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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE DISPOSITIVO MICROFLUIDICO DESCARTAVEL
CONTENDO ARRANJOS DE BIOSSENSORES PARA A DETERMINAGAO
MULTIPLEXADA DE ESPECIES DE INTERESSE BIOLOGICO EM
DIFERENTES MATRIZES

Neste trabalho, desenvolveu-se um dispositivo microfluidico descartavel
com 16 pontos de sensoriamento para a constru¢cdo de um arranjo de
biossensores. Os componentes deste dispositivo foram individualmente
avaliados e seu projeto de construgao foi otimizado para o melhor desempenho
dos sensores. Comprovado o bom desempenho do yPBDMA, realizou-se entao
a construcao do biossensor para a determinagao de D—(+)-Glicose. Utilizando a
técnica de voltametria ciclica para uma solucdo de D—(+)-Glicose, as maiores
correntes de pico obtidas foram para os filmes que continham carbon black CB,
selecionando-se assim este nanomaterial de carbono na fabricacdo do
biossensor. A curva analitica obtida apresentou faixa de resposta linear para
concentragdes de D—(+)-Glicose de 0,1 a 40 mmol L', e um limite de detecgao
de 0,03 mmol L', mostrando o sucesso da proposta de arquitetura do biossensor
construido, sendo posteriormente utilizado para a consolidagao da proposta do
projeto que é a multiplexagao de analise utilizando o yPBDMA. Como alternativa
ao metodo enzimatico para a determinacdo de creatinina, desenvolveu-se um
sensor baseado na complexacao do ion Fe3*com o analito, determinando assim
indiretamente a concentragao de creatinina na amostra por voltametria de pulso
diferencial, monitorando-se a redugdo do Fe®* livre (ndo complexado) a Fe?*.

Esta arquitetura foi aplicada com sucesso em duas plataformas, utilizando-se um
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dispositivo de baixo volume (3 pL), obtendo uma faixa linear de trabalho para
creatinina (CNN) de 0,1 a 6,5 mmol L', com um limite de detecgédo de 0,043
mmol L-'. No yPBDMA, os estudos foram realizados sequencialmente com
D-(+)-Glicose, creatinina e acido urico, obtendo-se faixas lineares de 0,625 a 20
mmol L-' para D—(+)-Glicose, de 0,106 a 4,500 mmol L' para creatinina e de
0,047 a 3,000 mmol L' para acido urico, com limites de deteccéo de 0,12, 0,084
e 0,012 mmol L-" para D—(+)-Glicose, creatinina e acido Urico, respectivamente.
Foram realizados estudos de repetibilidade do sistema proposto, sendo obtidos
RSDs inferiores a 6,25 %. Investigou-se também estudos da influéncia de
interferentes em potencial, sendo os RDSs menores do que 8,25%. Além disso,
o desempenho do yPBDMA foi avaliado utilizando amostras de urina, obtendo-
se recuperacbes entre 97,4 e 104% para todos os biomarcadores. Foi
desenvolvido também um dispositivo microfluidico acoplado a um imunossensor
para a deteccdo de altos niveis de PSA. Para a utilizagdo deste sistema, foi
adaptado a um Spinner, um brinquedo que possui um rolamento central para
gira-lo em torno de seu eixo. Para isso, utilizou-se uma base com uma haste e
fixou-se ao rolamento do Spinner para utiliza-lo como uma centrifuga. Este
sistema foi desenvolvido para carregar as solugdes do ponto de injegdo ao ponto
de descarte e para fazer a separagéo do soro sanguineo e as hemacias em tubos
capilares. Os resultados obtidos para a determinacao de PSA pelo imunossensor
mostraram-se promissores, dado a boa faixa linear obtida (0,5 a 25,0 ng mL™"),
e também o limite de detecgdo (0,0014 ng mL-'). O desempenho do
imunossensor foi verificado para soro humano sintético fortificado com trés

concentracdes diferentes de PSA, obtendo-se boas recuperacgdes do analito.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A DISPOSABLE MICROFLUID DEVICE CONTAINING
BIOSSENSOR ARRANGEMENTS FOR THE MULTIPLEXED
DETERMINATION OF SPECIES OF BIOLOGICAL INTEREST IN DIFFERENT
MATRICES

16 sensing points for the construction of an array of biosensors. The
components of this device have been individually evaluated and their
construction design has been optimized for the best performance of the sensors.
Once the good performance of yPBDMA was proven, the construction of the
biosensor was then carried out to determine D—(+)-Glucose. Using the cyclic
voltammetry technique for a D—(+)-Glucose Glucose solution, the highest peak
currents obtained were for films containing carbon black CB, thus selecting this
carbon nanomaterial in the manufacture of the biosensor. The analytical curve
obtained showed a linear response range for D—(+)-Glucose concentrations from
0.1 to 40 mmol L', and a detection limit of 0.03 mmol L', showing the success
of the proposed architecture of the built biosensor, being later used for the
consolidation of the project proposal which is the analysis multiplexing using the
MPBDMA. As an alternative to the enzymatic method for the determination of
creatinine, a sensor was developed based on the complexation of the Fe®* ion
with the analyte, thus indirectly determining the concentration of creatinine in the
sample by differential pulse voltammetry, monitoring the reduction of free Fe3 +
(not complexed) to Fe? *. This architecture was successfully applied on two
platforms, using a low volume device (3 pL), obtaining a linear working range for
creatinine (CNN) from 0.1 to 6.5 mmol L', with a limit detection of 0.043 mmol
L-". In uPBDMA, studies were performed sequentially with D—(+)-Glucose,

XXii



creatinine and uric acid, obtaining linear ranges from 0.625 to 20 mmol L~ for
D—(+)-Glucose, from 0.106 to 4.500 mmol L -! for creatinine and 0.047 to 3.000
mmol L~ for uric acid, with detection limits of 0.12, 0.084 and 0.012 mmol L~" for
D—(+)-Glucose, creatinine and uric acid, respectively. Repeatability studies of the
proposed system were carried out, with RSDs of less than 6.25% being obtained.
Studies on the influence of potential interferents were also investigated, with the
RDSs being less than 8.25%. In addition, the performance of yPBDMA was
assessed using urine samples, obtaining recoveries between 97.4 and 104% for
all biomarkers. A microfluidic device coupled to an immunosensor was also
developed to detect high levels of PSA. For the use of this system, it was adapted
to a Spinner, a toy that has a central bearing to rotate it around its axis. For this,
a base with a rod was used and fixed to the Spinner bearing to use it as a
centrifuge. This system was developed to load the solutions from the injection
point to the disposal point and to separate the blood serum and red blood cells in
capillary tubes. The results obtained for the determination of PSA by the
immunosensor proved to be promising, given the good linear range obtained (0.5
to 25.0 ng mL-"), and also the detection limit (0.0014 ng mL-") . The performance
of the immunosensor was verified for synthetic human serum fortified with three

different concentrations of PSA, obtaining good recoveries of the analyte.
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1. INTRODUGAO

1.1. ELETRODOS IMPRESSOS

As pesquisas envolvendo meétodos eletroanaliticos objetivam
basicamente aprimorar o desempenho dos eletrodos de trabalho para
otimizar/melhorar as caracteristicas analiticas dos meétodos, a saber:
sensibilidade, seletividade, rapida resposta, robustez, baixo custo, entre outros.
A vasta gama de possibilidades de modificacdo de eletrodos sdlidos ainda
atendem muitas destas caracteristicas, porém, a regeneragao da superficie do
eletrodo para o seu reuso e/ou modificagcao necessita, na maioria dos casos, de
tratamentos quimicos, eletroquimicos e/ou mecanicos, que dependem da
experiéncia do analista, podendo assim influenciar de forma positiva ou negativa
o desempenho do método eletroanalitico!. Assim, buscam-se alternativas para
que o sensor tenha menor necessidade (ou nenhuma) de tratamentos de sua
superficie antes de uso e/ou modificagdo, sendo os eletrodos impressos (SPE,

do inglés “Screen-printting Electrode”) uma possibilidade viavel para este fim.

Um dos grandes atrativos para o uso de SPEs é o seu relativo baixo custo
devido a possibilidade de fabricagdo em larga escala e a disponibilidade de
eletrodos comerciais diversificados (e.g. de carbono, de ouro, platina, CNTs,
carbono modificados etc.). Outra vantagem do uso deste tipo de sensor é a
possibilidade de miniaturizagdo da célula eletroquimica, uma vez que os trés
eletrodos (eletrodos de trabalho, referéncia e contra-eletrodo) sdo impressos em
uma mesma base, sendo necessarios alguns mililitros ou até microlitros por

determinacg3o, o que é apreciavel do ponto de vista econdémico e ambiental?.



Existem diversos procedimentos para a fabricacao de SPEs, derivando da
deposi¢ao de um filme sobre um substrato inerte, seguido da cobertura parcial
do sensor com uma camada isolante para os contatos elétricos, dispondo apenas

a area dos trés eletrodos (Figura 7).

Contra-eletrodo

Eletrodo de trabalho

Camada isolante

Figura 1. Figura ilustrativa de um SPE.

Uma técnica de deposig¢ao para a construgao de SPEs muito utilizada € a
“silk screen”, baseando-se na simples incorporagéo das tintas, empregando-se
uma tela vazada contendo a configuragdo e/ou dimensdes dos trés eletrodos
(WE, CE e RE). A passagem da tinta condutora através destas trés regides
definidas anteriormente ira imprimir os eletrodos na superficie de um substrato
nao condutor selecionado. Em uma segunda etapa, o eletrodo de trabalho
podera ser modificado e sobre a superficie do eletrodo de pseudo-referéncia é
depositada uma fina camada de resina epoxi contendo prata ou uma tinta de

pratad.

Para a fabricagao dos eletrodos de trabalho nestes dispositivos, costuma-
se utilizar uma tinta contendo material metalico condutor como ouro, platina,
prata entre outros ou tintas a base de carbono (po6 de grafite, nanotubos, grafeno,

carbono black, etc.)*. As tintas utilizadas na fabricagdo dos eletrodos impressos



devem atender algumas caracteristicas como viscosidade adequada para ser
utilizada no processo de silk screen, aderéncia apreciavel no substrato, para
evitar a lixiviagdo e, flexibilidade, visando evitar rachaduras na superficie,
principalmente quando se trata de eletrodos fabricados a partir de materiais
flexiveis. Apds a impressdo da tinta no suporte, o filme € seco e usualmente
curado a altas temperaturas. O emprego deste processo produz um filme rigido
e aderente, com espessura de 10-20 um e propriedades mecanicas e elétricas

desejadas®.

Assim como em eletrodos convencionais, € muito comum a utilizacédo de
materiais de carbono na construcdo SPEs. O carbono é um dos materiais mais
abundantes do planeta, que pode ser encontrado livremente na forma cristalina
como grafite, diamante ou amorfo. Devido sua versatilidade, a utilizacdo de
materiais de carbono, como grafeno, nanotubos de carbono (CNTs), carbono
vitreo, fulereno, grafite e fibras de carbono, tém sido utilizados no
desenvolvimento de sensores eletroquimicos®. As caracteristicas analiticas
desejaveis para um sensor eletroquimico s&o: baixo custo (em relagdo a maioria
dos materiais utilizados para a fabricacdo de sensores), alta condutividade
elétrica e baixa corrente residual, quando comparados aos eletrodos metalicos
e uma ampla janela de potencial de trabalho, principalmente em potenciais

positivos’.

Sé&o diversas as vantagens obtidas empregando-se o SPEs, além de
menor custo de fabricacdo e a possibilidade de construcdo deste tipo de
dispositivo em diversas conformagdes. Como exemplo, destaca-se o
acoplamento de SPEs em sistemas microfluidicos. Sistemas microfluidicos séo

constituidos de canais que podem conduzir quantidades muito pequenas de
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amostras, que podem ser fabricados com uma ampla variedade de materiais de

baixo custo?.

1.2. PLATAFORMAS MICROFLUIDICAS

A microfluidica € uma ciéncia que estuda o controle e manipulacédo de
pequenos volumes de fluidos (na ordem de L, nL, pL, fL) em rede de
microcanais e tamanho reduzido, levando a um baixo consumo de energia e
efeitos especiais de microdominio, sendo que pelo menos uma dimensio do
canal deve estar na faixa de micrémetros. O comportamento dos fluidos em
microescala pode diferir do comportamento em macroescala. Fatores como
tensdo superficial, dissipacdo de energia e resisténcia fluidica comegam a

dominar o sistema em nivel micro®.

Intensos esforcos tém sido direcionados nos ultimos anos no
desenvolvimento de plataformas microfluidicas para o propésito em aplicagdes
analiticas. Os dispositivos microfluidicos (uFDs) sdo muito atrativos em diversas
areas, como analises clinicas e de alimentos, com vantagens na redug&o do uso
de reagentes, redugao do tempo total de processamento, considerando uma
possivel plataforma para substituir a configuragdo convencional de bancada
umida. Agora é possivel aumentar a capacidade de processamento paralelo,
bem como a confiabilidade e a sensibilidade por meio da automacéo, integracao
e miniaturizagdo'®'". Além disso, nas ultimas décadas, avangos na tecnologia

foram alcangados, resultando em melhorias significativas na fabricacdo de



dispositivos microfluidicos, e € possivel desenvolver sistemas de diagnostico no

local de atendimento (Point of Care)'? .

Plataformas microfluidicas tém sido amplamente aplicadas na deteccao
de biomarcadores clinicamente relevantes, como resultado de suas vantagens
intrinsecas, incluindo baixo consumo de reagentes, baixo custo, menores
tempos de reacao e a possibilidade de se desdobrarem pela integragao de um

laboratério inteiro em um Unico chip'314.15,

Os YFDs sao geralmente construidos com polimeros ou vidros usando
uma variedade de técnicas para produzir canais microfluidicos. Diversas
técnicas focadas no desenvolvimento de yFDs tém sido empregadas utilizando-
se materiais como silicio, vidro, papel, ceramicas cozidas a baixa temperatura e
polimeros. Entre esses materiais, o silicio tem sido amplamente utilizado como
resultado de suas propriedades bem conhecidas e métodos de fabricagao bem
estabelecidos baseados na fotolitografia da industria de semicondutores'®.17:18,
Nas ultima décadas, com o desenvolvimento da litografia suave, o poli
(dimetilsiloxano, PDMS) ganhou popularidade crescente e desempenhou um
papel fundamental na promogdo de melhorias significativas na pesquisa de
dispositivos microfluidicos devido aos procedimentos de fabricagao
relativamente baratos e relativamente simples envolvidos'®. Essas vantagens
subjacentes contribuiram muito para o amplo uso do PDMS no desenvolvimento
de dispositivos microfluidicos para a deteccdo de biomarcadores?°. Apesar das
vantagens, técnicas como litografia suave requerem condigbes especiais,
incluindo uma sala limpa com controle de luz e diferentes fotomascaras para

cada novo padrao. Esses requisitos especiais tendem a diminuir a simplicidade



do processo. Desvantagens semelhantes sdo encontradas em técnicas como

moldagem por inje¢cdo, moldagem de réplica e gravagéo a quente.

