidade
apresentou deslocamento do potencial e um alto valor de desvio entre as triplicatas, sendo
considerado um resultado pouco reprodutivel. Assim, para ambos dispositivos foi selecionada
a velocidade de 175 mV s~1. As Figuras 26 e 27 mostram os voltamogramas e graficos obtidos.
Nota-se a presenca de um pico persistente para todas as medidas em regides anteriores a 0 V,
ao qual podem ser justificados como picos formados a partir de outras reacdes redox da
dopamina. No trabalho de (Caetano et al., 2017) foram apresentadas as reagdes provenientes de
dois pares de picos obtidos durante a oxidacdo de DA ao qual, durante a formacao da dopamina-
ortoquinona (0-DAQ), obtém-se resposta na faixa de 0,2 V. No caso da 0-DAQ néo reduzir
novamente a dopamina (sentido reverso da reacao), ela pode sofrer uma reacao de fechamento
de anel levando a formacdo de leucopaminacromo (LDAC). A LDAC pode ser oxidada
produzindo o dopaminocromo, responsavel pelo segundo par redox obtido no trabalho citado

e, possivelmente, pelo pico da regido negativa nos voltamogramas desse trabalho.

121 A —— 10 mVs' 2] B

——35mVs" )
—— 50 mVs' | L]
——75mVs" )
——100 mVs'! } :
125 mVs'|
150 mvs| = *
175 mVs'| 6 L]
——200 mVs'

I/ pA

02 0.0 02 0.4 06 0 50 100 150 200
E/V vs. Ag vimVs'

FIGURA 26 - (A) Voltamogramas lineares obtidos para diferentes velocidades de varredura em
ESP, na presenca de DA 1,0 x 10 * mol L em solugdo tampao fosfato 0,2 mol L™ (pH 6,5);
(B) Gréfico de pontos.
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FIGURA 27 - Voltamogramas lineares obtidos para diferentes velocidades de varredura em
LUV na presenca de DA 1,0 x 10 ~* mol L em solugéo tampao fosfato 0,2 mol L (pH 6,5);
(B) Gréafico de pontos.

As curvas analiticas para ambos eletrodos foram construidas ap6s a otimizacdo dos
parametros experimentais, utilizando voltametria linear. As medidas foram realizadas na
presenca de DA preparada em solugdo tamp&o fosfato 0,2 mol Lt (pH 6,5). Foram definidas
diferentes concentracdes de DA, dentro do intervalo de 5,0 x 10°a 1,0 x 10~ mol L para
LUV e 5,0 x 10 a 5,0 x 10~ mol L para ESP, obtendo-se um voltamograma para cada
concentragdo (Figura 28A e 29A). As medidas para cada concentragdo foram obtidas em
diferentes eletrodos, sendo possivel verificar uma boa reprodutibilidade do sensor. Pode-se
observar um aumento linear na corrente de pico com o aumento na concentracdo de DA para
ambos dispositivos (Figura 28B e 29B). LUV apresentou uma correlagéo linear (r) de 0,999 e
ESP uma correlacdo linear de 0,998. A equacédo da reta para LUV e ESP encontra-se nas

Equacdes 2 e 3 abaixo, respectivamente.

I(A) = 5,46757 x 107 +0,13243 Cp,(mol L™1) Equacéo 2
I(A) = 1,25373 x 10~7 + 0,07417 Cp, (mol L) Equacio 3
( )|
L %)
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FIGURA 28 - (A) Voltamogramas lineares de LUV obtidos a partir de uma gota de 80 pL de
solugdo tampé&o fosfato 0,2 mol Lt (pH 6,5) na presenca de diferentes concentragdes de DA:
(a) 5,0 x 10%; (b) 7,5 x 107° (c) 2,5 x 10>; (d) 4,0 x 107°; (€) 5,0 x 107°; (f) 7,5 x 10~>; (g) 9,0

x 10~ (h) 1,0 x 10~ mol L%; (B) Curva analitica obtida para dopamina utilizando LUV.
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FIGURA 29 - (A) Voltamogramas lineares de ESP obtidos a partir de uma gota de 90 pL de
solugdo tampao fosfato 0,2 mol Lt (pH 6,5) na presenca de diferentes concentracdes de
dopamina: (a) 5,0 x 10°%; (b) 6,5 x 10°%; (c) 7,5 x 1075 (d) 1,0 x 10°%; (€) 2,5 x 10°%; (f) 4,0 x
10~ e; (g) 5,0 x 10> mol L™*; (B) Curva analitica obtida para dopamina utilizando ESP.

O limite de deteccdo (LOD, do inglés limit of detection) foi calculado a partir da equacéo
LOD = 3 x SD/ inclinagdo da curva (onde SD, do inglés Standard Deviation, é o desvio da
média de 10 medidas na presenca do eletrolito sem DP, nas mesma condicdes pré-estudadas) a
fim de determinar a menor concentracdo de analito detectavel em uma amostra. Para LUV
obteve-se um LOD de 4,2 x 10~ mol L e para ESP um LOD de 7,2 x 10" mol L.
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A construcdo das curvas analiticas para deteccdo de dopamina adicionaram evidéncias as
diferencas existentes na construcéo de eletrodos sobre diferentes substratos. Para LUV obteve-
se uma melhor distribuicdo de pontos dentro da faixa linear trabalhada além de uma melhor
sensibilidade do dispositivo, considerando a inclinagdo de ambas as curvas. Apesar de
apresentarem similaridades durante as etapas de otimizagédo de pardmetros, mudancas sutis no
comportamento eletroquimico e voltamétrico puderam ser visualizados. Deve ser considerado
aqui a padronizacdo dos eletrodos, visto que, por passarem por um processo manual de
fabricacdo, tendem a variar seu comportamento eletroquimico entre os dispositivos. Porém,
tendo em vista que as consideragdes aqui abordadas levaram em conta diversas medidas
realizadas e que estas seguiram uma tendéncia quanto as diferengas acima citadas, podemos
chegar a conclusdo de que o tipo de substrato utilizado pode auxiliar em melhorias no
comportamento eletrogquimico do eletrodo, seja pela melhor distribuicdo da tinta sobre a
superficie do material seja pelas caracteristicas de porosidade e melhor compatibilidade
substrato/tinta.

Buscando validar e demonstrar a aplicabilidade dos dispositivos, foram preparadas amostras
de urina sintética a fim de serem utilizadas em medidas de adigdo e recuperacdo de padrdo. A
Tabela 3 mostra os valores de recuperagdes obtidas - entre 84,6 e 102 % - pelos dispositivos

propostos.

TABELA 3 - Tabela contendo os valores de recuperacdo de DA em amostras de urina sintética
para LUV e ESP.

Amostra Coba Cpba Recuperada %
Adicionada (mol L) Recuperada
(mol L)
A 50 % 10~ 42% 10" 84,6
ESP B 6,5 % 10~ 6.7 % 10~ 103
C 7,5 % 107 7,4 x 107 98,8
D 2,5%10° 2,6 %107 102
Luv =~ E 4,0 x 10~ 3,7 %107 91,7
F 50 x 10~ 4,9 x 10~ 99,2
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Foram investigadas possibilidades quanto a interferéncia eletroquimica de alguns
compostos presentes na urina durante as determinagdes de DA na amostra. A Tabela 4 apresenta
as porcentagens de interferéncia obtidas para ambos dispositivos na presenca dos interferentes:
ureia, creatinina, acido Urico e acido ascOrbico para concentracdes iguais e superiores ao do
analito em solugdo. As medidas foram realizadas em meio contendo dopamina 2,5 x 10-> mol
L-! em solugdo tampé&o fosfato 0,2 mol L (pH 6,5). A concentragéo de ureia em solugéo foi
de 1,25 x 10~ mol L (5 vezes maior que DA em solugdo). A concentracdo de creatinina
utilizada foi de 2,5 x 10~*mol L-* (10 x mais que DA em solugdo). As concentracdes de acido
arico e écido ascorbico foram similares a de DA em solugéo, 2,5 x 10~> mol L. Os valores
obtidos para acido Urico em ESP e ureia em LUV foram altos, quando comparados aos dos
outros compostos estudados. Levando em conta os valores de recuperacdo obtidos na validacéo
da amostra, ao qual esses compostos estdo presentes, em concentragcdes similares ndo foram
obtidas interferéncias significativas indicando que ndo houve efeito de matriz consideravel

durante as analises.

TABELA 4 - Valores de interferéncia eletroquimica obtidos para diferentes compostos

presentes em amostras reais de urina

Interferente % Interferéncia

Ureia 3.9

ESP Creatinina 7,7
Ac. Urico 19

Ac. Ascorbico 2.9

Uréia 13

LUV  Creatinina 4,2
Ac. Urico 5,9

Ac. Ascorbico 4,8

Estudos de repetibilidade e reprodutibilidade foram realizados para ambos dispositivos
utilizando solugéo de DA 1,0 x 10 “* mol L em solugéo tampao fosfato 0,2 mol L~ (pH 6,5).
Considerou-se nesse estudo o desvio relativo entre a magnitude dos picos de corrente anodica
de todas as medidas, a fim de verificar a perda na intensidade de corrente. Cinco medidas
consecutivas em um mesmo eletrodo foram realizadas para o estudo de repetibilidade, ao qual

obtiveram-se os valores de desvio padrdo relativo de 8,7 % e 7,8 % para LUV e ESP,
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respectivamente. Para reprodutibilidade, foram realizadas medidas em cinco dispositivos
diferentes, ao qual foram obtidos os valores de desvio padrdo relativo entre as medidas de 2,8
% e 7,0 %.

A Tabela 5 fornece algumas informacdes sobre trabalhos na literatura desenvolvidos para
detecgéo de DA utilizando eletrodos impressos. Os valores de LOD e as faixas lineares obtidas
nesse trabalho mostraram-se proximos para eletrodos impressos desenvolvidos nos ultimos dois
anos. Pressuposto que o processo de producdo dos eletrodos, neste trabalho, é considerado
artesanal e simples, com materiais de facil obtenc&o, é possivel concluir que LUV e ESP sdo
eficazes na deteccdo de DA, apresentando um bom limite de deteccéo, trabalhando dentro de

uma faixa linear que atende a literatura.

TABELA 5 - Comparacdo entre os resultados obtidos neste trabalho com outros similares

encontrados na literatura

Sensor Faixar Linear Limite de Referéncia
(mol L™1) deteccdo
49x10°%a (Ibafiez-Redin et
SPCE/CB-ERGO 15x% 108
1,9x 10 al., 2018)
MWCNTs/PPDA/Nafion/ 1,0x10°%a L0 % 10- (Singh et al.,
% 10-
SPE 1,1 x 10 2018)
1,0x10°%a
PEDOT-LSG 0t 3,3x10” (Xu et al., 2018)
1,5x 10
L0x1054 (Aneesh e
CNIMP ’ \ 1,0 x 108 Berchmans,
1,0 x 10~
2017)
25%x10%a (Ozcanetal.,
p(P3CA)/EOPGE 2,5 % 107
7,5 % 107 2017)
50x10°%a
LUV , 4,2 x 1077 Neste trabalho
1,0 x 10~
50x10%a
ESP o 7,2 %1077 Neste trabalho
5,0 x 10~

SPCE/CB-ERGO: Eletrodos impressos de pasta de carbono modificado com carbon black e grafeno sobre a superficie de PET;
MWCNTs/PPDA/Nafion/ SPE: Eletrodo impressos a partir de um nanocomposito de nanotubos de parede maltipla, N'-fenil-

p-fenilenodiamina e Nafion sobre um substrato de poliéster; PEDOT-LSG: Eletrodos produzidos sobre a superficie de folhas
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de poli-imida_baseados em grafeno modificado por PEDOT por tecnologia de laser; CNIMP: eletrodos de papel baseados em
tinta de nanotubos de carbono de paredes miltiplas e surfactante acido dodecilbenzenico sulfonato de sédio; p(P3CA)/EOPGE:
Eletrodos de grafite de lapis preparados por processo de super-oxidagdo e filmes de &cido pirro-3-carboxilico.

4.6. Caracterizacao e deteccdo de HB utilizando ESP

Os dispositivos ESP e LUV foram avaliados para detec¢do de HB humana, a fim de estudar
a aplicabilidade destes sensores para moléculas bioldgicas mais complexas. A Figura 30 mostra
voltamogramas ciclicos obtidos na presenca de HB 10 mg mL~! preparada em soluc&o tamp&o
fosfato 0,2 mol L%, (pH 7,0). Para ESP é possivel observar um par de picos redox quase-
reversiveis, no qual o catodico apresenta uma melhor definicdo na corrente de pico. Esse par
redox é atribuido ao ion Fe presente dentro do grupo heme da HB, possibilitando visualizar a
reacao Fe (111) < Fe (I1) a partir de uma varredura de potenciais. O mesmo néo foi observado
para LUV, ao qual os pares redox ndo puderam ser visualizados, concluindo entdo que dentre
os dispositivos, ESP apresenta um comportamento promissor para a detec¢do dessa molécula e

continuara a ser estudado na presenca da mesma.

E interessante observar que o ferro apresenta-se no seu estado ferroso normalmente dentro
da molécula de HB, porém néo foi possivel visualizar a reacdo anddica durante a medida —
independente do sentido e varredura utilizado. Esse comportamento pode ser justificado devido
as medidas terem sido realizadas em ambiente aerdbico, possibilitando uma interacdo das
moléculas em solugdo com o oxigénio do ambiente, ocasionando uma mudanca na valéncia do

jon antes do inicio das medidas..
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FIGURA 30 - Voltamogramas ciclicos obtidos na presenca de HB 10 mg mL! preparada em

solugdo tampdo fosfato 0,2 mol L, pH 7,0; v =10 mV s! para LUV () € ESP ().
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Devido a molécula de hemoglobina ser altamente complexa, contendo o ion condutor dentro
de um involucro proteico denso e hidrofébico, espera-se, com base da literatura, que a
transferéncia de elétrons seja de forma lenta. Os elétrons que transitam entre o material condutor
do eletrodo e o grupo eletroativo, ion ferro, localizado internamente a molécula necessitam
vencer a barreira proteica a fim de que a transferéncia de elétrons seja efetiva. (Hussain et al.,
2017) Alguns trabalhos na literatura buscaram compreender o comportamento de HB sobre a
eletrodos de carbono utilizando-se de diferentes tipos de superficies imobilizadoras como
filmes de fibroina de seda (Wu et al., 2006) e ovo-fosfatidilcolina, um lipideo natural (Han et
al., 2002). A finalidade desses trabalhos, no entanto, ndo buscava a detec¢éo direta de HB, mas
sim sua utilizagdo como mediadora para a deteccdo de outros compostos como o éxido nitrico
e 0 peroxido de hidrogénio. Até o momento poucos trabalhos foram abordados em literatura
buscando desenvolver sensores para deteccao direta de hemoglobina —através da atividade do
ion Fe - sem modificadores de superficie e/ou facilitadores de transferéncia eletronica e,
nenhum, até o momento, utilizou sensores descartaveis para essa finalidade. Toh e
colaboradores (Toh et al., 2014) realizaram um estudo eletroquimico, utilizando eletrodo de
carbono vitreo e voltametria ciclica, a fim de compreender o comportamento do ion ferro
presente na hemoglobina, diretamente nas heméacias e no sangue. No trabalho foi possivel
identificar o pico caracteristico da reducdo do Fe, também obtido nesse trabalho, bem como a
auséncia de um pico de oxidacdo de boa resolugéo. Os trabalhos que apresentam deteccao direta
desse analito utilizam outros tipos de processos como microfluidica, amperometria e injecao
em fluxo. (Moon et al., 2017)

Avaliaram-se as técnicas de SWV e DPV na presenca de HB 2,5 mg mL™! em tampao
fosfato 0,2 mol L1, pH 7,0, ao qual a melhor resposta foi obtida para DPV, como ja esperado,
devido a técnica se aplicar melhor para reagdes de cinética lenta (Figura 31). Apesar do também
aparecimento dos picos na técnica de SWV, 0s mesmos ndo apresentaram uma resolucao
adequada o suficiente, tornando a técnica ineficaz para a deteccdo do analito. Os estudos foram
prosseguidos pela técnica de DPV, através da otimizacdo da velocidade de trabalho nas
velocidades de 10, 35 e 50 mV s~1. Como esperado, & medida que a velocidade aumentou o0s
picos foram perdendo defini¢do e, por consequéncia, perdendo magnitude de corrente, assim,
foi definida como velocidade final 10 mV s~*. Devido ao caréater bioldgico da molécula e com

base na literatura, foi definido o pH 7,0 para todas as medidas com HB.
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FIGURA 31 - Voltamogramas utilizando as técnicas de (e) SWV e (o) DPV na presenca de
HB 2,5 mg mL! em tampé&o fosfato 0,2 mol L (pH 7,0).