1.3. MICROFLUIDICA EM PAPEL

Dentre os diversos materiais que podem ser utilizados em sistemas
microfluidicos em SPEs, destaca-se o uso de papel em dispositivos conhecido
como WPAD (do inglés, microfluidic paper-based analytical device). O primeiro
trabalho utilizando pPAD foi relatado por Martinez e colaboradores?!, que
desenvolveram um dispositivo baseado na determinacdo simultidnea
colorimétrica de D—(+)-Glicose e BSA (Albumina de soro bovino, do inglés
“‘Bovine serum albumine”) em amostras de urina, obtendo-se uma faixa linear de
2,5 a 500 mmol L-" para D—(+)-Glicose e de 0,38 a 75 umol L~' para BSA. Neste
trabalho relata-se que o papel estda emergindo como uma plataforma de baixo
custo para a construgao de dispositivos microfluidicos. O papel funciona como
substrato microfluidico 3D porque sua rede de fibras de celulose atua como
capilares, absorvendo solugdes aquosas sem a necessidade de bombeamento

ativo.

Um dos grandes atrativos do uso de papel para yPADs deve-se as suas
caracteristicas como o baixo custo, facilidade de operacao e também por serem
descartaveis?2. Um dos tipos de papel mais utilizados na fabricagédo de yPADs é
o papel cromatografico Whatman #1 e, em menor escala o Whatman P81%3,

devido ao seu elevado custo (cerca de 10 vezes mais caro que o Whatman #1).



No campo da analise eletroquimica, este tipo de dispositivo é muito
difundido, sendo o trabalho realizado por Dungchai e colaboradores?*, o primeiro
publicado utilizando a técnica de screen-printing para a confecgdo de sensores
para a deteccao de D-(+)-Glicose, lactato e acido urico. O dispositivo foi
denominado como ePAD (do inglés, electrochemical paper-based analytical
device), também chamado de EUPAD (do inglés, electrochemical microfluidic
paper-based analytical device). Métodos eletroquimicos possuem algumas
caracteristicas de grande interesse para a analise quimica em relacdo aos
métodos colorimétricos, como maior sensibilidade, maior rapidez de analise e
principalmente, as deteccdes eletroquimicas sdo insensiveis a luz ambiente e

amostras coloridas?3.

Pode-se desta forma constatar que o custo final de uma determinagao
empregando-se um dispositivo do tipo PAD (Paper-based Analytical Device,
dispositivos analiticos baseados no uso do papel) € bem menor que aquele
empregando-se 0os métodos convencionais de analise. Outrossim, além do baixo
custo de fabricagao, € possivel se obter diversos dispositivos em um unico lote
e acoplar estes dispositivos em sistema microfluidico com redug¢ao consideravel

do consumo de reagentes e geragao de residuos.

Sendo assim, torna-se interessante a construgao de biossensores em
plataformas EPPAD, considerando-se a miniaturizagdo do sistema e a
possibilidade de se empregar equipamentos portateis para analises diagndsticas
em testes point-of-care. Com base nisso, a busca por métodos de analises
clinicas mais simples, com menor tempo e baixo custo de analise para o

diagndstico de doengas, torna-se cada vez mais relevante®.



A integracdo de biossensores enzimaticos em sistemas EyPAD, mostra-
se bastante promissora, devido a utilizagdo de volumes reduzidos no sistema, o
que auxilia no menor consumo de reagentes (em geral microlitros) e maior
rapidez na resposta. Rungsawang e colaboradores?® desenvolveram um EuPAD
para a determinacdo de D-(+)-Glicose com deteccdo amperométrica
empregando-se a enzima glicose oxidase. A faixa linear de concentragao obtida
para D—(+)-Glicose foi de 0 (sic) a 100 mmolL-" e o limite de detecgéo foi de 0,86

mmol L

1.4. D—(+)-GLICOSE, CREATININA E ACIDO URICO

A D—(+)-Glicose € um carboidrato importante para os seres vivos. Nos
seres humanos, é utilizada como fonte de energia no processo de respiragao
celular gerando ATP como produto de sua degradacdo, além de ser um
intermediario metabdlico. Em geral a D—(+)-Glicose é monitorada no sangue,
contudo, por ser excretada na urina é possivel a quantificacdo neste fluido
biolégico onde a concentracdo para um individuo saudavel & cerca de 15 mg
dL-" (0,83 mmol L"), Este valor ndo é detectado em exames de urina
convencionais, pois os rins reabsorvem a D—(+)-Glicose, redirecionando-a para
a corrente sanguinea. Porém, quando ha um aumento excessivo da
concentragcao de D—(+)-Glicose na corrente sanguinea, os rins podem perder a
capacidade de reabsorvé-la, ocorrendo um aumento da concentragcdao de
D—(+)-Glicose na urina acima do valor normal (15 mg dL-' )?”. Esta perda da

capacidade dos rins em filtrar e reabsorver a D—(+)-Glicose € conhecida como



glicosuria (presenga de altas concentragdes de D—(+)-Glicose na urina). Tal

deficiéncia é considerada um indicativo de problemas renais e diabetes?8.

A enzima glicose oxidase (GOx) € uma flavoproteina responsavel pela
catalise da oxidagédo da (B-D-glicose em glucono-0-lactona, que € hidrolisada a
acido gliconico, gerando peréxido de hidrogénio?®. A produgdo de GOx é
realizada por alguns fungos e insetos, e o peroxido de hidrogénio gerado é
utilizado como agente bactericida e também como fungicida®®. A GOx é uma
enzima da classe das oxirredutases, catalisando reagdes de oxirredugao a partir

do oxigénio molecular como receptor de elétrons?®.

A creatina € um bioproduto do metabolismo de aminoacidos, sendo uma
fonte de energia para os tecidos musculares®'. Durante os movimentos de
contracdo muscular, a creatina € espontaneamente convertida em creatinina,
que é transportada pela corrente sanguinea até os rins, sendo excretada pela
urina®2. Em um individuo sadio, a concentragdo de creatinina na urina é
relativamente constante na faixa de concentracdo de 40 — 150 ymol L™'. Sendo
assim, concentragdes inferiores a 40 ymol L™' pode ser um indicativo de perda
da massa muscular e em concentragdes superiores a 150 ymol L™! pode estar
relacionado com disfuncdes renais desde uma obstrucdo do trato urinario até
problemas mais graves. Por exemplo, um individuo com uma insuficiéncia renal
grave apresentara concentragdes de creatinina superior a 500 umol L™, exigindo
assim que esta pessoa seja submetida a um procedimento de dialise ou mesmo
transplante de rins33. O acido urico (UA, do inglés uric acid) é um metabdlito do
metabolismo das purinas e cerca de 70% de sua producao diaria é excretada
pelos rins34. Os limites normais de excregéo de UA no corpo humano estéo entre
750 a 800 mg por dia%®. O aumento anormal desses niveis pode ser indicativo
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de varias doencgas, como riscos cardiovasculares® e doenca renal crénica®’. Sha
et al.® desenvolveram um eletrodo flexivel baseado em MoS: de baixo custo
para determinacdo de UA em amostras de urina humana obtendo o limite de
deteccdo de 1,169 pmol L' e sensibilidade de (98,3 + 1) nA umol L.

Majoritariamente, as determinagdes de &cido urico e creatinina em
laboratérios de analises clinicas séo realizadas por métodos colorimétricos. O
acido urico é determinado através da reagao enzimatica da uricase, ocorrendo o
acoplamento oxidativo catalisado pela peroxidase e, o perdxido de hidrogénio
formado reage com diclorofenolsulfonato e 4-aminoantipirina produzindo a
antipirilquinonimina de cor vermelha. A absorbancia deste complexo formado é
monitorada em 520 nm, sendo diretamente proporcional a concentracio de acido

Urico da amostra.

A determinacdo da creatinina baseia-se na reacdo de Jaffé, na qual a
creatinina reage com o ion picrato em meio alcalino, formando um complexo
colorido laranja-avermelhado, monitorado em um comprimento de onda de 500
nm. Entretanto, ensaios clinicos para a determinagao dessas espécies requerem
a coleta de toda a urina produzida pelo paciente dentro de 24 horas e preé-
concentracdo da amostra para a analise3%404142 H3 relatos na literatura que
usam outros métodos para a deteccdo desses analitos, como eletroforese

capilar'343, HPLC 4445, e outros*6:47,

Pudir et. al® descreveram diversos tipos de biossensores
(amperométricos, potenciométricos, etc.) destinados a determinagdo de
creatinina. Lad et. al®® desenvolveram um biossensor com trés enzimas, onde a
creatininase converte creatinina em creatina. Em seguida, € convertido em
sarcosina e ureia via creatina amidino-hidrolase. Entdo, a sarcosina oxidase
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converte a sarcosina em dlicina, acetaldeido e peroxido de hidrogénio. A
determinacdo da creatinina foi realizada através de cronoamperometria,

monitorando o peréxido gerado.

Cincotto et al.*® desenvolveram um dispositivo eletroquimico microfluidico
em papel contendo duas manchas: uma modificada com pontos quanticos de
grafeno para a determinacdo do acido urico e a outra funcionando como
biossensor modificado com pontos quanticos de grafeno. A enzima nesse caso
foi a creatininase e o cloreto de hexaminruténio atuou como mediador de elétrons
na determinacao da creatinina. O dispositivo permitiu a deteccéo simultidnea de
acido urico e creatinina com LODs de 8,4 nmol L™" e 3,7 nmol L™,

respectivamente.

Rossini et al®, desenvolveram um dispositivo miniaturizado descartavel
baseado em papel para a determinagao colorimétrica de creatinina e acido urico.
Para isso, a determinagao da creatinina foi baseada na reacao de Jaffé e para a
detecgdo de acido urico a reducédo de Fe3* para Fe?* foi monitorada utilizando

1,10-fenantrolina. Os limites de detecgdo foram 0,139 mmol L-' para CNN e

0,098 mmol L~ para o acido urico.

1.5. PSA

O PSA (Antigeno prostatico especifico, do inglés, Prostatic Specific
Antigen) € uma glicoproteina pertencente ao grupo das calicreinas, no fluido
prostatico. Sua fungao consiste em degradar proteinas sintetizadas na vesicula

seminal, com o objetivo de evitar a coagulagdo do sémen. Quando ha perda da
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arquitetura normal da glandula, os niveis de PSA no sangue aumentam,
indicando tumorigénese da prostata, pois o0 PSA passa a ter acesso a circulagéo
periférica®!. O cancer de prdstata é o segundo tipo de tumor mais incidente entre
os homens brasileiros®?, sendo que a maior taxa de ocorréncia é entre homens
com idade superior a 65 anos (cerca de 75%). O primeiro exame a ser realizado
para a deteccdo do cancer de prostata é o exame retal, onde se observa um
aumento anormal na préstata. Mediante as alteragdes na préstata € realizado o
exame de monitoramento dos niveis de PSA no sangue®3. Quando os niveis de
PSA do paciente superam o valor de 10 ng mL", as chances de o individuo estar
desenvolvendo o cancer de proéstata superam os 50%. O método usual para a
deteccdo de PSA é o ELISA (do inglés “enzyme-linked immunosorbent assay” -
ensaio de imunoabsorgao enzimatica), porém este tipo de ensaio costuma ter
elevado custo. Além disso, existem outros métodos que vém sendo
desenvolvidos para este fim, como eletroquimioluminescéncia, fuorescéncia,
quimioluminescéncia, espectroscopia Raman e detecgéo eletroquimica®4-59,
Yang e colaboradores®® desenvolveram um imunossensor com folhas de
grafeno para a imobilizagcdo dos anticorpos e antigenos, utilizando-se tionina
como mediador de elétrons e HRP. Este imunossensor apresentou uma faixa
linear de resposta de 0,002-10n g mL~" e um limite de detecgdo de 1 pg mL".
Shin el al.8' relatam um imunossensor feito a partir de microesferas magnéticas
presas a micropogos, onde o0s processos de captura e de deteccdo séao
realizados num sistema microfluidico. A determinagdo dos niveis de PSA foi
realizada por espectroscopia de impedancia eletroquimica, obtendo-se um limite
de detecgéo de 1 pg mL~". Cevik e colaboradores®? realizaram a determinagao

de PSA utilizando um eletrodo de ouro modificado com cisteina e dendrimeros
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de poliamidiamina com nucleo de ferroceno utilizando a técnica de
monocamadas auto-organizadas. O anticorpo monoclonal de PSA (anti-PSA) foi
imobilizado covalentemente nos dendrimeros que foram anexados a superficie
de ouro modificada (Au / Cys / Fc-PAMAMSs / anti-PSA). Os niveis de PSA foram
analisados quantitativamente usando voltametria de pulso diferencial e o limite
de detecgao obtido foi de 0,001ng mL~".

Para a analise diagnéstica, a possibilidade de monitoramento de duas ou
mais doencas em um unico dispositivo € de fundamental importancia, assim, o
acoplamento de diversos biossensores em um unico dispositivo em sistemas
MPAD torna-se muito promissor. Desta forma, a possibilidade de construcéo de
varios biossensores em um unico arranjo € bastante relevante, pois pode
possibilitar o monitoramento multiplexado de varios biomarcadores em uma
unica amostra em um sistema microfuidico, diminuindo o tempo de analise,
consumo de amostra e aumento da precisdo dos diagndsticos (diferentes
biomarcadores relacionados a uma mesma doenga podem ser acompanhados

ou monitorados) 6365,
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2. DESENVOLVIMENTO DO uyPBDMA

2.1. OBJETIVO

O objetivo desta etapa do trabalho foi o desenvolvimento e fabricagao de
dispositivos impressos microfluidicos descartaveis de baixo custo para a sua

utilizagdo em analise multiplexada.