A construcdo da curva analitica foi realizada utilizando DPV na presenca de diferentes
concentracdes de HB, preparadas em solugdo tampdo fosfato 0,2 mol L%, pH 7,0, v= 10 mV
s1. A Figura 32 apresenta os voltamogramas e o comportamento linear obtidos para um
intervalo de concentracdes de HB entre 1,0 e 10 mg mL. A reta obtida pela curva analitica

estd indicada na Equacdo 4, ao qual foi utilizou-se o AI/A em relacdo as concentracdes

estudadas:
AI(A) = 1,48382 X 107® — 593365 X 10_7CHBmg ml~1 Equacéo 4
14 ZZ “1B a
| N i 4
] il
1 mg/mL -6 ]
< - \ < -5+
-6 10 mg/mL = .
. < 4
9 - | -3; = "
o * Y
495
06  -04 02 00 02 o 2 4 6 '1 8§ 10
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FIGURA 32 - (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos na presenca de diferentes
concentragdes de HB: (1) 1,0 mg mL Y (2) 2,5 mg mL%; (3) 3,5 mg mL%; (4) 5,0 mg mL;
(5) 7,5 mg mL; (6) 10 mg mL preparadas em solucéo tampao fosfato 0,2 mol L™, pH 7,0;
v=10 mV s e (B) Curva analitica de HB obtida em ESP.
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O limite de deteccdo de ESP para HB foi calculado a partir da equagdo LOD = 3 x SD
da curva / inclinagdo da curva a fim de determinar a menor concentracéo de analito detectavel
em uma amostra. O LOD obtido foi de 0,7 mg mL. Os niveis normais de HB em sangue
humano, de acordo com a Organiza¢do Mundial da Salde, sdo de 130 mg mL‘para homens
acima dos 15 anos; 120 mg mL-*para mulheres ndo gestantes acima dos 15 anos e; 110 mg
mL-'para mulheres gestantes. A faixa linear obtida nesse trabalho ndo atende aos valores
normais encontrados devido a problemas na diluicdo da HB humana aqui utilizada, que

apresenta um fator de solubilidade de até 20 mg mL2.

A validacdo da amostra foi realizada através da metodologia de adi¢do e recuperacao
em amostras aquosas de hemoglobina humana, utilizando concentragbes dentro da curva

analitica obtida. Foram obtidas porcentagens de recuperacao entre 81,5 e 106 %.
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CAPITULO 2

DESENVOLVIMENTO DE ELETRODOS DE PLATINA FLEXIVEIS SOBRE A
SUPERFICIE DE FOLHAS DE ECOPET CARACTERIZADOS NA PRESENCA DE
DOPAMINA E UTILIZADOS NO DESENVOLVIMENTO DE UM IMUNOSSENSOR
PARA DETECCAO DA PROTEINA PARK7/DJ-1.

RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Caracterizacao eletroquimica dos eletrodos de platina

Os eletrodos de platina foram avaliados por voltametria ciclica na presenca de
[Fe(CN)s]* ™ 1,0 x 103 mol L preparada em KCI 0,1 mol L. O eletrodo de platina ndo
sofreu qualquer pré-tratamento quimico e/ou eletroquimico para essa medida. A Figura 33
mostra o voltamograma obtido, com os picos anddico e catédico bem definidos, nos potenciais
de 0,07 V e — 0,07 V respctivamente, além de uma magnitude alta de corrente, indicando uma
boa condutividade elétrica, o que ja era esperado por um eletrodo metalico. O valor de A Ep
(Eoxidacao - Ereducao) foi proximo de 0,9 mV e a relagdo entre Ipc/lpa foi de 1,02, indicando
reversibilidade da sonda sobre a superficie do eletrodo. N&o foram encontrados trabalhos na
literatura que abordem a producdo de eletrodos de platina pelas técnicas de fotolitografia e

pulverizacgdo catddica para finalidades clinicas a fim de comparar os valores aqui obtidos.

150+
100 +

50 +

0] ——

/LA

-50
-100

-150+

-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4

E/NV vs. Pt

FIGURA 33 - Voltametria ciclica utilizando eletrodo de platina na presenca de [Fe(CN)s]* "+
1,0 x 103 mol L™* em solugio KCI 0,1 mol L%, v=100 mV st
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A érea eletroativa do eletrodo de platina foi estimada atraves da equacéo de Randles-Sevick
(Equagéo 1). A Figura 34 mostra os voltamogramas ciclicos e o comportamento linear obtidos
a partir de uma gota de 35 pL de [Fe(CN)s]** 1,0x1072 mol L* preparada em KCI 0,1 mol
Lt em diferentes velocidades de varredura entre 20 e 350 mV s~1. A area ativa obtida foi de
0,08 cm? a partir de uma area geométrica de 0,28 cm?. A reduc&o no valor de area ativa, quando
comparada a rea geométrica do eletrodo, pode ser consequéncia de defeitos obtidos durante a

formagdo do filme sobre a superficie do eletrodo.

As caracterizacdes obtidas até o momento evidenciam a potencialidade do eletrodo de
platina para construgdo de imunossensores, devido a sua elevada condutividade elétrica e boa

resolucéo de pico.
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FIGURA 34 - (A) Voltamogramas ciclicos obtidos em eletrodo de platina a partir de uma gota
de 35 pL de solugdo KCI 0,1 molL* e uma mistura equimolar de [Fe(CN)s]*"* 1,010~ mol
L para diferentes velocidades de varredura: 20,30,40,50,75,100,150,200,250,300 e 350 mV

s~L. (B) Gréfico de pontos | vs. vi?,a partir da triplicata das medidas para cada velocidade.

Foi investigado o comportamento do eletrodo de platina em meio contendo H2.SO4 0,01
molL? dentro da janela de potenciais entre -1,0 e 1,5 V. A Figura 35 mostra alguns dos picos
caracteristicos obtidos em um voltamograma ciclico, na velocidade de 100 mV s
Comparando o voltamograma obtido com os comportamentos ja estabelecidos na literatura
evidencia-se nas regides mais negativas a presenca de um pico (1) proveniente da dessorcdo do
hidrogénio e de um pico (2) proveniente da adsorcdo do hidrogénio. Segundo (Santos e
Tremiliosi Filho, 2001) essa regido de potenciais é sensivel a orientagdo cristalografica do
material em questéo, visto que diferentes estruturas superficiais de atomos apresentam energias

distintas de adsorcéo de hidrogénio, o que justifica as mudancas entre os trabalhos consultados.
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Para a regido intermediéria do voltamograma, ao qual apresenta corrente constante, ndo ha
transferéncia de carga entre o eletrodo e o meio, devido ao comportamento idealmente
polarizavel, apresentando apenas correntes capacitivas da dupla camada elétrica. As regides
mais positivas do voltamograma sao relacionadas a oxidacdo da platina, dissociacdo da agua e
adsorcdo de espécies oxigenadas sobre a superficie do eletrodo. Observa-se um pico (3)
proveniente da formacao de dxidos, resultante da reagcdo quase - reversivel de formacéo da PtO
(H20). (Angerstein-Kozlowska et al., 1973; Poirier e Stoner, 1995; Kodera et al., 2007) O pico
caracteristico da primeira etapa de oxidacdo da platina ndo pdde ser observado o que pode ser
justificado pela decapagem do eletrodo durante as medidas voltamétricas, provavelmente
indicando que o filme sobre o eletrodo possui uma espessura muito fina, sendo danificado na
presenca do meio acido. As medidas foram realizadas em maiores concentracdes de H2SOa,

porém nenhum pico caracteristico foi obtido devido a danificacdo do eletrodo ser mais rapida

€ severa.
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FIGURA 35 - Voltamograma ciclico utilizando eletrodo de platina flexivel em meio contendo
H2S040,01 mol L1, v =100 mV s1, onde (1) Pico de dessor¢do do hidrogénio; (2) adsorgéo

do hidrogénio e; (3) Formacao de 6xidos.

O eletrodo de platina também foi caracterizado na presenca de DA. Foi realizado estudo
de velocidades na presenca de DA 1,0 x10-3 mol L™ preparada em solugéo tampao fosfato 0,2
mol L%, pH 7,0. A Figura 36A mostra os voltamogramas obtidos entre as velocidades de 10 e
100 mV st A Figura 36B mostra a linearidade obtida pela relagdo entre Ip vs. v, com um
coeficiente de correlacdo de 0,99, expondo o comportamento difusional desse analito sobre a

superficie do eletrodo.
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FIGURA 36 - Voltamogramas ciclicos obtidos em eletrodo de platina a partir de uma gota de
35 pL de DA 1,0x1072 mol Lt em solugéo tampao fosfato 0,2 mol L, pH 7,0 para diferentes
velocidades de varredura: 10; 20; 30; 40; 50 ;60; 70; 80; 90 e 100 mV s, (B) Grafico de pontos

Ip vs. v para medidas em triplicata.

A reacdo de oxidacdo da dopamina ocorre atraveés do mecanismo ECE ( Figura 37) no
qual, inicialmente observa-se a formacdo da espécie intermediaria dopaminoquinona (1)
envolvendo a reacdo de dois elétrons. Essa espécie intermediaria passa por uma reacdo de
adicdo intramolecular devido a desprotonacdo da amina, resultando em uma reacdo de
ciclizacdo com consequente producdo do leucodopaminocromo (2), uma espécie mais
facilmente oxidada que a DA. Devido a isso, facilmente se transforma em dopaminocronomo
(3) através da oxidagdo adicional de dois elétrons. Essa ultima espécie tem como caracteristica
a possibilidade de se polimerizar para compostos semelhantes a melanina sobre a superficie
condutora, dificultando a transferéncia eletrénica. O par redox obtido em CV caracteriza o
processo inicial de oxidacdo da molécula, onde é possivel observar o processo reversivel, com

a presenca do pico de reducdo. (Bahram et al., 2009; Zheng et al., 2010)
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Figura 37. llustracdo indicando os processos que ocorrem durante a oxidacdo da dopamina

obtendo-se as espécies (1) dopaminoquinona; (2) leucodopaminocromo e; (3) dopaminocromo.

A Figura 38 mostra um voltamograma ciclico na velocidade de 50 mV s~! na presenca
de DA 1,0 x 102 mol L ! em solugdo tampdo fosfato 0,2 mol L, pH 7,0 indicando o
comportamento da molécula sobre a platina, ao qual um par redox de picos bem definidos é
observado (I e I). Esse par de picos ¢ atribuido a formagao da dopaminoquinona. Os valores
de potencial obtidos foram de Ea= 0,14 V para oxidac¢éo e Ec= -0,36 V para reducdo enquanto
os valores de correntes obtidos foram de Ipa=1,24 x107° pA e lpc= 8,14 x 10°® uA. Outro pico
(1) de redugéo pode ser visualizado no voltamograma, que pode ser atribuido ao processo de
formac&o do dopaminocromo, obtido em E¢=-0,23 V com Ipc= 1,04 x 108 pA. A auséncia do
pico de oxidacdo pode ser decorrente de uma janela de trabalho que ndo englobou o potencial
dessa molécula. O processo de formacéo do leucodopaminocromo ndo pode ser observado por
medidas de CV. (Caetano et al., 2017)
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Figura 38. (A) Voltametria ciclica utilizando eletrodo de platina na presenca de DA 1,0 x 1073
mol L™ em soluc&o tampao fosfato 0,2 mol L%, pH 7,0, v =50 mV s~ (B) Reagdo de oxidagdo

da dopamina.

Foi investigada a melhor técnica para detecgdo de DA. Na presenca de DA 1,0 x 1072
mol L™! em solucdo tampé&o fosfato 0,2 mol L, pH 7,0, foram realizadas medidas utilizando
as técnicas de DPV e SWV, ao qual foi possivel obter uma melhor magnitude de corrente de

pico anddica e uma melhor resolucdo para SWV, como mostrado na Figura 39.

T T T T
0,2 0,0 0,2 0,4 0,6
E/V vs. Pt

FIGURA 39 - Voltamogramas obtidos na presenca de DA 1,0 x 107 mol L™ em solugio
tampéo fosfato 0,2 mol L1, pH 7,0 utilizando as técnicas de (o) DPV e (e) SWV. Pardmetros
utilizados - DPV: AEs= 0,005 V;a=0,025V;t=0,05s; t: 0,5s; SWV: AEs=0,005V ;a=
0,02Vv; f =25 Hz.
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Utilizando a técnica de SWV, foi construida uma curva analitica na presenca de
diferentes concentracOes de DA, a fim de mostrar a funcionalidade do eletrodo. Foi obtida uma
linearidade, com coeficiente de 0,999 dentro da faixa de concentragéo de 3,5 x 10°a 8,0 x 10~*
mol L. A equac&o da reta esta indicada na Equacgdo 5 e os voltamogramas e comportamento

linear podem ser vistos na Figura 40.

I1(A) = —5,9781 x 1077 + 0,01857Cp,(mg ml™1) Equacdo 5
15 - 16
A 14l B
12 4 4
| (h) 8,0 x 10 molL 124 .
94 ‘ 10 4
<§L 6; \\@35x10° gl < ¥ .
= 2 ]
34 al i
4 9.
0 .
3 i el
0.2 0,0 0,2 0,4 0,6 00 01 02 03 04 05 ']0:6 07 08 09
E/V vs. Pt CDA/mmol L

FIGURA 40 - (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos a partir de uma solucédo tampéo
fosfato 0,2 mol L (pH 6,5) na presenca de diferentes concentracdes de dopamina: (a) 3,5 x
10->; (b) 5,0 x 10~>; (c) 8,0 x 10~°; (d) 9,0 x 10>; (e) 1,0 x 107%; (f) 2,5 x 10~%; (g) 5,0 x 10*
(h) 8,0 x 10~* mol L~; (B) Curva analitica obtida para DA. Parametros de SWV: AEs: 0,005 V;
a: 0,02V; f. 25 Hz.

A validacdo dos eletrodos para esse analito foi realizada utilizando amostras de urina
sintética fortificadas com DA utilizando a metodologia de adicdo e recuperacdo. A Tabela 6

mostra as concentragdes e porcentagens obtidas.
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TABELA 6 - Tabela contendo os valores de recuperacdo de DA em amostras de urina sintética

em eletrodos de platina

Amostra Cpba Adicionada Cba Recuperada % Recuperada
(mol L) (mol L)
1 35x107° 3,9x10° 110
2 5,0x 107 4,8 x10°° 95,6
3 5,0 x 107 5,8 x 10-° 115
4 8,0 x 10°° 8,2 x 10-° 103
5 1,0 x 107 1,1x 10 102

Os resultados obtidos na deteccdo de DA, utilizando eletrodos flexiveis de platina sobre

ECcoPET, possibilitaram visualizar sua eficiéncia como sensor eletroquimico.

5.2.Avaliacdo mecanica dos eletrodos de platina

Dentre as possiveis modificacGes realizadas para a obtencdo de diferentes tipos de
dispositivos sensoriais a variagao no substrato possui destaque principalmente quanto a procura
por materiais mais acessiveis, com elevada resisténcia, flexibilidade, maleabilidade e boa
interacdo com uma diversidade de processos. Dentre os materiais comumente utilizados para
deposicdo metalica e fotolitografia estdo o vidro (Ketov et al., 2017) e a ceramica (Kelly e
Arnell, 2000) devido a boa aderéncia a pulverizacdo metélica. Porém, sua alta rigidez
impossibilita aplicacbes que necessitam de flexibilidade. Dentre os eletrodos flexiveis
encontrados na literatura, destacam-se aqueles produzidos sobre a superficie de PET, (Reddy
et al., 2010; Narakathu et al., 2013; Economou et al., 2018) um polimero termoplastico de
amplo uso pertencente a familia dos polimeros de poliéster. Como uma alternativa mais
sustentavel, o ECOPET ou BioPET tem sua producdo baseada em matérias-primas de origem
vegetal, diferente dos derivados de petroleo da versdo convencional, apresentando
caracteristicas similares de flexibilidade e maleabilidade, o tornando um relevante substituto.
Apesar de ainda ser pouco explorado no Brasil, a versdao mais sustentavel do PET apresenta
propriedades interessantes para ser utilizado como substrato flexivel para sensores
eletroquimicos.(Abipet, 2012; Storz, 2013)

Os eletrodos de platina foram avaliados quanto ao seu carater flexivel utilizando torcéo

manual dos eletrodos. A Figura 41 mostra os teste realizados no dispositivo, ao qual foram
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dobrados 10 vezes consecutivas, a fim de verificar possiveis danos sobre a superficie do
material. Voltametria ciclica foi realizada em seguida aos testes mecanicos, na presenca de
[Fe(CN)s]* ™ 1,0 x 10~2 mol L* preparada em KCI 0,1 mol L™, com intencdo de avaliar a
perda de atividade de deteccdo apds as dobras. Apods as dobras nenhuma alteracdo fisica foi
encontrada no eletrodo bem como, nenhuma modificacdo na magnitude de corrente, durante as
medidas de CV, foi obtida, comprovando assim o carater flexivel dos eletrodos de platina aqui

preparados.