2.2. MATERIAL E EQUIPAMENTOS

2.2.1. Confecgao dos componentes do dispositivo

Para a fabricacdo dos componentes utilizou-se:
e Folhas de poliéster (USA Folien)
e Adesivo de vinil (Imprimax)
e Adesivo dupla face 3M
e Tinta condutiva de carbono (Gwent)
e Tinta condutiva de prata/cloreto de prata (Gwent)
e Impressora de recorte Silhouette CAMEO 3 gerenciada pelo software

Silhouette Studio

2.2.2. Ensaios de desempenho do dispositivo

e Corante vermelho 40 (Sigma-Aldrich — USA)
e Acido ferroceno carboxilico (Sigma-Aldrich — USA)
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e Carbon black VX-72R (Cabot)

e Quitosana (Sigma-Aldrich — USA)

e Todas as solugdes foram preparadas utilizando-se agua ultrapura
(resistividade > 18,0 MQ cm) obtida em um sistema Millipore Milli-Q

e Potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT-12 (Eco Chemie, Holanda)
com um modulo de multiplexagao (MUx) controlado pelo software NOVA
2.1

e Para o ensaio de angulo de contato utilizou-se o equipamento
TECHNIQUIP modelo 21AC, gerenciado pelo software DROPimage

advanced

2.3. PROPOSTA INICIAL

O dispositivo sensor é composto pelo arranjo de eletrodos, que consiste em
quatro camadas: o eletrodo de trabalho (WE, do inglés working electrode), o
eletrodo de pseudo-referéncia (pseudo-RE, do inglés pseudo-reference
electrode) o contra-eletrodo (CE, do inglés counter electrode) e canal

microfluidico

2.3.1. Eletrodos de trabalho e pseudo-referéncia

Os eletrodos de trabalho e o de pseudo-referéncia foram confeccionados
empregando-se procedimentos similares. Os eletrodos foram construidos
utilizando uma mascara de adesivo de vinil contendo os formatos desejados dos

eletrodos. Os formatos foram desenhados utilizando-se o programa Silhouette
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Studio 4.1 e uma impressora de recorte foi utilizada para recortar o adesivo,
gerando a mascara. A mascara foi fixada sobre o substrato de poliéster, neste
caso, transparéncia para impressdo em impressora laser e, em seguida, feita a
deposicao das tintas condutoras de carbono e de prata/cloreto de prata utilizando
a técnica de serigrafia. Apos a deposicéo, foi feita a cura das tintas por meio de
tratamento térmico a 90°C para a tinta de carbono e 60°C para a tinta de Ag/AgCl

por 30 min, conforme ilustrado no esquema mostrado na Figura 2.

Pseudo-RE
" [ ,
a b c d e

Figura 2. Representacao esquematica da fabricagao dos eletrodos: a) folha de
transparéncia; b) transferéncia do adesivo vinilico recortado para folha de
transparéncia; c) serigrafia da tinta de carbono e da tinta de Ag/AgCIl em cada

respectivo eletrodo; d) retirada do adesivo vinilico e €) WE e pseudo-RE.

2.3.2. Contra-eletrodo e canal microfluidico

Para o CE, uma folha de poliéster com as mesmas dimensdes dos
eletrodos descritos anteriormente foi recoberta com uma tinta condutiva de
carbono em sua totalidade (Figura 3a). Para a fabricagado do canal microfluidico,
uma folha de papel de filtro foi cortada em quatro tiras retangulares de mesmo

tamanho, como ilustrado na Figura 3b.
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a b

Figura 3.(a) contra eletrodo e (b) fabricacdo do canal microfluidico.

2.3.3. Montagem do arranjo de eletrodos

A partir da fabricagdo de todos os componentes (WE, RE, CE e canal
microfluidico), a montagem do sensor foi feita pela sobreposi¢cdo destes

componentes (camadas), seguindo a ordem que esta ilustrada na Figura 4.

R1

R3

il R4

W1 W2 W3 W4

a b

Figura 4. llustragcdes de (a) sequéncia de montagem do dispositivo e (b)
dispositivo com as camadas sobrepostas.

Desta forma, os eletrodos de trabalho est&do dispostos na orientag&o vertical

enquanto os eletrodos de referéncia na orientacdo horizontal para que cada

17



sensor esteja alocado na intersecgdo WE vs. RE, formando uma rede com 16
pontos de sensoriamento independentes entre si. Esta independéncia se da
devido ao formato em tiras dos canais microfluidicos, que estdo dispostos na
mesma orientagdo dos REs, e assim impedir a intercomunicagdo entre os
sensores. Isto aconteceria caso o canal microfluidico fosse constituido de
apenas uma folha de papel com as dimensdes do sensor, pois ao conectar um
WE e um RE, toda a coluna do WE estaria ligada. Os pontos de sensoriamento,
entdo, foram nomeados de acordo com os WE e RE que os constituem, conforme

esquematizado na Tabela 1.

Tabela 1. Classificagdo dos pontos de biossensoriamento do sensor proposto.

WA1 W2 W3 W4

R1 W1R1 | W2R1 | W3R1 | W4R1

R2 W1R2 | W2R2 | W3R2 | W4R2

R3 W1R3 | W2R3 | W3R3 | W4R3

R4 W1R4 | W2R4 | W3R4 | W4R4

2.4. SEGUNDA GERAGAO DO yPBDMA

Durante o processo de desenvolvimento dos componentes do dispositivo
proposto, ocorreram diversas modificacbes no design destes componentes.
Cada modificacéo foi realizada visando a correg¢ao de imperfei¢gdes, melhoria no
desempenho do dispositivo, chamado yPBDMA (do inglés, microfluidic paper-

based device for multiplexed analysis) e a minimizagdao de gastos de material,
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gerando menores custos de fabricagdo. Sendo assim, em seguida sera relatado

o processo de desenvolvimento destes componentes.

2.4.1. Contra-eletrodo e eletrodo de pseudo-referéncia

Na proposta original do projeto de pesquisa CE seria fabricado com folha
de poliéster recoberta com uma tinta condutiva de carbono e o eletrodo de
pseudo-referéncia seria confeccionado em uma etapa independente, como

ilustrado na Figura 5.

(a) (b)

Figura 5. llustracdes do (a) CE e (b) pseudo-RE.

Baseando-se na ideia de minimizar o consumo de materiais na fabricacao
do yPBDMA, durante o remodelamento do projeto de fabricagdo do CE, optou-
se também por adicionar a etapa de construgdo do pseudo-RE na mesma
camada. Entendeu-se que esta estratégia seria benéfica pois, além de diminuir
uma etapa na fabricagao, a distancia entre os eletrodos seria menor apds a sua
montagem, minimizando a possibilidade de mal contato no yPBDMA. Assim,
desenvolveu-se um novo projeto de constru¢do do CE na mesma camada do

pseudo-RE, como ilustrado na Figura 6.
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contato elétrico
CE

Pseudo-RE

Contatos elétricos

Figura 6. llustracdo do componente do uPBDMA contendo o CE e o pseudo-
RE na mesma camada.

Além disso, durante o processo de otimizagdo do formato ou geometria
deste componente, outras modificacdes, como a adicdo de mais um contato

elétrico para o CE e mudanga no desenho do pseudo-RE, conforme a Figura 7.

@) (b)

Figura 7. llustragdo do (a) componente contendo o CE e o pseudo-RE e (b) CE

e pseudo-RE contendo abertura para a inje¢ao de solugao.

A insercao de um novo contato elétrico no CE foi realizada com o intuito
de minimizar a diferenga na resisténcia elétrica ao longo deste eletrodo, sendo
que a modificagao da posicao dos contatos elétricos, bem como a abertura para

a injecdo foram projetadas devido a otimizagcdo do projeto do caminho
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microfluidico, que sera discutido adiante. A mudanc¢a no desenho do pseudo-RE
foi realizada por uma questao de menor dificuldade para se retirar a mascara de
adesivo de vinil e também devido a pequena distancia entre os eletrodos, pois
sendo o processo manual, frequentemente ocorria a aplicacdo da tinta de

Ag/AgCl sobre o CE, inutilizando este componente.

2.4.2. Eletrodos de trabalho

A primeira versdo dos eletrodos de trabalho foi fabricada conforme
sugerido no projeto inicial (Figura 8), consistindo de uma série de quatro
eletrodos conectados em linha, ligados em cada contato elétrico, formando

assim, quatro séries de quatro eletrodos.

o—0—0—0—m |
=0=0=0—1 3
S=0=0=0=0 )
C=C=C=C="1
WE 4 3 21

Série

Figura 8. llustracdo da primeira versao do arranjo de WEs fabricado.

Com o auxilio de um multimetro, mediu-se a resisténcia elétrica entre o
contato elétrico e cada WE em uma série de eletrodos e os resultados sdo

apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Resisténcias elétricas encontradas para a primeira versdo de WEs.

Resisténcia ()

WE 1 WE 2 WE3 WE4
998 1236 1746 2457
1023 1328 1841 2529
1127 1296 1957 2630

4 936 1184 1596 2328

média 1021 1261 1785 2486

WIN | =

O = = O N

Nota-se, pelos valores mensurados, que houve um significativo aumento
na resisténcia de cada WE medido na série e isso foi analogo a cada uma das
quatro séries de eletrodos analisadas, havendo um aumento de
aproximadamente 2,5 vezes nos valores de resisténcia elétrica entre o primeiro
€ o0 quarto eletrodo em cada série.

Em seguida, uma estratégia abordada para minimizar este efeito foi o de
construir séries de eletrodos com dois contatos elétricos, sendo um em cada

extremidade da série de eletrodos, conforme a Figura 9.

WE 4321

Figura 9. llustracdo da segunda verséo do arranjo de WEs fabricado.

Com dois contatos em cada série, objetivava-se minimizar a diferenga na

resisténcia elétrica entre cada WE. Assim, com o auxilio de um multimetro,
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realizou-se um procedimento analogo ao anterior, onde mediu-se a resisténcia

elétrica em cada eletrodo da série em relacédo aos dois contatos elétricos,

conforme a Figura 10.

Figura 10. llustragao do procedimento utilizado para medir a resisténcia

elétrica de cada série de WEs.

Assim, os dois contatos de cada série estdo conectados entre si por um

fio de cobre, ligados a um dos cabos do multimetro e o outro cabo ligado a cada

eletrodo. Com os resultados obtidos neste experimento (Tabela 3), observou-se

que houve um significativo decréscimo na resisténcia elétrica nos eletrodos em

relagao aos contatos elétricos.

Tabela 3. Resisténcias elétricas encontradas para a segunda versao de WEs.

Resisténcia ()
S WEl WE2 WE3  WE4
é 1 512 653 627 489
r 2 503 684 656 512
i 3 536 664 603 478
e 4 525 647 638 529
média | 519 662 631 502
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Segundo as Leis de Ohm®7, a resisténcia de um material é diretamente
proporcional ao seu comprimento e inversamente proporcional a sua area
transversal e também a resisténcia equivalente é igual a somas das resisténcias
de um conjunto de resistores em série. Trazendo esta analogia para o sistema
proposto, o aumento da resisténcia ocorre porque os eletrodos de trabalhos
estdo ligados em série pelas trilhas dos contatos elétricos, aumentando assim a
resisténcia a medida que se aumenta a distancia entre o eletrodo e o contato
elétrico.

Seguindo essa logica, optou-se entdo por desenvolver um conjunto de
eletrodos ligados entre si em paralelo (Figura 11), buscando uma menor

diferenga de resisténcia elétrica entre cada eletrodo.

érie

Wwg 4 32 1

Figura 11. llustragdo da terceira verséo do arranjo de WEs fabricado.

Baseando-se em que o inverso da resisténcia equivalente de resistores
ligados em paralelo é igual a soma do inverso de cada resisténcia, esperava-se
uma grande diminui¢do na diferenca de resisténcia entre os eletrodos e os
contatos elétricos para cada um dos WEs. Assim, o teste realizado para a versao
anterior foi repetido para a terceira versdo de eletrodos, cujos resultados

encontram-se na Tabela 4.
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Tabela 4. Resisténcias elétricas encontradas para a terceira versdo de WEs.

Resisténcia ()

WE 1 WE 2 WE3 WE4
261 279 273 243
291 300 295 271
287 295 285 271

4 273 282 287 275

média 278 289 285 265

WIN | =

O = = O N

E, de fato, a diferenga de resisténcia entre cada eletrodo foi diminuida
significativamente em relagdo as outras versdes. A variagao destes valores ao
longo de cada série também diminuiu, minimizando-se a possivel variagao da
resposta analitica causada pela resisténcia elétrica em futuras analises de
desempenho do yPBDMA. Sendo assim, esta versdo deste componente foi

selecionada para os trabalhos futuros.

2.4.3. Caminhos microfluidicos

Em principio, o projeto dos caminhos microfluidicos consistia em tiras de
papel retangulares que abrangeriam toda a area de uma série de pontos de
sensoriamento (i.e., WE, CE e pseudo-RE). O material a ser analisado e eletrdlito
suporte seria conduzido em fluxo para o yPBDMA via capilaridade, conforme
proposto no projeto inicial. Com este modelo, seria necessario a utilizagao de
reservatorios contendo a amostra com o eletrdlito suporte que, por sua vez,
seriam conduzidos por um fluxo continuo através do caminho microfluidico. Apds
a fabricagao deste componente com o arranjo de sensores, notou-se que haveria

a possibilidade de lixiviagdo dos produtos de reacéo (enzimatica, por exemplo)
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de um ponto de sensoriamento até o seguinte, comprometendo os resultados
obtidos, pois desta forma, estes produtos de reagdo seriam carregados até o

final do canal.

Assim, desenvolveu-se um novo formato do caminho microfluidico para
que nao houvesse intercomunicagao entre os pontos de sensoriamento, como

ilustrado na Figura 12.

ponto de
sensorimamento

poco de inje¢ao
de amostra

Figura 12. llustragao da segunda versao dos caminhos microfluidicos.

Este formato de caminho microfluidico, diferente da verséo anterior, ndo
possui comunicagao direta entre os eletrodos de trabalho, e desta forma os
produtos de reacdo de cada eletrodo ficam confinados em cada ponto de
sensoriamento, evitando assim efeitos de interferéncia nos eletrodos vizinhos.
Esta nova versao possui um pogo para a injegao de amostra com capacidade
para 60 pyL para cada série totalizando uma capacidade total de 240 uL para o
preenchimento de todo o dispositivo. A partir da injecado da amostra, o fluxo
percorre o caminho microfluidico, abastecendo cada ponto de sensoriamento,

conforme ilustrado na Figura 13.
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Figura 13. (a) llustracédo e (b) fotos demonstrativas do caminho percorrido por
um fluido no caminho microfluidico.