Figura 41. Processo de tensdo mecéanica aplicada sobre os eletrodos de platina atraves de dobras

consecutivas.

5.3.Construcdo do imunossensor eletroquimico para deteccédo da proteina PARK7/DJ-1

A principal via para o diagnostico da doenca de Parkinson continua a ser marcada pela
presenca de disturbios motores, sendo definido como o principal marcador para a doenga.
Porém, a sobreposi¢édo de sintomas com outras doengas degenerativas ainda € muito comum, o
que proporciona diagnosticos errdneos e, até 0 momento, a autépsia continua a ser 0 momento
definitivo para confirmacdo da doenca. Outra questdo de grande importancia é o fato de que os
sintomas motores comecam a ficar presentes em estagios avancados da doenca, ao qual mais
de 50 % dos neurdnios dopaminérgicos ja estdo perdidos, e com isso, algumas limitagdes para
possiveis terapias ocorrem. (Delenclos et al.,, 2016) A busca por biormacadores que
possibilitem diagndsticos cada vez mais precisos é de grande importancia dentro do grupo das
doencas neurodegeneratovas. Uma vez que esses biomarcadores possam ser aplicados em
tecnologias de rapida resposta, acessiveis, apresentando reprodutibilidade e acuracia — como o
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caso dos biossensores eletroquimicos - se tornam de grande valia para o auxilio na melhoria de

qualidade de vida dos pacientes e para o diagndstico precoce. (Chahine e Stern, 2017)

A Proteina PARK7/DJ-1 foi escolhida nesse trabalho devido a sua frequente abordagem
na literatura como um possivel biomarcador para a doenca de Parkinson, biormacador esse
passivel de ser utilizado para diagndstico precoce da doenca de Parkinson familiar.(Canet-
Avilés et al., 2004; Ariga et al., 2013) Utilizada como elemento de bioreconhecimento, a
proteina pode formar imunocomplexos com seu anticorpo complementar, possibilitando

estudar de forma quantitativa e qualitativa a presenca de seus niveis anormais no organismo.

Como observacdo, as Figuras inseridas a partir daqui estdo em tamanho aumentado, em

relacdo ao restante do trabalho a fim de facilitar a identificacdo das informacdes nelas inseridas.

5.3.1. Construcdo da monocamada auto-organizada

Dentro do campo dos sensores eletroquimicos, ha a presenca dos chamados biossensores,
dispositivos que respondem na presenca de um elemento bioldgico, responsavel por tornar o
sistema seletivo e especifico para o analito de interesse. Diferentes tipos de elementos
bioldgicos podem ser utilizados como sequéncias de DNA, microorganismos, enzimas e, com
destaque para esse trabalho, elementos imunolégicos. (Grieshaber et al., 2008) Chamados de
imunossensores, sdo biossensores ao qual um anticorpo ou antigeno é imobilizado sobre a
superficie do eletrodo, buscando a formacdo de um imunocomplexo com seu elemento
complementar. (Santana et al., 2017) Dentro do campo dos biossensores, os classificados como
diretos apresentam grandes vantagens de custo e simplicidade, visto ndo precisarem de
elementos adicionais que auxiliem na deteccdo da molécula alvo. Imunossensores diretos — ou
ndo-marcados — tem como principio a supressdao de sinal de corrente a medida que o
imunocomplexo € formado sobre a superficie do eletrodo, formando uma barreira a
transferéncia eletronica. Para que a formacdo do imunocomplexo seja eficaz, a imobilizagdo do
material biologico deve ser eficiente e, para isso, algumas metodologias de modificacdo da

superficie do eletrodo sdo utilizadas.(Moina e Ybarra, 2012; Cristea et al., 2015)

A etapa de imobilizacdo do anticorpo inicia-se pela construcdo de uma rede rigida de
reticulagdo ao qual possui 0 objetivo de ceder grupos funcionais que auxiliem na ligacao entre

a superficie metélica e o material biolégico. A metodologia aqui utilizada é bem difundida na
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literatura, baseando-se na constru¢do de uma monocamada formada pela interacdo entre a
cistamina (CYS) e o glutaraldeido (GA), geralmente utilizada para eletrodos de ouro.
Primeiramente CY'S foi adsorvida pela superficie de platina atraves de seus grupos tiol. Essa
interacdo é bem difundida para superficies de ouro, mas pode ser justificada da mesma forma
para superficies de platina, como visto no estudo de (Lang et al., 1998). Nas superficies de ouro,
a formacéo da interacdo grupo tiol-metal ocorre primeiramente pela formacdo de ligacoes
coordenadas entre —SH e ouro. Posteriormente ocorre dissociacao dessa ligagéo, resultando em
um radical tiila e consequente formacéo da ligacdo covalente ouro-tiolato.(Xue et al., 2014)
Ligadas a superficie metalica, as moléculas de CYS fornecem grupos amino primario livres em
sua outra extremidade, ao qual interagem com uma das extremidades de carbonila do
glutaraldeido. Ja na outra extremidade de GA um grupo aldeido fica livre para realizar a ligacdo
com o grupo amina presente na molécula do anticorpo. (Ferreira et al., 2009; Vieiraet al., 2014)
Os estudos para montagem da monocamada auto-organizadas utilizou as concentracdes de 10
mmol L~ e 5,0 mmol Lt paraCYS e GA respectivamente, ao qual foram baseadas em trabalhos

anteriores do grupo.

Os estudos para montagem da monocamada auto-organizadas utilizou as concentragdes de
10 mmol L e 5,0 mmol L para CYS e GA respectivamente, ao qual foram baseadas em

trabalhos anteriores do grupo.

Inicialmente 8 pL de solucéo de CYS 10 mmol L~ foram gotejadas sobre a superficie de
trabalho do eletrodo, a temperatura ambiente (27°C), com tempo de interacdo de 1 hora. Apos,
a superficie foi lavada indiretamente com tamp&o fosfato 0,2 mol L%, pH 7,0 a fim de retirar o
excesso de solugdo. O primeiro parametro estudado foi o tempo de interacdo de GA com a
superficie modificada do eletrodo. A otimizacdo do tempo de interacdo € de grande importancia
a fim de garantir que toda a superficie do eletrodo fique recoberta pelo modificante. Outro ponto
importante a ser considerado aqui € o0 minimo tempo de producéo do dispositivo garantindo um
dispositivo mais acessivel. Um volume de 8 pL de solucéo de GA 5,0 mmol L foi gotejada
sobre a superficie de trabalho modificada com CY'S. Foram avaliados dois tempos de interacéo,
1 e 2 horas, em vista da mudanca significativa de resisténcia a transferéncia elétrica para esse
parametro. Medidas de EIS, na presenca de [Fe(CN)s]** 1,0x10° mol L tem KCI 0,1 mol
L, foram utilizadas a fim de investigar o comportamento para os diferentes tempos, como
mostrado na Figura 42. E possivel observar que um maior tempo de interacdo do glutaraldeido
com a superficie aumenta o arco de resistividade, retardando o efeito de difuséo. Essa avaliagcdo

possibilitou verificar que um controle falho durante o tempo de interacdo de GA pode afetar
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diretamente a padronizacdo dos resultados, sucedendo em modificagdes posteriores mais

resistivas. A partir disso foi fixado o tempo de interagédo do GA em 1 hora.
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FIGURA 42 — (A) Diagramas de Nyquist no potencial de 0,03 V na presenca de [Fe(CN)s]* "+
1,0 x 103 mol L em KCI 0,1 mol L1 do () eletrodo de platina (Pt), (e) Pt -CYS, (e) Pt-CYS-
GA (1h) e (@) Pt-CYS-GA (2h). (B) Grafico de barras

Ainda relacionado ao GA, a literatura apresenta informacdes quanto a interferéncia que
0 solvente tem sobre o comportamento do GA e sua funcdo de reticulacdo. (Jones, 1974) No
trabalho de (Migneault et al., 2004) é apontada a faixa ampla de pH — pH maiores que 3,0 - ao
qual o glutaraldeido reage reversivelmente com grupos amino. Porém a estreita faixa entre pH
7,0 e 9,0 € uma excecdo, onde apenas uma pequena reversibilidade é observada. A Figura 43
mostra os diagramas de Nyquist obtidos para um estudo considerando solucdes de GA
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preparadas em &agua Milli-Q e tampdes fosfato 0,2 mol L* nos pH 4,4; 7,0 e 86. O
comportamento obtido mostra que solugdes de GA preparadas em pH 8,6 apresentam um
semicirculo com didmetro maior, em relacdo as outras solucfes, supondo-se que a rede de
reticulagcdo formada sobre o eletrodo foi melhor estruturada e assim, a resisténcia sobre o
eletrodo foi maior. Isso ajuda na afirmacéo da eficacia da ligacdo do GA &s moléculas de CYS
presentes sobre o eletrodo. Outra observacdo de importancia para esta questdo baseia-se na
repetibilidade para os diferentes pH. Os pHs 7,0 e 8,6 mostraram uma melhor repetibilidade do
comportamento quanto comparado as solu¢es em pH acido e em agua Milli-Q nao tamponada.
Isso pode ser devido ao fato do pH 8,6 estar dentro da faixa de pouca reversibilidade, discutida
acima, impossibilitando a quebra de possiveis ligacdes com a superficie e assim, tornando essa

interagdo mais estavel.
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FIGURA 43 - Diagramas de Nyquist no potencial de 0,03 V na presenca de [Fe(CN)s]* "+ 1,0
x 1073 mol L tem KCI 0,1 mol L *mostrando a resposta obtida para solucdes de GA preparadas
em (@) agua Milii-Q, (e) tampdo fosfato pH 4,4, (e) tampéo fosfato pH 7,0 e, (e) tampao fosfato
pH 8,6.