2.5. Estudo do desempenho do yPBDMA

O dispositivo foi entdo montado a partir da sobreposicdo de cada
componente otimizado (como descrito anteriormente). A selagem deste
NPBDMA foi realizada utilizando-se adesivo dupla face, que foi recortado para a
exposicao das areas de contato entre os eletrodos, conforme ilustrado na Figura

14(b).

Figura 14. llustracdo do esquema de montagem do (a) dispositivo proposto no
projeto de pesquisa e (b) dispositivo com os componentes otimizados.

Com o dispositivo devidamente montado (Figura 15), foi feita a avaliagcédo

do seu desempenho, que consiste na avaliacdo do seu funcionamento utilizando
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a sonda eletroquimica acido ferrocenocarboxilico 1,0 mmol L' em KCI 0,5 mol

L1, pela técnica de voltametria ciclica para cada eletrodo do yPBDMA.

(@

Figura 15. Fotografia do yPBDMA construido; (a) face superior e (b) face
inferior.

Como pode ser observado na Figura 15, os caminhos microfluidicos
foram montados em posicdo ortogonal em relagdo aos WEs, sendo isso
projetado para que nado houvesse intercomunicagao entre os eletrodos de cada
série. Assim, para cada ponto de sensoriamento do uPBDMA, ha uma
interseccdo entre o CE, pseudo-RE, caminho microfluidico e um WE, sendo
denominado como “canal’ e sua classificacao feita de acordo com a posi¢cao dos

WEs no yPBDMA, como ilustrado na Tabela 5.

Tabela 5. Classificagao dos pontos de sensoriamento do yPBDMA.

WE1 | WE2 | WE3 | WE4
Série1 | CHO1 | CHO02 | CHO03 | CH04
Série2 | CHO05 | CHO6 | CHO07 | CHO8
Série3 | CH09 | CH10 | CH11 | CHI12
Série4 | CH13 | CH14 | CHI15 | CH16

"CH, do inglés channel
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Inicialmente, realizou-se um tratamento acido das superficies dos WEs
utilizando-se H2SO4 0,5 mol L™, sob agitagdo por um periodo de 60 min. Este
procedimento foi adotado com o propdsito de modificar a superficie de cada um
dos eletrodos com grupos funcionais oxigenados (e.g. carboxila, carbonila e
hidroxila, cetona entre outros), tornando a superficie menos hidrofébica,
aumentando assim a interagao na interface eletrodo/solugdo e auxiliando na
modificacao dos eletrodos com dispersdes aquosas. Isso foi estudado a partir da
avaliacao do angulo de contato com uma gota d* agua da superficie. O angulo
de contato do WE sem tratamento foi igual a 115° (Figura 16a), enquanto que o
angulo de contato do WE submetido ao tratamento acido de sua superficie foi
igual a 70° (Figura 16b), mostrando que o tratamento &acido auxiliou na

diminuicao da hidrofobicidade da superficie do eletrodo.

(@) (b)

Figura 16. Imagens do &ngulo de contato do WE (a) sem tratamento e (b) com
tratamento acido (H2S04 0,5 mol L™, sob agitagédo por um periodo de 60 min.)

Em seguida, um estudo comparativo utilizando dispositivos com e sem

tratamento acido foi feito por voltametria ciclica utilizando a sonda eletroquimica,
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acido ferrocenocarboxilico 1,0 mmol L' em KCI 0,5 mol L-', como apresentado

na Figura 17.
304 com tratamento|
| sem tratamento
20 A
10
~
T e
~ 0 -
~ .
-104
-204
-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6

E (V) vs. Ag/AgCI

Figura 17. \Voltamogramas ciclicos obtidos para o acido ferrocenocarboxilico 1,0
mmol L-"em KCI 0,5 mol L*; v = 100 mV s™', sendo que o CV em preto
corresponde ao WE submetido ao tratamento acido e o vermelho refere-se ao

WE sem tratamento.

Desta forma, observou-se um aumento da magnitude de corrente de pico
de aproximadamente 16 vezes ao submeter o WE ao tratamento acido. Além
disso, ocorreu um decréscimo no AEp, indicando maior reversibilidade do
sistema. Considerando o aumento significativo da resposta, o tratamento acido

do WE foi adotado nos trabalhos posteriores.

Com este procedimento estabelecido, a etapa seguinte do trabalho
consistiu na avaliagdo do desempenho do pPBDMA utilizando uma sonda

eletroquimica. Na Figura 18 observou-se um acentuado decréscimo da corrente
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de pico (catodica e anddica) em relacdo a medida seguinte em cada canal

estudado (em cada um dos WE).

CH CH CH CH
01 05 09 13

0] F—cHO1
—— CH 05|

—— CH 09|
201 LG

0.06
0.03

0.00

§—003-

E 0{ == Y —— )

= ) ™ 0.6/
-104

N o]
2204

-0.12

02 00 0.2 04 06 02 00 0.2 0.4 06 03 06
E (V) vs. Ag/AgCl E (V) vs. Ag/AgCI E (V) vs. Ag/AgCl
(b) () (d)

Figura 18. (a) Canais avaliados (01, 05, 09 e 13) em um caminho microfluidico;
(b) Voltamogramas ciclicos obtidos para o acido ferrocenocarboxilico 1,0 mmol
L-"em KCI 0,1 mol L-";v =100 mV s*; (¢) ampliagao do voltamograma ciclico (b)

e (d) ampliagao do voltamograma ciclico (c).

Ao se avaliar a resposta dos 16 canais do yJPBDMA, pode-se observar
gue o mesmo ocorre em todos os canais (correntes anodicas e catodicas) como

mostrado na Figura 19.
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Figura 19. Diagramas de barras das correntes de pico obtidas por voltametria
ciclica utilizando como sonda eletroquimica o acido ferrocenocarboxilico 1,0
mmol L-"em KCI 0,5 mol L™'; v=100 mV s para os 16 canais do yPBDMA. (a)

correntes de pico anddicas e (b) correntes de pico catddicas.

Este estudo revelou que a queda da magnitude de corrente de pico ndo é
um efeito aleatério, que poderia ser causado apenas por imperfeicdes na
fabricagdo dos componentes ou mesmo por imprecisdo na etapa de montagem
do dispositivo, mas sim um efeito sistematico, que pode ser proveniente das
caracteristicas de um ou mais componentes. Sendo assim, realizou-se estudos
que levassem a uma elucidacdo da causa desse efeito e efetuar as devidas

corregdes no projeto de fabricagdo do dispositivo.

O gradiente de concentragao obtido no sistema em estudo pode estar
relacionado com o comportamento observado nas técnicas de separacdo como

a cromatografia em camada delgada (CCD)®.

A CCD consiste na separacido de dois ou mais compostos com base em
suas polaridades. Usualmente, esta mistura € aplicada na fase estacionaria
(papel, por exemplo), que por sua vez tem sua base mergulhada em um solvente
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(ou mistura de solventes) chamado fase mével. Por capilaridade, a fase mével é

conduzida em dire¢ao a outra extremidade da fase estacionaria. Compostos que

possuem polaridades semelhantes a fase movel serdo conduzidas juntamente

com essa e, compostos com polaridades diferentes (ou com maior afinidade com

a fase estacionaria) terao menor velocidade de eluicdo, ocorrendo assim a

separagao. Quando um composto esta dissolvido na fase mével, pode ocorrer

(por diferenca de polaridade) a formacdo de gradientes de concentragcdo ao

longo da fase mével®®, como ilustrado na Figura 20.

(2)

(b)

o0

(¢}

ii B

solvente

Solvente
+
analito

Figura 20. llustragdo da CCD para (a) analito aplicado sobre a fase
estacionaria e (b) analito dissolvido na fase movel.

Sendo assim, pode-se esperar 0 mesmo comportamento para os

caminhos microfluidicos desenvolvidos neste trabalho, ou seja, a formacéo de

gradientes de concentragdo a medida em que a solugdo injetada no yPBDMA

avanga (por capilaridade) pelo caminho microfluidico, conforme ilustrado na

Figura 21.
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Figura 21. llustracao do efeito da CCD no caminho microfluidico.

Este comportamento foi observado ao injetar uma solugdo aquosa do
corante Vermelho 40 no caminho microfluidico, sendo que diferentes tonalidades
de cor foram observadas em cada ponto de sensoriamento, mostrando assim
que a intensidade de cor € diminuida gradativamente ao longo do sistema

microfluidico como pode ser observado na Figura 22.

Figura 22. Fotografia do ensaio de inje¢do de corante Vermelho 40 no caminho

microfluidico.

Este efeito cromatografico € intrinseco ao material proposto para este
componente do dispositivo e, diferente dos demais componentes, fica-se limitado
a minimizar os efeitos causados para a obtencdo de resultados mais
consistentes. Desta forma entende-se que, a estratégia que deveria ser adotada

seria projetar este componente de forma que este efeito seja exatamente igual
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para cada ponto de sensoriamento, ou seja, que a concentragao de analito que

e transportada para cada um dos 16 pontos seja similar.

2.6. TERCEIRA GERAGAO DO uPBDMA

Considerando-se os resultados obtidos anteriormente,

estudou-se

diversas possibilidades de configuragao do sistema microfluidico, chegando-se

a uma hexadecagonal com 16 canais, como mostrada na Figura 23. Neste

sistema, os 16 canais de sensoriamento estdo equidistantes do pogo de injegcéao

da amostra e/ou das solucdes padrao.

Ponto de
sensoriamento

22,5°

»

Poco de
injecao

Figura 23. llustragédo do projeto do caminho microfluidico de modelo

hexadecagonal.

Com este novo projeto de caminho microfluidico, realizou-se a avaliagao

do comportamento do fluxo, utilizando uma solugao de corante, desde o poco de
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inje¢cdo de amostra até os pontos de sensoriamento. Como previsto, o fluxo da
amostra do corante, fotografado em diversos tempos apds a injegao foi

praticamente o mesmo, como pode ser observado na Figura 24.

00:00:12;04 00:00:27;13

{

00:00:564;156 00:01:45;00 00:02:17;06

Figura 24. Fotos mostrando o fluxo de uma solugéo do corante Vermelho 40 no
MPBDMA com caminho microfluidico hexadecagonal

Como pode ser observado, o fluxo ocorre de forma uniforme durante todo
o percurso. Injetou-se um volume de 60 uL e o tempo de preenchimento de todo
o caminho microfluidico ocorreu em 1 minuto e 45 segundos, (ver na Figura 24)
porém, como previsto, o efeito cromatografico no papel foi observado (apés o
tempo de preenchimento do componente, pode-se verificar a separagao entre o
solvente e o corante na extremidade de cada ponto de sensoriamento), mas com
esta nova conformacao, este efeito € similar para todos os canais, minimizando
a possibilidade de grande diferenga entre as respostas analiticas entre cada
canal. Como sera discutido no item a seguir, sera avaliado como este efeito
cromatografico pode influenciar na resposta analitica do yPBDMA, através de

ensaios eletroquimicos.
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Os demais componentes do yPBDMA foram, entdo, projetados e
construidos para se adaptarem ao novo formato de caminho microfluidico,

conforme apresentado na Figura 25.

@ (b) ©

Figura 25. llustragdo dos componentes do uPBDMA, sendo (a) CE, em preto,
pseudo-RE em cinza; (b) caminho microfluidico e (¢) WEs.

2.7. Estudo do desempenho analitico do yPBDMA

Inicialmente, assim como na versao anterior, foi realizado o tratamento
acido da superficie dos WEs antes da montagem do yPBDMA e, ent&do, com este
novo formato de dispositivo (Figura 26), foram avaliadas as respostas analiticas
por voltametria ciclica empregando-se o yPBDMA e o acido ferrocenocarboxilico

1,0 mmol L-'em KCI 0,1 mol L-' como sonda eletroquimica.
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Figura 26. Fotografia do yPBDMA fabricado.

Comparando-se as respostas analiticas para cada canal, obteve-se
respostas em fungao de corrente de pico (Figura 27), com um desvio inferior a
17 %. Como a aplicagdo da tinta de carbono é feita manualmente, pode-se
conjecturar que a contribuicdo relativa do desvio observado, deve estar

relacionada a esta etapa do processo.

30 -30

(a) b
254 -25- ( )
20 201
W P
i 15 <§L 15
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0.0 0.0
0123456738 91011121314151617 0123456738 91011121314151617
canal canal

Figura 27. Diagramas de barras das correntes de pico obtidas por voltametria
ciclica utilizando como sonda eletroquimica o acido ferrocenocarboxilico 1,0
mmol L-'em KCI 0,1 mol L-*.v =100 mV s' para os 16 canais do yPBDMA com
caminho microfluidico com modelo hexadecagonal. (a) correntes de pico

anodicas e (b) correntes de pico catodicas.
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2.8. Aprimoramento do y-PBDMA

Levando em consideragdo a busca pela melhoria no desempenho do
dispositivo, algumas alteragcbes no design do dispositivo foram realizadas.
Percebeu-se que durante a montagem de alguns dispositivos a sobreposi¢cao
dos eletrodos né&o ficaram corretas, e assim alguns eletrodos de trabalho se
encontravam fora da area de sensoriamento, a area do contra eletrodo
sobreposta ao WE poderia variar ou mesmo a distancia entre o WE e o RE
aumentava. Estes fatores contribuiram para a variagao do valor de corrente de
pico obtida, utilizando a sonda eletroquimica.

Sendo assim, todos os componentes do dispositivo foram modificados,
como descrito a seguir.

a) Eletrodo de trabalho

No ultimo projeto de design do dispositivo apresentado, os 16 WEs foram
impressos em um formato para se adaptar ao caminho fluidico com desenho
hexadecagonal sem nenhum componente impresso na mesma camada (CE ou
pseudo-RE). O projeto remodelado deste componente é composto pelo WE e o

pseudo-RE na mesma camada, conforme Figura 28.
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Figura 28. llustragdo dos projetos da camada contendo (a) o WE (versdo

anterior) e (b) Camada contendo o WE e o pseudo-RE na mesma camada.

Desta forma, também se optou por diminuir o didametro de cada WE, isto
para adapta-lo ao novo modelo e minimizar as danificacbes que ocorriam nos
eletrodos ao manusea-los, principalmente porque na superficie do WE, devido
ao grande tamanho, alguns eletrodos eram riscados ao retirar o adesivo de vinil
apos o tempo de secagem da tinta. Além disso, o WE na mesma camada do
pseudo-RE permitiu uma montagem do dispositivo na qual a distancia entre os
trés eletrodos permanecia constante, diminuindo desta maneira o desvio padrao

obtido para as analises com este dispositivo.

b) Contra Eletrodo

No projeto de CE apresentado anteriormente, o pseudo-RE estava contido

na mesma camada que este, porém, no novo projeto, o pseudo-RE encontra-se
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na mesma camada do WE, pode-se aumentar a area do CE para os 16 pontos

de sensoriamento, conforme a Figura 29.

Figura 29. llustragdo dos projetos da camada contendo (a) Camada contendo o
CE e o pseudo-RE na mesma camada WE (versao anterior) e (b) O projeto atual

do CE.

Com o aumento da espessura do CE, foi possivel, no processo de
montagem, obter os 16 pontos de sensoriamento com a mesma distancia entre
os trés eletrodos, possibilitando uma melhor repetibilidade dos sinais analiticos

obtidos.

c) Canal microfluidico

A evolugao no desenho do canal microfluidico esta apresentado na Figura

30.
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(a) (b)

Figura 30. llustragdo dos projetos de canal microfluidico, sendo (a) verséo

anterior e (b) a verséo atual.

A modificacdo do canal microfluidico deu-se simplesmente para adaptar-
se ao novo design das novas camadas do dispositivo, limitando-se somente a
modificagcdo dos pontos de sensoriamento, de circular para elipsoidal, porém
resguardando os mesmos principios funcionais atribuidos ao seu modelo

antecessor.

2.9. Estudo de analise de desempenho do y-PBDMA

Com as devidas alteragdes dos componentes do yPBDMA realizadas,
retomou-se 0s experimentos referentes a analise do desempenho deste
dispositivo utilizando-se a sonda eletroquimica de acido ferrocenocarboxilico
(FCA, do inglés “ferrocenecarboxilic acid”) 1,0 m mol L-' em KCI 0,1 mol L~ como
eletrdlito suporte. O primeiro ensaio realizado foi o de repetibilidade de medida

dos 16 pontos de sensoriamento, utilizando a técnica de voltametria ciclica.
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Nestes ensaios, os valores de desvio-padrao relativo (RSD, do inglés
“‘Relative Standard Deviation”) obtidos para as correntes de pico anddica e
catddica foram iguais a 8,6% e 9,3%, respectivamente. Além disso, os RSDs
obtidos para os potenciais de pico medidos para cada ponto de sensoriamento
também foram avaliados, obtendo-se um RSD de 4,4% para o potencial de pico
anddico e 5,5% para o potencial de pico catddico. Levando-se em consideragao
os resultados obtidos para o layout anterior do dispositivo, verificou-se uma
melhoria no desempenho do dispositivo frente as modificagdes realizadas, pois
anteriormente os desvios obtidos foram de 14,7 e 16,5% para as correntes de
pico (anddica e catddica, respectivamente) e de 12,8 e 11,0% para os potenciais

de pico (anddico e catddico, respectivamente).

Outro ensaio realizado foi a utilizacdo do dispositivo no modo de
multiplexacdo. Neste caso, monitorou-se de forma sequencial o sinal obtido para
a mesma sonda de FCA empregando-se quatro técnicas eletroquimicas
diferentes. As técnicas foram a voltametria ciclica (para os canais de 1 a 4),
voltametria de pulso diferencial (para os canais de 5 a 8), voltametria de onda
quadrada (para os canais de 9 a 12) e cronoamperometria (para os canais de 13
a 16). Para isso, utilizou-se o potenciostato/galvanostato AUTOLAB PGSTAT12,
sendo que o ensaio sequencial destas quatro diferentes técnicas foi possivel
utilizando o moédulo de multiplexagao (MUx), que permitiu que o potenciostato
convencional (monocanal) pudesse ser estendido para 16 canais (ou seja, 16

WE e 16 RE) (Figura 31)
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Figura 31. Fotografia do modulo de multiplexagdo AUTOLAB (MUx).

A programacao do ensaio foi realizada empregando-se o soffware NOVA®
2.2, inicialmente estabelecendo-se os parametros desejados para cada técnica
(Figura 32), como o numero de replicatas para cada técnica, janela de potencial
(para as técnicas voltamétricas) e tempo e potencial aplicado (para a

cronoamperometria), entre outras.
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Figura 32. Imagem ilustrativa da janela do software NOVA® 2.2 para o ajuste

dos parametros no caso da técnica de voltametria ciclica.
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Ap0ds definidos todos os parametros a serem utilizados, as técnicas foram
reunidas em uma unica rotina de trabalho, para que a analise sequencial do
MPBDMA pudesse ser realizada em um comando chamado schedule (agenda,

planejamento) como também mostrado na imagem da Figura 33.

> | aqa

Search library

Figura 33. llustracdo do comando schedule para a analise multiplexada

utilizando o yPBDMA, com o software NOVA® 2.2.

Assim, monitorou-se a resposta obtida com a sonda eletroquimica FCA,
contando com 4 canais para cada uma das técnicas acima mencionadas,
objetivando-se, além da verificagdo da possibilidade de utilizacdo de diversas
técnicas analiticas em uma unica rotina, a repetibilidade entre as quadruplicatas

de cada técnica (Figura 34).
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Figura 34. Resultados obtidos com a analise multiplexada do yPBDMA com a
sonda eletroquimica FCA 1 mmol L. (a) Voltamogramas ciclicos; v =50 mV s
; (b) Voltamogramas de onda quadrada; f = 80 Hz; amplitude = 90 mV e
incremento de potencial = 1 mV, (c) Voltamogramas de pulso diferencial;
amplitude = 90 mV e tempo de modulagdo = 5 ms, v=5 mV s’ ; e (d)

cronoamperogramas, potencial aplicado = 200 mV.

Com estes resultados, verifica-se 0 sucesso na aplicacdo do yPBDMA
para analise multiplexada, pois obteve-se éxito na programacao e execugao de
quatro técnicas eletroanaliticas para um unico dispositivo utilizando uma aliquota
de 60 pL de solugdo padréo para realizar as 16 medidas (4 para cada técnica).
Ademais, o RSD dos resultados obtidos empregando-se cada uma das técnicas,

foram 3,6 % para a voltametria ciclica, 4,7% para a voltametria de onda
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quadrada, 3,9 % para voltametria de pulso diferencial e 4,5 % para
cronoamperometria. No estudo da repetibilidade entre os dispositivos, utilizou-
se 4 uPBDMAs fabricados seguindo o mesmo procedimento descrito

anteriormente, sendo que o RSDs obtidos ndo excederam o valor de 5,0 %.
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3. DETERMINAGAO DE D—(+)-GLICOSE, CREATININA E ACIDO URICO

3.1. OBJETIVOS

Os objetivos desta etapa do trabalho foram a determinagdo de
D—(+)-Glicose, creatinina e acido urico, utilizando dispositivos microfluidicos
descartaveis como sensores e biossensores e a analise multiplexada destes

analitos em uma unica amostra utilizando o yPBDMA.

3.2. Material e equipamentos

e Folhas de poliéster (USA Folien)

e Adesivo de vinil (Imprimax)

e Adesivo dupla face 3M

e Tinta condutiva de carbono (Gwent)

e Tinta condutiva de prata/cloreto de prata (Gwent)

e Impressora de recorte Silhouette CAMEO 3 gerenciada pelo software
Silhouette Studio

 Acido ferrocenocarboxilico (Sigma Aldrich, USA)

e Carbon black VX-72R (Cabot)

e Grafeno (Sigma Aldrich, USA)

e Quitosana (Sigma Aldrich, USA)

e Glicose oxidase de Aspergillus niger (Sigma Aldrich, USA)

e D—(+)-Glicose (Sigma Aldrich, USA)

e Creatininase (Sigma Aldrich, USA)
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e Creatinina (Sigma Aldrich, USA)

e Cloreto férrico tetrahidratado (Sigma Aldrich, USA)

e Todas as solugbes foram preparadas utilizando-se agua ultrapura
(resistividade > 18,0 MQ cm) obtida em um sistema Millipore Milli-Q

e Potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT-12 (Eco Chemie, Holanda)
com um modulo de multiplexagao (MUx) controlado pelo software NOVA
2.2

e Espectrofotdbmetro Shimadzu UV-2550

3.3. Construgcao de um biossensor para a determinagao de D—(+)-Glicose

O biossensor para determinacdo de D—(+)-Glicose foi construido a partir
de uma dispersao contendo carbon black (CB), que foi o material selecionado
dentre outros materiais de carbono (grafeno, 6xido de grafeno (GO, do inglés
“Graphene Oxide”) e oxido de grafeno reduzido (RGO, do inglés “Reduced
Graphene Oxide”). Para esta escolha, avaliou-se a resposta analitica do
biossensor enzimatico construido com os diferentes materiais supracitados

frente a adigbes de uma solugao-estoque de D—(+)-Glicose.

Para caracterizacdo dos diferentes materiais de carbono empregados,
obteve-se os espectros Raman (CB, GO, RGO e grafeno) a partir de uma
amostra de cada material seco. A espectroscopia Raman € uma técnica muito
util para a obtencdo de informagdes quimicas e estruturais de uma grande
variedade de compostos organicos e inorganicos, e esta baseia-se na incidéncia
de uma radiagcdo de laser monocromatico sobre a amostra, ocorrendo um

espalhamento da radiagdo em todas as dire¢cdes. Uma parte desta radiacéo
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espalhada € inelastica (frequéncia diferente da radiagdo incidente). Esta
diferenca de energia entre a radiagdo incidente e espalhada corresponde a
energia vibracional dos atomos na regido estudada, permitindo assim definir

como estes atomos estao ligados?.

Na Figura 35 sdo apresentados os espectros Raman coletados para CB,
GO, RGO e grafeno. Analisando-se os espectros obtidos, observa-se a presenca
da banda G ao redor de 1600 cm~, relacionada as vibragées das ligagbes duplas
carbono — carbono (sp?), e a banda D ao redor de 1360 cm™', relacionada a

desordem e presenca de defeitos.
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© 25000 - —GO
3 ——CB
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—
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Figura 35. Espectros Raman obtidos para os materiais de carbono utilizados
para a modificacdo dos eletrodos de trabalho no yPBDMA (CB, GO, RGO e

grafeno).
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O estudo da relacédo entre a intensidade das bandas D e G pode ser
utilizada como uma estimativa do grau de desordem em materiais de carbono e,
espera-se um incremento do valor desta relagdo como consequéncia do
aumento do numero de defeitos no material e a diminuigdo no tamanho das
estruturas cristalinas. Assim, a intensidade relativa dessas bandas para cada
material estudado foi tomada para efeitos de comparagdo. Na Tabela 6
encontram-se as intensidades relativas das bandas D (/p) e G (/c) bem como a
razao entre as intensidades das bandas D e G (razdo In/lc). Com base nos
valores apresentados na Tabela 6, fica evidente que o CB apresenta maior
numero de defeitos e menor tamanho nas estruturas cristalinas em relagao aos

demais materiais.

Tabela 6. Resultados obtidos nos espectros Raman para os materiais de

carbono estudados.

Amostra Banda D Banda G Io/ le
CB_ 1310* (0,952**) 1589 (0,327) 2,91
GO_ 1323 (0,456) 1578 (0,917) 0,50

Grafeno 1317 (0,486) 1572 (1,00) 0,49
RGO 1313 (0,783) (1579 (1,00) 0,78

*Comprimento de onda; **Intensidade relativa

Em seguida, todos os materiais de carbono caracterizados foram testados
na forma de modificador para a constru¢gao do biossensor para a determinacéo
de D—(+)-Glicose. Porém, a estratégia de modificagao inicialmente proposta foi
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adaptada. Inicialmente, o biossensor foi projetado para determinagdo de
D—(+)-Glicose por meio do monitoramento da concentragao de perdxido de
hidrogénio produzido na reagdo enzimatica. A glicose oxidase (GOx) é uma
enzima que catalisa a oxidagdo da D—(+)-Glicose para acido glicénico. Na
reacao enzimatica o cofator FAD (Flavina-Adenina Dinucleotideo) presente na
enzima é reduzido a FADHz, sendo em seguida reoxidado pela doag¢ao do par
de elétrons recebido anteriormente para o oxigénio molecular (O2), que é
reduzido a perdxido de hidrogénio”!, conforme as seguintes equagdes quimicas

(1e2):

GOx(FAD) 4 glicose =<—— GOx(FADH,) 4 4cido gliconico

GOx(FADH,) + O, === GOx(FAD) +  H0,

Considerando-se que a detecgao eletroquimica do H20:2 € dependente do
oxigénio disponivel, e que o sistema yPBDMA é fechado, (dispositivo com
montagem do tipo sanduiche) ndo permitindo assim o controle da saturagao de
oxigénio da solugao apds a inje¢ao da solugdo do analito, decidiu-se pelo uso de
um mediador redox, sendo os elétrons da oxidagao enzimatica da D—(+)-Glicose
transferidos do cofator FAD (reagéo 1) para o mediador de elétrons, neste caso

o FCA, caracterizando assim um biossensor de segunda geragao (Figura 36).
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glicose FAD Fe(II)

acido gliconico FADH, Fe(III)

Figura 36. llustracdo das reagdes ocorridas no biossensor mediado por FCA

(segunda geracgao).

Sendo assim, a estratégia de modificacdo dos eletrodos baseou-se na
preparacao dos filmes a partir de dispersdes contendo 1 mg do material de
carbono estudado, 50 yL de uma solugéo de FCA 1,0 mmol L' e 950 yL de uma
solucdo de quitosana (CTS, do inglés “Chitosan”) 0,02 % (m/v), com volume final
de 1 mL de disperséao. A opcéao pela utilizacdo da CTS baseou-se na capacidade
deste bio-polimero na formacdo de dispersbes aquosas estaveis dos
nanomateriais de carbono, bem como, a geragcdo de filmes homogéneos e
estaveis sobre a superficie eletrodica. A GOx nao foi adicionada nesta etapa
porque durante a formagao da dispersao foi necessario submeté-la a um banho
ultrassénico por 60 minutos para a obtengdo de uma dispersdao homogénea.
Apos a preparacdo da dispersdo, a enzima foi adicionada ao volume de
dispersdo, e a mistura obtida submetida a agitagdo mecanica por um periodo
adicional de 30 minutos. Uma aliquota de 2 pL da dispersao foi entdo depositada
sobre o eletrodo de trabalho e o solvente deixado secar a temperatura ambiente,
obtendo-se assim os biossensores para D—(+)-Glicose. Apdés a secagem, o
dispositivo foi devidamente montado e empregado nos estudos do

comportamento eletroquimico por voltametria ciclica empregando-se uma
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solugdo de D—(+)-Glicose 20,0 mmol L-! preparada em eletrdlito suporte (neste

caso, NaCl 0,1 mol L").