5.3.2. Imobilizagdo do anticorpo

Os testes posteriores buscaram investigar a eficacia na formacdo da SAM realizando a
imobilizacdo do anticorpo (AB) e posterior formacdo do complexo antigeno-anticorpo. A

imobilizacdo do anti-PARK7/DJ-1 ocorreu atraves do gotejamento de 8 pL da solucdo do AB
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4ug mL* sobre a superficie do eletrodo de trabalho por um tempo de interacio de 2 horas. Os
parametros iniciais de estudo - tempo e concentracdo - foram baseados em trabalhos anteriores
do grupo (Figueiredo et al., 2015; Brazaca et al., 2018) e metodologias de andlises ja
comercializadas — KIT ELISA - considerando as concentragdes de analito a serem detectadas.

Apds a imobilizacdo do anticorpo e de lavagem com tampdo (para retirada do excesso de
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solucéo), foi gotejado um volume de 8 pL de solugdo de proteina PARK7/DJ-1 90 ng mL™*

sobre a superficie do eletrodo de trabalho por um tempo de interacéo de 2 horas.

EIS foi utilizada para avaliar a resposta a resisténcia de transferéncia de carga apos a
interacdo de cada componente com a superficie metalica. Na Figura 44 sdo mostrados 0s
diagramas de Nyquist obtidos ap6s a imobilizagdo do anticorpo e formagdo do complexo.
Constatou-se um comportamento similar de melhoria da transferéncia de carga, quando na
presenca da cistamina, isto é, uma prevaléncia do efeito difusivo sobre o resistivo. Esse
comportamento esta ligado a protonacéo da amina em solucdo, que proporciona a formacao de
uma camada de carga positiva e consequente atracdo da sonda eletroquimica, ocasionando uma
pequena diminuicdo no valor da impedancia. (Figueiredo et al., 2015) Quando adicionado o
glutaraldeido, o arco de resistividade aumenta, indicando um bloqueio a transferéncia de
elétrons entre a superficie do eletrodo de platina e a solugdo. A medida que a imobilizacdo do
anticorpo € realizada e a interacdo com a proteina ocorre, 0 arco de resistividade continua a
aumentar, indicando um bloqueio na transferéncia de carga, o que pode ser interpretado como

uma eficiente formacdo da monocamada auto-organizada bem como do imunocomplexo.
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FIGURA 44 - Diagramas de Nyquist no potencial de 0,03 V na presenca de [Fe(CN)s]* "~ 1,0

x 102 mol L™* em KCI 0,1 mol L™ do (e) eletrodo de platina (Pt), (¢) Pt -CYS, (e) Pt-CYS-
GA, (®) Pt-CYS-GA-AB ¢ (o) Pt-CYS-GA-AB-AT.
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A Figura 45 ilustra o circuito equivalente que representa a formacdo do complexo
antigeno-anticorpo sobre a superficie do eletrodo de platina. Os valores de resisténcia obtidos
sdo determinados a partir do ajuste de determinados pontos no diagrama de Nyquist ao circuito
do tipo Randles. E possivel extrair desse esquema informacdes de relevancia como o valor da
resisténcia da solucao trabalhada (Rs), valor da resisténcia a transferéncia de carga (Rct) e valor
da capacitancia da dupla camada (Cq4c) além da impedancia de Warburg (W) — referente ao

comportamento difusional das espécies eletroativas.

FIGURA 45 - Circuito equivalente representando a formacdo do imunocomplexo sobre a

superficie do eletrodo de platina.

Posteriormente a comprovacao da eficacia da ligacdo do anticorpo sobre a superficie do
eletrodo, buscou-se otimizar sua concentracdo de trabalho. A otimizacdo da concentracdo €
fundamental para a obtencdo de um sensor eficiente posto que a modificagdo utilizando
concentracOes abaixo da necessaria pode gerar uma superficie com moléculas muito distantes
entre si, possibilitando que reacdes inespecificas ocorram, seja com moléculas interferentes,
seja com outras camadas imobilizadas. Ja para solu¢cbes muito acima do necessario, as
moléculas tendem a ficarem agrupadas, possibilitando um impedimento estérico e das
interacOes necessarias para a que a imobilizacdo ocorra. Foram estudadas as concentragdes de
1; 2; 4; 6 e 8 ug mL* (Brazaca, 2015). A Figura 46 mostra os diagramas de Nyquist das
diferentes concentracfes estudadas e o grafico de pontos, considerando Ret. Foi selecionada a
concentracéo de 1,0 ug mL devido ao maior pico referente a Rqt, que garante a modificacéo

da superficie do eletrodo, possivelmente garantindo uma maior sensibilidade ao sensor.
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FIGURA 46 - Diagramas de Nyquist no potencial de 0,03 V na presenca de [Fe(CN)s]> "+
1,0x1073 mol L™t em KCI 0,1 mol L™* para as concentracdes de () 1,0 ug mL™2, (e) 2,0 pg mL"
1 (e)4,0 ugmL™ (e) 6,0 ug mLe (o) 8,0 ug mL* do anticorpo anti-PARK7/DJ-1.

Outro parametro estudado para a otimizacdo do imunossensor foi a investigacdo do
tempo de interacdo do anticorpo sobre a superficie do eletrodo. Utilizando a concentracédo
previamente otimizada de 1,0 ug mL* de anticorpo, foram realizadas medidas na presenca de
[Fe(CN)s]* ™ 1,0 x 10 mol L™* em KCI 0,1 mol L% A Figura 47 mostra a resposta obtida
em Rt para os diferentes tempos estudados. Observa-se que houve uma tendéncia de aumento
da resisténcia a medida que o tempo aumentou, indicando que mais moléculas do anticorpo
foram incorporadas a superficie do eletrodo. O tempo final escolhido foi de 90 minutos. Tempos

maiores ndo foram avaliados considerando o tempo de produgéo do sensor, ao qual maiores
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tempos de interagdo geram dispositivos mais demorados e menos acessiveis. Também, com

base na literatura, poucos imunossensores utilizam tempos maiores que 2 horas.
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FIGURA 47 - Estudo do tempo ideal de interacdo entre anti-PARK7/DJ-1 e a superficie do
eletrodo considerando o valor de Rct, na presenca de de [Fe(CN)g]> 7 1,0 x 103 mol L™t em
KCI10,1 mol L1,
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5.3.3. Deteccdo de PARK7/DJ-1

A Figura 48A mostra o esquema de modificacdo do eletrodo de platina buscando a
deteccdo da proteina PARK7/DJ1-1 utilizando os parametros anteriormente otimizados e as
concentragOes pré-determinadas. A medida que os elementos de formagdo da monocamada, o
anticorpo e a proteina interagem com a superficie do eletrodo o valor de Rt tende a aumentar
(Figura 48B), indicando uma maior dificuldade na transferéncia a passagem de carga, sugerindo

uma eficaz modificacdo, imobilizacdo e deteccao da proteina alvo.

CISTAMINA ~ GLUTARALDEIDO ~ ANTICORPO BSA PROTEINA ALVO
I I I v A%
- ¥ 8- 8- 8-

B R1<R2<R3<R4<R5

FIGURA 48 - (A) Esquema de preparo do imunossensor onde: (1) Interacdo do grupo tiol de
CYS com a superficie metalica; (1) Interacdo do GA com CYS; (111) imobilizacdo do anticorpo
(AB) sobre o eletrodo, por meio da interacdo dos seus grupos amina com o grupo carboxila de
GA; (IV) interagcdo do BSA com as extremidades livres do agente reticulante e; (V) formacao
do complexo antigeno-anticorpo. (B) Principio de funcionamento do biossensor ao qual a
resisténcia a transferéncia de carga aumenta a medida que novas intera¢fes com a superficie

sdo adicionadas, formando um bloqueio a transferéncia eletronica.

Levando em conta essa relagdo, foi investigado o comportamento do sensor frente a
diferentes concentragGes de PARK7/DJ-1, incluindo os niveis considerados normais e anormais
presentes na literatura. Uma curva analitica foi construida, obtendo-se um comportamento
linear dentro da faixa de 40 ng mL~! a 150 ng mL. A Equacédo 6 mostra a equacéo da reta

obtida para essa curva, com um coeficiente de correlagdo de 0,978. A Figura 49 mostra 0s
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Diagramas de Nyquist para diferentes concentracdes da proteina. E possivel ver um aumento
no valor de R¢t a medida que a concentragdo da proteina aumenta, indicando uma formacéo

eficaz do complexo antigeno-anticorpo.
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FIGURA 49 - Diagramas de Nyquist e curva de calibracdo para o imunossensor construido
sobre eletrodo de platina para as concentragGes de, (o) 40 ng mL, () 65 ng mL2, (e) 90 ng
mLte (e) 150 ng mL™%, (¢) 175 ng mL, mostrando aumento do valor de Re quando

comparados ao (e) anticorpo.

Estudos foram realizados na presenca de BSA a fim de aumentar a seletividade do
biossensor. O BSA é utilizado como blogueador de sitios inespecificos, interagindo com as

extremidades livres dos agentes de reticulagdo, auxiliando em uma melhor seletividade do
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biossensor. O BSA foi preparado em tampdo fosfato 0,01 mol L2, pH 7,0, utilizando-se um
tempo de interagdo de 10 minutos. A Figura 50 mostra os diagramas de Nyquist para as
concentracdes de 40 e 120 ng mL* de proteina na presenca do agente de bloqueio. E possivel
verificar um aumento no valor de R¢t na presenca do BSA, o que provem da carga negativa que
apresenta quando em pH neutro. Para as duas concentracGes estudadas houve aumento no valor
de Re, indicando eficacia na ligacdo da proteina com a superficie do eletrodo, mesmo na

presenca do BSA.

3,0k A A
oo
1 600 oK
(& b 8,
2,5k 1 . y
| SE o
c A v A
< v . v
= 300 S rfz‘v' ok
2,0k’ N lakad /‘/! v
-
c ' I
ey 1,5k' 0 /.‘ - .4
e i ; ek
'N 1 0 500 1000 ma v X
1 1,01(- zia }{:&;" v
] ‘l "V
v
e M 4
0,0k

T LS T ) T % T Y T & T J T
00k 05k 10k 15k 20k 25k 30k

Zi/ 0
1,2k
1,0k
0,8k
G i
~5 0,6k
~
0,4k
0,2k
0,0k -
40 80 120 160
C /ng mL’

PARK7/DI-1
FIGURA 50 - Diagramas de Nyquist e relacdo da concentracdo de proteina e Rct para o
imunossensor construido sobre eletrodo de platina para as concentracdes de, (o) 40 ngmL' e
(e) 120 ng mL~!, mostrando aumento do valor de R quando comparados ao (e) anticorpo e ao
BSA (e). Grafico de barras mostrando o aumento significativo nos valores de Rt para as duas
concentracdes estudadas. Medidas realizadas na presenca de na presenca de [Fe(CN)g]* 4~
1,010 mol L *em KCI 0,1 mol L™
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Quanto aos resultados obtidos até aqui, é possivel afirmar que a modificacdo da
superficie do eletrodo de platina com agente reticulante e imobilizagdo do anticorpo anti-
PARK7/DJ-1 foi capaz de detectar com sucesso a presenca da proteina PARK7/DJ-1, tornando
esse biossensor, em primeiro lugar, um dispositivo qualitativo para essa molécula. A construgéo
de uma curva de calibracéo englobando as concentra¢des reais da proteina torna promissor o
uso deste biossensor na detecgdo de niveis anormais de PARK7/DJ-1 no organismo humano.
A Tabela 7 mostra os parametros finais utilizados para construcdo do imunossensor e as

informacdes obtidas durante os estudos de detec¢éo.

TABELA 7 - Parametros otimizados e informacGes obtidas na construcdo e aplicacdo do

biossensor
Reagente Concentracao Tempo
Cisteamina 10 mmol L 60 min
Parametros de otimizacéo Glutaraldeido 2 5% 60 min
selecionados

Anti PARK7/DJ-1 1 pg mL 90 min
BSA 0,01 mol L 10 min

Curva de Faixa Linear de R?

calibracao trabalho

Deteccdo da PARK7/DJ-1 Sem BSA 40 ng mL'a 150 ng R?=

mL-1 0,978.

A reprodutibilidade do biossensor foi avaliada na concentracdo de 90 ng mL! da
proteina, através da comparacao das medidas de 4 eletrodos distintos realizadas em diferentes
dias. Para a repetibilidade, foram realizadas 3 medidas consecutivas, em um mesmo eletrodo,
na concentracio de 65 ng mL-*da proteina. A Figura 51 mostra os diagramas de Nyquist obtidos

para as medidas para ambos os estudos.
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FIGURA 51 - Diagramas de Nyquist obtidos para os estudos de repetibilidade (n = 3) e
reprodutibilidade (n = 4) do biossensor na presenca de na presenca de [Fe(CN)s]> 7~ 1,0 x 1073
mol L*em KCI 0,1 mol L 2.

Respectivamente para repetibilidade (n = 3) e reprodutibilidade (n = 4), foram obtidos os
valores de desvio padrdo relativo (do inglés relative stradard deviation, RSD) de 6,6 % e 5,3
%, valores esses que encontram-se de acordo com os trabalhos em literatura para
imunossensores, na faixa de concentracdo aqui trabalhada. (Brazaca et al., 2016; Brazaca et al.,
2018; Sun et al., 2018; Zeng et al., 2018) Para que esses valores conseguissem atingir
porcentagens menores pode ser considerado como fonte do erro principalmente a obtencéo
manual dos valores de Rc: — através do software NOVA — o que impossibilita uma padronizacao
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nessa etapa além de diferencas no preparo da solu¢des de modificadores, anticorpo e proteina,
ao qual foram preparadas diariamente para o uso. Devido a técnica ser sensivel quanto as
minimas interferéncias externas, espera-se que a melhoria nessas, e outras questdes capazes de

ocasionar perturbacdes do sistema, possam melhorar a reprodutibilidade do dispositivo.

5.3.4. CaracterizacGes morfologicas

As caracterizagfes morfoldgicas foram realizadas tanto no eletrodo ndo modificado de
platina quanto no imunossensor ja finalizado, buscando investigar a homogeneidade na
producdo do eletrodo de platina e as mudancgas ocorridas sobre a sua superficie apés a
imobilizacdo do material biolégico. A Figura 52A mostra a imagem da superficie do eletrodo
de platina, no aumento de 35 vezes, indicando uma homogeneidade na deposi¢ao do metal sobre
toda a extensdo do eletrodo de trabalho. Porém, maiores aproximacfes possibilitaram
presenciar imperfeicdes em algumas regides, como buracos - ao qual a platina ndo foi
depositada (Figura 52B) — bem como acumulo de platina, formando depdsitos de metal em alto
relevo (Figura 52C). Essas imperfeicdes podem ocasionar alguns contratempos como:
problemas na reprodutibilidade do sensor, devido a interferéncia que a auséncia e 0 excesso de
platina pode ocasionar durante a transferéncia de carga; problemas durante a imobilizac¢do do
material bioldgico, ocorrendo perdas do mesmo nas regifes sem a presenca da platina; acimulo
de material com possivel atividade de interferéncia , principalmente sobre as superficies de PET
expostas; respostas variadas para uma mesma modificacdo da superficie impossibilitando uma
padronizacdo ideal para construcdo do imunossensor. Apesar das imperfei¢fes visualizadas, a
maior parte da superficie da platina mostrou-se homogénea e lisa, possibilitando concluir que
as técnicas de fotolitografia e pulverizacdo catddica sdo vias interessantes para a producao de
eletrodos sobre superficies lisas e flexiveis. Melhorias na otimizacao de parametros de processo
como tempo de pulverizacdo ou tempo de exposicdo na presenca da mascara seriam algumas
opcodes a serem consideradas. Outra opcao seria a utilizagdo de um equipamento de sputtering
na presenca de uma campo magnético, possibilitando um melhor direcionamento das particulas
durante a pulverizacdo. Imagens de MEV foram obtidas para 0s imunossensores, na presenca
do imuno-complexo (Figura 52D). E possivel observar a formacdo de um filme particulado
sobre a superficie da platina, indicando uma possivel modificacdo da superficie do eletrodo.
Técnicas com um maior aumento sdo necessarias a fim de obter caracterizagbes mais

especificas sobre a composic¢do do filme e sua integridade.
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Medidas de EDS e mapeamento quimico foram realizados a fim de complementar os
resultados obtidos em MEV. A Figura 52E mostra 0 mapeamento realizado na superficie da
imperfeicdo da Figura 52B o que possibilitou verificar uma maior concentracdo do elemento C
na regido danificada e uma menor presenca de Pt, indicando uma exposicéo da folha de ECOPET
pela falha na pulverizagdo do metal. A Figura 52F mostra a distribuicdo dos elementos na
superficie do eletrodo, com destaque para o carbono do material polimérico, cromo, utilizado a
fim de dar aderéncia a platina e diminuir a possibilidade de corrosdo do metal superficial e

platina.