80

—— SM CTS-GOx/FCMA
71— RGO-CTS-GOx/FCMA
60 4[—— GO-CTS-GOx/FCMA
—— CB-CTS-GOx/FCMA
1|— grafeno-CTS-GOx/FCMA

40
<::_ 20
~ 1
04

2204

02 00 02 04 06
E (V) vs. Ag/AgCl

Figura 37. Voltamogramas ciclicos obtidos para uma solugdo de D-(+)-
D—(+)-Glicose 20 mmol L' preparada em NaCl 0,1 mol L=' como eletrdlito
suporte utilizando-se os biossensores preparados com CB, GO, RGO, grafeno e

WE modificado apenas com CTS-GOx. v = 50 mVs™".

Como se pode verificar na Figura 37, o biossensor modificado com CB
apresentou os resultados mais promissores (em relagdo aos biossensores
construidos com os demais materiais de carbono estudados), fornecendo um
maior incremento de corrente para a adigdo de D-(+)-Glicose, quando
comparado aos demais materiais de carbono estudados e assim, o CB foi

selecionado como material modificador para os demais estudos.
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Para compreensao do perfil voltamétrico apresentado anteriormente para
a resposta do biossensor na presenga de D—(+)-Glicose, avaliou-se a resposta
do eletrodo modificado com e sem enzima com a solugdo de D—(+)-Glicose. Os
voltamogramas obtidos empregando-se sensores modificados construidos com
e sem a enzima GOx sdo apresentados na Figura 38. Desta forma, verificou-se
que na auséncia da enzima no fiime, o comportamento eletroquimico
apresentado refere-se a oxirredugcado Fe(lll)/Fe(ll) do FCA, ou seja, um
voltamograma ciclico similar ao obtido no ensaio de desempenho do yPBDMA
onde monitorou-se somente a presenga do FCA (ver segao 2.9). Todavia, na
presenca da GOx observa-se um efeito biocatalitico’> monitorado pelo
incremento na corrente anddica que nao é observado na auséncia da enzima,

na presenca de uma solugao de D—(+)-Glicose 10 mmol L.

25
——com enzima|
20 [==—sem enzima

154

10+

/(uA)

04 02 00 02 04 06
E (V) vs. Ag/AgCl

Figura 38. Voltamogramas ciclicos obtidos para uma solugdo de D—(+)-Glicose
10 mmol L' preparada em NaCl 0,1 mol L-' como eletrdlito suporte utilizando-

se eletrodos modificados com e sem a enzima GOx. v=50 mV s.
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A partir dos estudos preliminares por voltametria ciclica, iniciou-se os
estudos para a otimizagdo do biossensor, sendo que a primeira etapa foi a
determinagcdo da concentragdo o6tima (numero de unidades) de GOx por
eletrodo. Para isso, preparou-se quatro dispersdées de CB-CTS, cada uma
contendo uma quantidade definida de GOx a fim de que cada filme depositado
contivesse quantidades de enzima iguais a 5, 10, 15 e 20 unidades por eletrodo,
respectivamente. Com base nos resultados mostrados na Figura 39, verificou-
se que o maior incremento de corrente foi obtido para o biossensor contendo 15
unidades de GOx por eletrodo e, consequentemente, todos os resultados
mostrados posteriormente foram para eletrodos modificados com esta

concentracdo da enzima GOX.

5U 10U 15U 20U
unidades por eletrodo

Figura 39. Grafico de corrente de pico versus numero de unidades de GOXx por
eletrodo obtido a partir de voltamogramas ciclicos registrados para uma de de

D—(+)-Glicose 10 mmol L' preparada em NaCl 0,1 mol L.
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Portanto, a arquitetura do biossensor enzimatico para D—(+)-Glicose foi
consolidada como um filme obtido através da deposicdo de 2 yL de uma
dispersdo de CB-CTS contendo a concentragdo de GOx de 7,5 U uL~'. Para a
determinacgao de D—(+)-Glicose com o biossensor proposto foi utilizada a técnica
de cronoamperometria e, assim, a etapa posterior do trabalho consistiu na
otimizagao do potencial aplicado, variando este de +0,3 a +0,7 V. Na Figura 40
(a) apresentam-se os cronoamperogramas obtidos neste estudo. A partir dos
cronoamperogramas, o grafico de corrente versus potencial aplicado mostrado
na Figura 40 (b) foi construido. O potencial de 0,6 V mostrou-se o mais
adequado para o biossensor CB-CTS-GOx-FCA, pois apresentou o maior
incremento de corrente para uma solugdo de D—(+)-Glicose 20 mmol L' em
relagdo aos demais potenciais estudados, sendo este entdo selecionado para a

construgéo da curva analitica para D—(+)-Glicose.

(b)

60 |

40

/(nA)
/(uA)

20

0 5 10 15 20 25 30 35 03 04 05 06 07
tempo (s) potencial aplicado (V)

Figura 40. (a) Cronomperogramas obtidos no estudo de otimizag&o do potencial
aplicado empregando-se o biossensor CB-CTS-GOx/FCA para uma solugéo de

D—(+)-Glicose 20 mmol L' preparada em NaCl 0,1 mol L-' como eletrdlito
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suporte. (b) Grafico de corrente (subtraida do branco) versus potencial aplicado

obtido a partir dos cronoamperogramas mostrados em (a).

150 4
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/(nA)
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30

0 5 10 15 20 25 30 35 9 18 27
tempo (s) tempo (s)

Figura 41. (a) Cronoamperogramas obtidos para as adigdes de solugdes de
D—(+)-Glicose preparadas (-0,0-0,1-0,5-1,0-5,0-10,0-20,0-30,0 e —
40,0 mmol L-') em NaCl 0,1 mol L' e (b) ampliagdo dos cronoamperogramas

para as concentragdes de 0 a 5,0 mmol L~'. Potencial aplicado = +0,6 V.

Neste estudo, obteve-se uma faixa linear de trabalho de 0,1 a 40 mmol
L, (18,3 a 7212,0 mg dL") e um limite de detecgdo de 0,03 mmol L,
demostrando o sucesso na proposta de arquitetura de biossensor construido, o
qual sera utilizado para a consolidagdo da proposta do projeto que é a

multiplexacado de analise utilizando o yPBDMA.
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Figura 42. Curva analitica obtida por cronoamperometria utilizando o biossensor

CB-CTS-GOx/FCA para as adi¢gdes de solugdes de D—(+)-Glicose (0,0 ;0,1; 0,5

;1,0;5,0;10,0; 20,0 ; 30,0 e 40,0 mmol L") preparadas em NaCl 0,1 mol L-"-

Este estudo proporcionou o desenvolvimento da arquitetura do biossensor

para a determinacdo de D—(+)-Glicose que posteriormente foi utilizada no

sistema multiplexado de analise com o yPBDMA em amostras de urina sintética

e real, juntamente com os demais sensores e analitos propostos.

3.4. DESENVOLVIMENTO

DE

UM

DETERMINAGAO DE CREATININA

BIOSSENSOR

PARA

A
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Para a determinacdo de creatinina, desenvolveu-se um dispositivo
partindo dos mesmos principios funcionais do yPBDMA, ou seja, contendo 3
camadas: uma camada para os WESs, outra para o caminho microfluidico de

papel e uma terceira camada contendo o CE e os pseudo-RE (Figura 43)

é b Ponto de injecdo
] - de amostra

Figura 43. Etapas que envolvem a construgéo do novo dispositivo eletroquimico
descartavel: (a) eletrodo de trabalho, (b) eletrodos de pseudo-referéncia e contra

eletrodo, (c) percurso de amostragem e (d) imagem real do dispositivo montado.

O dispositivo microfluidico descartavel consistiu de dois WEs, sendo o WE
1 dedicado a determinagao de acido urico e o WE 2 voltado para a determinacao
de creatinina. Para a determinacao de acido urico e creatinina, estes eletrodos
de trabalho foram sujeitos a uma etapa preliminar de modificagdo. No caso do
WE 1, a estratégia de modificagdo da superficie do eletrodo envolveu o uso de
quantum dots de grafeno (GQDs, do inglés “Graphene Quantum Dots”) e o acido

urico foi determinado via oxidagao direta sobre o eletrodo modificado, € no caso
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do WE 2 a modificagao foi realizada com o uso dos mesmos GQDs, além da
enzima creatininase (CA, de creatinina amidohidrolase) e do mediador redox
cloreto de hexaaminruténio (lll) (HMR). O mecanismo de detecc¢&o da creatinina
sobre WE 2 modificado é discutido a seguir. A Figura 44, mostra
esquematicamente a composi¢cdo dos eletrodos modificados propostos para
determinacgdo simultanea de acido urico e creatinina. Cabe destacar, portanto,
que o novo dispositivo eletroquimico microfluidico descartavel compds um
sistema misto de deteccdo, envolvendo um sensor eletroquimico no caso da
determinacdo de acido urico e de um biossensor eletroquimico para a

determinacéao de creatinina.

creatinina  creatina —J\n]ﬁk -
v |

53{" fon hexaaminruténio (II1)

&% creatininase

) GQDs

Figura 44. Esquema contendo os eletrodos de trabalho modificados. WE 1 com
modificagdo de GQDs para a determinagdo direta do acido urico e WE 2

modificado com GQDs / CA / HMR para determinagao da creatinina.

O comportamento eletroquimico dos analitos alvo sobre os eletrodos

modificados foi inicialmente estudado de forma separada. Como ja mencionado,
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o WE 1 foi recoberto com um filme de GQDs, e a resposta eletroquimica do acido
urico caracterizada por voltametria de onda quadrada (SWV, do inglés “Square-
Wave Voltammetry”) em solugéo tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH 7). Para avaliar
a influéncia destas particulas monocristalinas de GQDs sobre o comportamento
eletroquimico do acido urico, os voltamogramas de SWV foram registrados
empregando-se o WE 1 ndo modificado e modificado com GQDs. Os
voltamogramas obtidos para acido urico 1,0 ymol L™' sdo apresentados na
Figura 45. Em ambos os casos (WE 1 ndo modificado e WE 1 modificado com
GQDs), um pico de oxidacdo foi observado durante a varredura de potenciais
anodica na janela de potenciais empregada. O pico anddico obtido esta de
acordo com o esperado para a molécula de acido urico, como mostrada na
Figura 46 e envolve a eletrooxidagdo do acido Urico a alantoina’74. O mais
interessante a ser observado dos resultados da Figura 45, é a comparagao da
resposta do acido urico sobre o WE 1 antes e apds a modificagdo com GQDs.
Em comparagdo com o WE 1 ndo modificado, baseado apenas na tinta de
carbono, o potencial de pico para oxidagcdo do acido urico sofreu um
deslocamento de 120 mV para potenciais menos positivos e a corrente de pico

anodica aumentou em 5 vezes.
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Figura 45. Voltamogramas de onda quadrada registrados para acido urico 1,0
umol L ' em tampéo fosfato 0,1 mol L ~' (pH 7,0) utilizando-se o WE 1 nao-

modificado (eletrodo base) e modificado com GQDs.

4 H H
N__N._0© O« _N_ N
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Heo |l I

Figura 46. Reagao de oxidag&o do acido urico 3.

Como ilustrado na Figura 44, para determinacao de creatinina, o WE 2 do
dispositivo foi modificado com as particulas nanocristalinas de GQD e,
posteriormente, com a enzima CA (WE 2) utilizando glutaraldeido como agente
de reticulagdo. Sabe-se bem que o glutaraldeido pode formar liga¢des cruzadas

estaveis pela reagdo com muitos nucledfilos, como os grupos amina, tiol,
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hidroxila e imidazol’®, e esse reagente tém sido amplamente empregado para
preparar biocatalisadores imobilizados, filmes poliméricos, microparticulas,
hidrogéis e membranas’®77-78. Além da enzima CA, o HMR foi incorporado a

superficie eletrodica para funcionar como mediador redox.

Para o estudo da resposta do biossensor enzimatico preparado sobre a
superficie do WE 2, também foi empregada a técnica de SWV. Como
experimentos de controle, voltamogramas do WE 2 modificados com outras
combinagdes dos componentes da interface biossensora também foram
registrados. Como pode ser observado na Figura 47, os eletrodos mostraram
respostas analiticas, que podem ser atribuidas a transformacao eletroquimica do
HMR na superficie do eletrodo. A presenca de GQDs na interface causou um
efeito catalitico na determinacdo analitica da creatinina, que foi obtida pela
combinacao de CA ativa, GQDs e do mediador redox na superficie modificada,
demonstrando que a arquitetura da interface proposta € uma boa alternativa para

o desenvolvimento de um biossensor eletroquimico para a creatinina.
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Figura 47. Voltamogramas de onda quadrada registrados para creatinina 1,0
umol L ~' em tampéo fosfato 0,1 mol L = (pH 7,0) utilizando-se WE 2 submetido

a diferentes modificagdes.

O mecanismo envolvido consistiu no conjunto de reagées mostradas
abaixo. Através do mecanismo proposto, a creatinina € convertida em creatina
pela enzima CA (reagéo 1). Na presenga do mediador redox (HMR), o ruténio Il
reage com a creatina sendo convertido em ruténio Il, etapa quimica (reagao 2).
Concomitantemente com a reacgao 2, o ruténio Il é re-oxidado a ruténio Il em

uma reagao eletroquimica (reagao 3).
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NH,
Reacéao 1
creatinina + H20 —&mae 5 creatina (reagao 1)
Ru(lll) + creatina —— Ru(ll) + produtos (reag&o quimica) (reacéo 2)
Ru(ll) —— Ru(lll) + e~ (reag&o eletroquimica) (reacédo 3)

Para garantir que o sinal analitico registrado esteja de acordo com o
mecanismo proposto, realizou-se um estudo relacionando a transformagao de
creatinina na presenca de cloreto de hexaammineruténio (lll), voltamogramas
ciclicos para creatinina foram obtidos utilizando-se o0 WE 2 modificados com
GQDs e HMR com e sem enzima. Como pode ser observado pelos
voltamogramas ciclicos da Figura 48, na auséncia da enzima CA, adicionando
creatinina em solugao, o processo redox caracteristico do HMR n&o é alterado.
No entanto, com a presencga da enzima, verifica-se um incremento na corrente
anodica obtida, que ocorre devido ao produto da reagdo enzimatica (creatina,
reacao 1) promover a redu¢do do Ru (lll) a Ru (Il) na superficie do biossensor
(etapa quimica, reagao 2), aumentando a concentragdo desta espécie que é
oxidada eletroquimicamente (rea¢do 3), resultando no incremento de corrente
quando comparado aos voltamogramas ciclicos na auséncia da enzima,

corroborando com o0 mecanismo proposto.
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Figura 48. VVoltamogramas ciclicos obtidos para uma solu¢do de tampé&o fosfato
0,1 mol L ~' (pH 7,0) contendo 1,0 umol L' de creatinina utilizando-se WEs 2
modificados com GQDs / HMR antes e apds a incorporagao da enzima CA sobre

o eletrodo modificado.