114

—
| —



¥AccV SpotMagn Det WD ————— 1um
25.0kV 3.0 20000x SE 9.8 UFSCar-DEMa- LCE - FEG

‘AccV  Spot Magn  Det WD P—— 1mm
25.0 kv 3.0 35x SE 99 UFSCar-DEMa- LCE - FEG

AccV Spot Magn Det WD F——— 50um
25.0kV 3.0 500x SE 10.0 UFSCar- DEMa- LCE - FEG

12 .3
Mass Mass Norm. Atom abs. error %] rel. error [%]
Element At. No. Netto %) %) % (1sigma) (1sigma)
10 Carbon 6 3222 839 1163 65,95 146 17,34
Chromium 24 6590 2,40 332 435 0,10 4,01
4 Platinum 78 58313 61,36 8505 29,70 161 2,62
Sum 72,15 100,00 100,00
6
a4
] ”
g cr
3 . = o e o .
AccV  Spot Magn D ) Z 0 LT TR | R SR R AT AR
250kV 30 1000x SE 10.0 UFSCar- DEMa- LCE - FEG 0 - 4 6 8 10 12 14 16 18
B P E Ve R o e Energy [keV]

Figura 52. Imagens de MEV do (A) eletrodo de platina ndo modificado no aumento de 35 x; (B
e C) eletrodo de platina ndo modificado no aumento de 500 x e 1000 x com destaque para
regides com imperfei¢des no filme metalico; (D) eletrodo de platina modificado, na presenca
do imuno-complexo no aumento de 20k vezes; (E) mapeamento quimico com destaque para as
regides predominantes dos elementos platina (amarelo) e carbono (rosa) e; (F) gréafico de EDS

com a distribuigdo dos elementos Pt, C e Cr sobre a superficie do eletrodo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho buscou-se o desenvolvimento de diferentes tipos de sensores e biossensor
com finalidades clinicas com foco para marcadores e biomarcadores relacionados a doenga de
Parkinson. Os estudos basearam-se na obtencao de dispositivos flexiveis que possibilitassem

uma futura aplicacdo in situ, tendo como uma das bases a tecnologia dos eletrodos vestiveis.

A utilizacdo da luva nitrilica como substrato para o desenvolvimento de dispositivos com
finalidades vestiveis mostrou-se promissora visto que atende as exigéncias de flexibilidade,
estabilidade e ndo toxicidade necessarias para esse tipo de sensor. O desenvolvimento de uma
tinta laboratorial composta por glicerol — como substancia de funcéo plastificante — mostrou ser
adequada para esse tipo de material, apresentando uma boa interacao entre ambos. O glicerol
possibilitou que a tinta apresentasse movimentacdo similar ao substrato, concedendo a mesma
flexibilidade o suficiente para que o conjunto substrato + tinta fosse passivel de ser aplicado
como dispositivo vestivel, sem perda da qualidade de detec¢do ou craquelamento da tinta. Os
resultados obtidos durante a deteccdo de dopamina mostraram que essa nova arquitetura
sensorial é capaz de realizar medidas reprodutiveis, abrindo portas para ser utilizada para outras

finalidade.

A utilizacdo do esparadrapo como substrato flexivel possibilitou verificar a capacidade que
superficies porosas possuem na deteccdo de diferentes substancias. O comportamento durante
a etapa de serigrafia, para luva nitrilica e esparadrapo, foi diferenciada devido a presenca de
poros na fita adesiva médica, tornando a disposicdo da tinta sobre os materiais distinta e
ocasionando diferentes valores quanto a area eletroativa estimada, por exemplo. Essa diferenca
de interacdo tinta - substrato também foi verificada durante a deteccéo de hemoglobina, ao qual
ambos substratos mostraram comportamentos muito distintos. O eletrodo de esparadrapo
forneceu boas respostas tanto para dopamina quanto para hemoglobina, mostrando ser um
dispositivo promissor para detecces eletroquimicas e, além, devido a suas caracteristicas

maleaveis, um interessante substrato para outros tipos e deteccdes.

A producéo de eletrodos de finos filmes de platina sobre a superficie de folhas de BioPET
ainda ndo havia sido abordada em literatura, utilizando as técnicas de fotolitografia e
pulverizacédo catddica. Os eletrodos obtidos no trabalho apesar de apresentarem imperfeices
microscopicas, mostraram ser reprodutiveis, sendo que essa reprodutibilidade pode ser

melhorada através de otimizagcdes em parametros de producao.
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Quanto ao desenvolvimento do imunossensor, a utilizacdo da metodologia de formagéo de
monocamadas auto-organizadas foi eficiente para a imobilizacdo do anticorpo anti-PARK7/DJ-
1 sobre a superficie do eletrodo, mostrando boa reprodutibilidade em todas as etapas de
modificacdo da superficie. Ressalta-se aqui a importancia no preparo das solucbes de
glutaraldeido, visto ser uma reagente complexo, formando diferentes subprodutos a medida que
0 pH do meio ¢ alterado. Tendo em vista a boa condutividade da platina, foi possivel distinguir
as diferentes respostas das concentracdes de proteina analisadas, a partir da resisténcia a

passagem de corrente.

A utilizagdo de materiais flexiveis como base para o desenvolvimento de sensores
eletroquimicos vem aumentando e, com isso, o0s trabalhos aqui apresentados sdo de grande
importancia a fim de adicionar evidéncias positivas sobre esse tipo de dispositivo. Por fim, o
trabalho foi concluido com a obtencdo de dois sensores vestiveis produzidos pela técnica de
serigrafia com tintas condutoras a base de esmalte, capazes de detectar com sucesso dopamina
e hemoglobina em solucdo bem como, com a obtencdo de um imunossensor sobre eletrodos
flexiveis de platina, para a deteccdo do biomarcador de Parkinson PARK7/DJ-1. Ambos
eletrodos mostraram ser aplicaveis para analises in situ, possibilitando serem uma alternativa

para a deteccéo desses analitos.

PERPECTIVAS SOBRE O TRABALHO

Os estudos aqui desenvolvidos abrem a possibilidade para que novos tipos de eletrodos
vestiveis possam ser desenvolvidos utilizando diferentes tipos de substratos com carater
flexivel, bem como novas formulagdes de tintas condutoras, buscando reducdo de custos e

aplicagdes diversas, considerando componentes acessiveis e de baixa toxicidade.

Otimizacdes nos dispositivos aqui desenvolvidos podem ser consideradas a fim de aplica-
los como uma tecnologia point-of-care, considerando o desenvolvimento de um sistema
completo que possa ser utilizado diretamente no paciente, sem a necessidade de aparelhagem

complexa.

Por fim, otimizacgdes no processo das técnicas de fotolitografia e cathodic sputtering podem
fornecer eletrodos melhor padronizados, possibilitando que outros biossensores possam ser
desenvolvidos sobre substratos flexiveis metalizados, garantindo um novo tipo de dispositivo

para a imobilizacdo de materiais bioldgicos.
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ANEXOS

Anexo 1 — Tabela de composicio do esmalte Base Brilho Cuidados, Cora®

142

—
| —



Composicio do esmalte Cora® Base Brilho — com nanotecnologia

Acetato de butilo

Acetato de etilo

Nitrocelulose

Citrato de acetil tributilo

Tolueno

Alcool isopropilico

Estearalconio

Resina de tosilamida/formaldeido

Silica hidratada

Hectorita alcoodlica

Pode conter outros componentes

Oleo mineral
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