Levando-se em consideragdo o melhor desempenho eletroanalitico da
SWYV, as medidas eletroquimicas empregando-se o dispositivo descartavel para
a determinacdo simultinea de acido urico e creatinina foram realizadas
utilizando-se esta técnica. Assim, uma série de otimizagcdes foram realizadas
para a obtencao da melhor resposta analitica para ambos os analitos utilizando-
se o sistema de deteccdo mista proposto. Durante as otimizacbes, as
concentragdes de 4cido urico e creatinina foram mantidas constantes e iguais a
1,0 umol L~'. Inicialmente, em relagdo a preparagdo do biossensor de
creatininase, as respostas analiticas (correntes de pico para a oxidagéo
Ru(ll)/Ru(lll)) mais intensas foram alcangadas utilizando-se os filmes obtidos a
partir de dispersdes contendo 1,5 mg/mL de CA e empregando-se solugao de

glutaraldeido 2,0% (v / v) como agente de reticulacédo (Figura 49 (a) e (b)).
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Também foi demonstrado que as maiores correntes de pico foram medidas com
concentragdo de HMR 0,1 mmol L ~' (Figura 49 (c)). O efeito da concentragdo
hidrogeniénica do meio (pH) também foi estudado, obtendo-se os maiores

valores de corrente de pico em pH 7,0 (Figura 49(d)),
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Figura 49. Otimizacdo de parametros utilizados para a determinacdo de
creatinina e acido urico: (a) Influéncia da quantidade de CA; (b) glutaraldeido e
(c) concentragdo de HMR para o WE 2 e (d) influéncia do pH do eletrélito suporte

sobre as correntes de pico obtidas para acido urico e creatinina.

Os parametros analiticos utilizados na técnica de SWV para a

determinagdo simultanea de creatinina e acido urico foram estudados, sendo que
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os valores 6timos obtidos foram: amplitude de modulacéo de 20 mV, frequéncia

de 45 Hz e incremento de potencial de 0,5 mV (Tabela 7).

Tabela 7. Pardmetros analiticos para SWV estudados neste trabalho.

Técnica Parametro Intervalo Selecionado
Frequéncia (Hz) 10a 100 45
SWV Amplitude (mV) 5a100 20
Incremento (mV) 0,1a10 0,5

Antes de avaliar o desempenho analitico do dispositivo eletroquimico
descartavel para a determinagao simultdnea dos analitos alvo, a determinagao
dos analitos sobre cada eletrodo de trabalho do dispositivo foi estudada
separadamente. A Figura 50 mostra os voltamogramas tipicos de SW
registrados no WE 1 do dispositivo ap6s sucessivas adi¢des de acido urico.
Verificou-se o incremento na corrente de pico obtida para solugdes de acido urico
com concentragao crescente, exibindo um comportamento linear ao longo da

faixa de concentragdo de 10,0 nmol L' a 3,0 ymol L.

69



19 Acido Urico

0,2-~ —

06 -04 -02 00 02 04 06
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Figura 50. Voltamogramas de onda quadrada registrados para o WE 1 do
dispositivo para solugdes de tampédo fosfato 0,1 mol L' (pH 7,0) contendo

diferentes concentragdes de acido urico (10,0 nmol L-' — 3,0 umol L).

A Figura 51 mostra os voltamogramas de onda quadrada no caso do WE
2 do dispositivo apds sucessivas adicoes de solugdes de creatinina. Os valores
de corrente de pico também aumentaram com a concentragdo de creatinina
exibindo um comportamento linear ao longo da faixa de concentragao de 10,0

nmol L-"a 3,0 ymol L.
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Figura 51. Voltamogramas de onda quadrada registrados para solugbes de
tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 7,0) contendo diferentes concentragbes de

creatinina (10,0 nmol L' — 3,0 ymol L7).

Depois que os dois WEs do dispositivo foram estudados nas
determinacdes de acido urico e creatinina separadamente, o dispositivo foi
avaliado na determinagao simultdnea de ambos os analitos. Os voltamogramas
de onda quadrada foram obtidos apds sucessivas adicoes de solugdes contendo
diversas concentragcdes de creatinina e acido urico em dispositivos sao

mostrados na Figura 52(a).
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Figura 52. Voltamogramas de onda quadrada registrados no dispositivo para
solugbes de tampao fosfato 0,1 mol L ~' (pH 7,0) contendo diferentes
concentragdes de acido urico e creatinina: 0 (a), 0,01 (b), 0,05 (c), 0,12 (d), 0,20
(e), 0,40 (f), 0,60; (g), 0,85 (h), 1,3 (i), 2,0 (j) e 3,0 umol L. (b) Curvas analiticas

obtidas para creatinina e acido urico.

Observou-se um incremento nos valores de corrente de pico com o
incremento da concentragdo de creatinina e acido urico, exibindo um
comportamento linear (r = 0,997) e (r = 0,996), respectivamente, na faixa de
concentragdo de 10,0 nmol L' a 3,0 ymol L' (para ambos), conforme as

seguintes equacoes:

Creatinina: Ip (uA) = 1,02 x 1076 (+ 5,17 x 10-9) + 0,30 ( 0,0057) x [Creatininal

(umol L)

Acido Urico: I (uA) = 1,00 x 1078 (+ 2,79 x1079) + 0,08 (+ 0,0024) x [Acido
Urico] (umol L)
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Os limites de deteccao de 3,75 nmol L' e 8,40 nmol L' foram estimados
empregando-se o dispositivo proposto e SWV para creatinina e acido urico,
respectivamente. Estes valores foram calculados de acordo com o critério 3 x
(Sb/ m), sendo m o coeficiente angular da curva analitica e Sv é 0 desvio-padréo
de 10 diferentes sinais do branco obtidos por SWV. A seletividade do dispositivo
foi avaliada medindo-se as respostas de SWV geradas por 4 diferentes
substancias interferentes em potencial a uma concentragdo de 10,0 umol L' e
comparado com aquelas obtidas para solugédo contendo creatinina e acido urico
1,0 umol L' sob condigdes de medigao similares. Os seguintes valores de RSD
foram obtidos pela comparacgao dos sinais analiticos na presencga e auséncia dos
seguintes possiveis interferentes: acido ascorbico (0,8%), hidroquinona (0,9%),
dopamina (1,3%), catecol (1,1%), sugerindo assim alta seletividade do

dispositivo para creatinina e acido urico.

3.5. CONSTRUGAO DE UM SENSOR PARA DETERMINAGAO DE
CREATININA BASEADO EM REAGAO DE COMPLEXAGAO

Como uma alternativa ao método enzimatico, desenvolveu-se outro
método para a determinagao de creatinina, usando como principio a formacao
de um complexo entre a creatinina e o cation Fe(lll). Esta etapa tem como
proposta a utilizacao de eletrodo de trabalho modificado de forma mais simples
para a determinagdo de creatinina. Além disso, ha também a vantagem de
diminuir o custo por determinagcdo, uma vez que no lugar de se empregar a
enzima CA com custo de R$ 2600,00 por 100 mg (1000 unidades), emprega o

FeCl3.4H2086, com custo R$ 180,00 por 1,0 kg. Sendo assim, decidiu-se estudar
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a possibilidade da elaboragdo de um sensor para a determinagao de creatinina

a partir da formagao de um composto de coordenagédo com o ion Fe(lll).

Para este estudo, desenvolveu-se um dispositivo com os mesmos

principios desenvolvidos para o uPBDMA (eletrodos impressos utilizando papel

para carregamento e retencdo de amostra, montados por sobreposi¢gao das

camadas tipo sanduiche) denominado microcélula (Figura 53). A denominagao

deste dispositivo foi adotada devido a sua capacidade de 3 pL para

preenchimento total da célula eletroquimica.

Ponto de injecdo de amostra

(a)

Contato
elétrico
WE
L > RE
Disco de papel Contato
Contato (para retencdo de B -l___... elétrico
elétrico amostra Ly

; (b)
-

Figura 53.(a) ilustragdo dos componentes da microcélula, (b) ilustracdo da

montagem e (c) fotografia da microcélula montada.
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Antes da montagem da microcélula, o WE foi modificado da seguinte
forma. Uma dispersao contendo 1 mg de CB em 1 mL de agua ultrapura foi
preparada. Em seguida, um volume de 4 uL desta dispersao foi gotejado na
superficie do WE e seco a temperatura ambiente. Além disso, 1 puL de solugéo
de Fe?* 0,013 mol L' foi gotejado sobre o disco de papel e seco a temperatura

ambiente.

A resposta eletroquimica do dispositivo com CB depositado sobre o WE
foi primeiramente avaliada por voltametria ciclica (CV) na auséncia e presenca
de CNN. Na Figura 54 é mostrado o voltamograma ciclico (preto) de uma
aliquota de 3 pL de solugdo de NaCl 0,1 mol L' na microcélula, cujas correntes
de pico catddica e anddica correspondem aos processos redox do cation ferro 11l
adsorvido no disco de papel da microcélula. O pico de corrente a +0,3 V
corresponde ao processo catddico (redugdo de Fed* a Fe?*), e na diregdo oposta
a+ 0,5V o pico de corrente corresponde ao processo anddico (oxidagéo de Fe?
*a Fe®*). A CNN tem capacidade para coordenar varios cations de metais, como
o cobre, mercurio, platina, cadmio, cobalto, ferro e outros’*8. Como pode ser
visto, apds a adigdo de 3 pyL de uma solugdo de CNN 5,0 mmol L', o
voltamograma ciclico, Figura 54 (vermelho), ndo apresentou o processo redox
de Fe®* indicando que o CNN complexou o ion metalico, sendo o complexo ndo

eletroativo na janela de potencial estudado.
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Figura 54. Voltamogramas ciclicos obtidos a partir da adigdo do eletrélito suporte
NaCl 0,1 mol L' (preto) e de uma solugdo de CNN 5,0 mmol L' CNN em NaCl
0,1 mol L-" como eletrdlito suporte (vermelho). Velocidade de varredura = 50 mV

s

A determinagcdo da CNN foi realizada através do monitoramento da
reducao do Fe (lll) livre (em excesso), adsorvido em papel sobre WE, apds a
complexacédo pelo analito. Quando a amostra foi inserida na microcélula, o
excesso de cation Fe3* foi determinado e a concentragdo de CNN foi encontrada.
Nas reagdes quimicas (Eq. 1) e eletroquimicas (Eq. 2). Os coeficientes
estequiométricos I, m e n correspondem ao ferro coordenado, ferro / elétron no
processo catdodico e CNN necessario para a formagcdo do complexo,

respectivamente.
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(I+m)Fe +nCNN = [Fe, (CNN), ["+mFe*  Eg.1

(@q) (aq)

mFe

- 2+
ap TMme = mkFe" ag Eq. 2

A reacdo entre a creatinina e o ferro (lll) foi analisada por UV-Vis para
confirmar a formagao do complexo. Para esta reacao, a cor da solugao contendo
13 mmol L' de Fe3* muda de amarelo palido para laranja quando uma aliquota
de 2,5 mmol L' de solugdo de CNN ¢ adicionada. Na Figura 55, os espectros
de absorbancia com valor maximo de absorbancia em 333 nm mostram a

formacgdo do complexo8?,

0,7

0,6 !
0,5 !
0,4 !
0,3 !

0,2 -

Absorbancia / u. a.

0,1

0,0
250 300 350 400 450 500
comprimento de onda / nm

Figura 55. Espectro de UV-Vis obtido para uma solugdo de CNN 2,5 mmol L™

em NaCl 0,1 mol L.
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A Figura 56 mostra os voltamogramas de pulso diferencial para o eletrdlito
suporte de NaCl 0,1 mol L' (branco / linhas tracejadas) e para uma solugéo de
creatinina 2,5 mmol L-' em NaCl 0,1 mol L~ (linhas sodlidas) para um WE nao
modificado (preto) e WE modificado com filme CB (vermelho). Como pode ser
observada a partir desta figura, a modificagdo do WE com CB proporcionou sinal
analitico maior que o obtido usando o WE nao modificado. Esses resultados
podem ser atribuidos a alta area superficial especifica, a grande condutividade
elétrica e a estabilidade quimica do CB8', que resulta em uma cinética de
transferéncia de elétrons mais rapida quando comparada a WE nao modificada.
Portanto, os WE's modificados com CB foram utilizados para o melhor

desempenho analitico da microcélula.
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Figura 56. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos a partir da adigdo do
eletrolito suporte NaCl 0,1 mol L™ (linhas tracejadas) de uma solugdo de CNN
2,5 mmol L-' CNN em NaCl 0,1 mol L' como eletrdlito suporte (linhas solidas)
para eletrodos de trabalho ndo modificados (preto) e eletrodos de trabalho

modificados com carbono black (vermelho).

A determinagdo quantitativa da CNN foi realizada empregando DPV e
como eletrolito suporte solugdo de NaCl 0,1 mol L ~'. Devido a formacgéo do
complexo entre CNN e Fe3*, os picos de corrente de redugdo do processo
Fe3*/Fe?* diminuiram proporcionalmente ao aumento da concentragdo de CNN.
Desse modo, a determinacao indireta da CNN foi realizada e a curva analitica
obtida foi linear na faixa de concentragdo de CNN de 0,1 a 6,5 mmol L' com um
limite de detecgdo (LOD) de 0,043 mmol L', demonstrando assim o bom
desempenho da CNN para determinacdo da creatinina, conforme ilustrado na

Figura 57.
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Figura 57 Voltamogramas de pulso diferencial obtidos a partir das adigbes de
concentragdes crescentes de CNN: a) branco; b) 0,1; ¢) 0,5; d) 1,0 e) 1,75; f) 2,5;
g) 3,75; h) 5,0 e i) 6,.5 mmol L~ em NaCl 0,1 mol L' como eletrolito suporte.

Inserido: respectiva curva analitica.

Na Tabela 8, mostra-se a comparagao do desempenho da microcélula em
relacdo a outros sensores desenvolvidos relatados na literarura e, embora
alguns biossensores apresentem menor LOD, esses dispositivos necessitam da
associacdo de trés enzimas para a deteccdo da CNN. Isso os torna mais
complexos e caros do que a microcélula proposta. O bom desempenho analitico
da microcélula torna sua aplicacdo atrativa, devido a rapida formacdo do
complexo entre Fe®* e CNN, pequeno volume de amostra necessario (3 pL)

baixo custo de fabricacéo e o satisfatério LOD obtido.
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Tabela 8. Eletrodos impressos encontrados na literatura para determinagéo de

CNN.
LOD/
Faixa linear
WE Modificagao Técnica mmol Ref.
/ mmol L™
L—1
HF-PGE CdSe QDs DPV 0,44-8,84 0,230 82
Carbono Cobre Ccv 6,00 - 378 0,070 83
Carbono Fc-enzy.ink Cronoamperometria 0,01 -1,00 0,002 84
Platina CA/CI/[SO  Cronoamperometria 0,01 -1,00 0,001 85
Carbono >C=0 SWV 0,37 -3,60 0,008 86
Este
Carbono Fe3* p-a DPV 0,10-6,5 0,043
trabalho

HF-PGE: eletrodo de grafite de fibra oca; CdSe QDs: quanta dots de seleneto de cadmio; DPV:

voltametria de pulso diferencial; CV: voltametria ciclica; Fc-enzy.ink: ferrocenometanol recoberto

com tinta de enzima contendo amidinohidrolase, creatina amidinohidrolase, sarcosina oxidase e

peroxidase; CA / Cl/ SO: creatininase, creatinase e sarcosina oxidase; > C = O: grupos carbonila

eletrogerados; SWV: voltametria de onda quadrada; Fe** p-a: ferro (lll) adsorvido no papel.

A seletividade do dispositivo foi testada em relagdo a substancias

consideradas como potenciais interferentes. Em uma amostra contendo

creatinina foram adicionados D—(+)-Glicose, acido urico, dopamina, acido

ascorbico e cafeina nas razbées em concentragdo de 1: 0,5; 1: 1 e 1: 2,

respectivamente. Experimentos de DPV foram realizados e a variagdo da
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corrente de pico correspondente a determinacéo de creatinina n&do ultrapassou

9,5%, demonstrando a boa seletividade do método proposto.

3.6. DETERMINAGAO SEQUENCIAL DE D—(+)-GLICOSE, CREATININA E
ACIDO URICO UTILIZANDO O uPBDMA

Dois médulos de multiplexagdo comerciais acoplados (MUX-SCNR8) com
8 canais cada um, foram conectados ao potenciostato Autolab PGSTAT
possibilitando analises multiplas de forma sequencial nas 16 células
eletroquimicas do PpPBDMA, devido a capacidade dos moddulos em
multiplexarem os WEs e REs. Em virtude da possibilidade de deteccao de
diferentes analitos na mesma amostra utilizando o yPBDMA, D—(+)-Glicose,
creatinina e acido urico foram sequencialmente monitorados em uma Unica
matriz de analise. Para isso, uma aliquota contendo 60 yL de amostra foi
adicionada no ponto central do dispositivo e diferentes medidas eletroquimicas
foram realizadas nos dezesseis eletrodos sequencialmente. Os resultados
obtidos para cada analito sdo apresentados e discutidos separadamente nos

itens abaixo.

3.6.1. Determinagao de D—(+)—Glicose

O desempenho analitico foi avaliado por adicdo de com diferentes

concentragdes de D—(+)-Glicose para a construgao da curva analitica. Para cada
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concentragdo estudada foi utilizado e descartado um novo yPBDMA e os
resultados obtidos s&o apresentados na Figura 58. Obteve-se uma resposta
linear para D—(+)-Glicose no intervalo de 0,625 a 20 mmol L' representada pela
equagao | (uA) = 0,603 (UA / mol L =) x [GLU] (mol L =) + 0,163 (uA) com um
coeficiente de correlagéo (r) de 0,996 e limite de detecgédo (LOD) estimado em
0,12 mmol L™, calculado por trés vezes o desvio padrdo do sinal analitico do

branco (n = 10) dividido pelo coeficiente angular da curva analitica.

60
14
501 @ J
104
40 = 6]
< 4
SR 4
~ o ‘ . ‘ .
0 s 10 15 20
20 - [GLU] (mmol L")
10 - \
0_ =3
0 20 40 60 80 100

tempo / s

Figura 58. Amperogramas obtidos a partir das adigbes de concentragbes
crescentes de D—(+)-Glicose: a) branco; b) 0,626; c) 1,25; d) 2,50; e) 5,00; f)
10,0; g) 15,0 e h) 20,0 mmol L' em NaCl 0,1 mol L' como eletrélito suporte,

potencial aplicado = +0,4 V. Inserido: respectiva curva analitica.
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3.6.2. Determinacao de creatinina

A determinagcdo da creatinina foi baseada em etapas quimicas e
eletroquimicas envolvendo a formagao de um complexo entre a creatinina e o
ion Fe3". Este procedimento tem a vantagem de ser simples e menos
dispendioso para a determinacédo da creatinina em comparagdo com 0 ensaio

enzimatico.

Para a determinagéo da creatinina usando o yPBDMA, o papel foi previamente
modificado com uma quantidade conhecida de ions Fe3* pela adicdo de uma
solugdo 0,013 mol L' de FeCls.4 H20 na superficie do papel logo acima da
superficie do eletrodo (ponto de sensoriamento) e apds seco a temperatura
ambiente, o dispositivo microfluidico foi montado. Desta forma, quando a solugao
de amostra foi injetada e alcangou a regido sobre a superficie do eletrodo, a
creatinina reagiu com Fe?* adsorvido em papel, formando o complexo CNN-Fe
(). Apds a complexagdo dos ions Fe3* em concentragdo constante e em
excesso, a intensidade do pico de redugdo dos ions Fe®* ndo complexados
diminuiu proporcionalmente ao aumento da concentracdo de creatinina
adicionada. Este principio de operagcdao € baseado no monitoramento do

processo de reducéo Fed */Fe?* para determinacgéo indireta de creatinina.

O desempenho analitico do dispositivo foi avaliado pelas respostas de
corrente de pico de redugédo (Fe3*/Fe?*) em fungdo da adigdo de diferentes
concentragdes de CNN em NaCl 0,1 mol L' como eletrélito de suporte nas
concentragdes 0,0 (branco); 0,106; 0,203; 0,406; 0,813; 1,625; 3,250 e 4,500
mmol L' em experimentos de voltametria de pulso diferencial (DPV). A Figura
59 mostra os resultados obtidos para determinacdo de creatinina usando
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NPBDMA. Como pode ser visto, uma diminuicdo na intensidade da corrente de
pico foi obtida quando a concentragéo de creatinina aumentou, como esperado.
As respostas de pico de corrente catddica apresentaram uma correlagao linear
com a concentracdo de creatinina na faixa de 0,106 a 4,500 mmol L-'. O
uPBDMA apresentou a curva analitica, | (uA) = 2,80 (WA / mol L =) x [CNN] (mol
L-"-12,32 (uA), r= 0,997 e LOD de 0,084 mmol L~ ' demonstrando o emprego
do dispositivo proposto como uma boa alternativa aos métodos enzimaticos para

a determinacao da creatinina.

1/ pA

[(;NN] /2mm013L’[ ' 5
04 06 03 L0 12
E vs. Ag/iAgCl/V

0

Figura 59. Voltamogramas de pulso diferencial, obtidos a partir das adi¢oes de
concentragdes crescentes de CNN: a) branco; b) 0,106; c) 0,203; d) 0,406 e)
0,813; ) 1,625; g) 3,250 e h) 4,500 mmol L-' em NaCl 0,1 mol L-' como eletrolito

suporte. Inserido: respectiva curva analitica.

3.6.3. Determinacgao de acido urico
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A determinacdo do acido urico utilizando o yPBDMA compreende a
modificacao anterior do WE com um filme CB antes da montagem do dispositivo.
A contribuicdo do CB para a resposta eletroquimica de UA foi avaliada por
experimentos de DPV comparando o WE modificado e ndo modificado na
presenca de 2 mmol L~ de UA, como mostrado na Figura 60. O pico de resposta
da corrente catédica de WE modificado com CB apresentou valor 6,8 vezes
superior ao WE nao modificado. Este resultado é atribuido a grande
condutividade elétrica e alta area superficial especifica do CB, resultando em
uma cinética de transferéncia de elétrons mais rapida 8'. Portanto, os WE's
modificados com CB foram utilizados para o desempenho analitico do

dispositivo.
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0,10 4
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0,00 +

0,I35 I 0,110 I 0,215 I O,ISO
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Figura 60. VVoltamogramas de pulso diferencial obtidos a partir das adi¢des de
UA 2 mmol L-' em NaCl 0,1 mol L' como eletrolito suporte para o eletrodo sem

modificagao (preto) e o eletrodo modificado com um filme de CB (vermelho).
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Utilizando o yPBDMA com o eletrodo modificado por CB e a técnica de
DPV obteve-se uma resposta linear para adicdes de solucdo de UA na faixa de
0,047 a 3,000 mmol L' e os resultados sdo apresentados na Figura 61. A curva
de calibragdo | (uA) = 0,012 (WA / mol L =) x [UA] (mol L = ') + 0,004 (uA), com r

de 0,999 e LOD de 0,012 mmol L.

0.454
0.40] L2
0.354
0.30]
0.254

I (uA)

0.204
0.15
0.10
0051 &
0.00

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0
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0,3 0:4 0:5 0,6 0,7
E (V) vs. Ag/AgCl

Figura 61. Voltamogramas de pulso diferencial, obtidos a partir das adi¢ées de
concentragdes crescentes de UA: a) branco; b) 0,047; c) 0,094; d) 0,188; e)
0,375; f) 0,750; g) 1,500 and h) 3,000 mmol L-' em NaCl 0,1 mol L-' como

eletrélito suporte. Inserido: respectiva curva analitica.

Como descrito acima, o yPBDMA apresentou excelentes resultados para

analise sequencial destes trés analitos, obtendo boa resposta linear e limites de
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deteccdo. O design do dispositivo permite o desenvolvimento de 16 sensores
independentes e / ou biossensores, dando a possibilidade de multiplas analises

usando apenas um pequeno volume de amostra (60 pL).

Como a proposta deste trabalho baseia-se em analises clinicas,
comparou-se os resultados obtidos com os valores de referéncia?6-3335 de cada

analito em miligramas por decilitro, como mostrado na Tabela 9.

Tabela 9. Comparativo dos resultados obtidos utilizando o yPBDMA com os
valores de referéncia.

Analito Faixa Linear LOD Ref.
(mg dL-") (mg dL") (mg dL-")
GLU 11,2- 360 2,16 0-15,0%
CNN 1,2-50 0,95 0.45-1,7%
UA 0,8 -50 0,20 14 - 16%°

Desta forma, verificou-se que o yPBDMA foi aplicado com sucesso para
a deteccgao de altos niveis dos analitos, sendo capaz de realizar o diagnéstico de
disfuncdes e até faléncia renal evidenciado por altas concentracées de GLU,

CNN e UA na urina.

3.7. Desempenho yPBDMA para detecg¢ao sequencial de D—(+)-Glicose,
creatinina e acido urico na urina.
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O desempenho do dispositivo para analise sequencial foi testado em
relagdo a amostras reais de urina. Para isso, diferentes quantidades de GLU,
CNN e UA foram adicionadas em duas amostras contendo 200 pl de urina e 800
gl de eletrdlito em cada uma. Os resultados estao apresentados na Tabela 10.
Estes dados demonstram que usando o YPBDMA foi possivel obter bons
resultados para a recuperacdo de todos os biomarcadores com valores entre

97,4 € 104%.

Tabela 10. Estudos de adi¢cado/recuperagao para determinagao de GLU, CNN e
UA em amostras de urina fortificadas.

Amostra GLU /mmol L1 CNN /mmol L UA /mmol L7

. Rec / . Rec. / . Rec. /
Adic Rec % Adic Rec % Adic Rec. %

‘Urina1 2,50 2,61+0,03 1044 0,50 0,51+0,01 101,8 0,50 0,49+0,02 97,40
‘Urina2 10,00 9,89+0,05 98,9 2,00 2,03+0,06 101,65 1,50 1,55+0,07 103,00

Recuperagao = ([encontrada]/[adicionada])*100
*n=4

A seletividade de yPBDMA para analise sequencial de GLU, CNN e UA
foi avaliada para potenciais interferentes inerentes as amostras de urina. Para
isto, em uma amostra contendo os trés analitos com mesmo valor de
concentragéo (2,5 mmol L-') em 0,1 mmol L~ de NaCl, foram adicionadas ureia,
acido ascérbico, dopamina e cafeina nas propor¢des de 1: 0,5; 1: 1 e 1: 2 (analito:
interferente). Os resultados obtidos mostraram variagdes de sinais analiticos
inferiores a 8,25% indicando a néao interferéncia dos compostos avaliados e na

resposta dos sensores.
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A repetibilidade da resposta analitica do yPBDMA foi também estudada.
Inicialmente foi monitorada a resposta obtida para cada analito no mesmo
dispositivo 8 nas concentragdes 10, 1,75 e 1,5 2,5 mmol L' (GLU, CNN e UA
respectivamente) e os RSD obtidos foram de 3,97% para GLU, 5,28% para a
CNN e 3,56% para a UA Este estudo também foi realizado para diferentes
dispositivos (n = 5) para as mesmas concentragdes utilizadas anteriormente e

de RSDs obtidos foram 5,45% para GLU, 6,92% para CNN e 6,25% para UA.

Os resultados comprovam que a combinagcdo de canais microfluidicos
baseados em papel e multiplos sensores eletroquimicos ao redor do local da
amostra permitiram uma distribuicdo radial homogénea da amostra, permitindo
determinagdes simples e de baixo para GLU, CNN e UA, de modo sequencial

em um unico dispositivo.
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4. DESENVOLVIMENTO DE DISPOSITIVO PARA DETERMINAGAO DE PSA

41.

OBJETIVO

O objetivo desta etapa da pesquisa foi o desenvolvimento de um

dispositivo para a sua utilizagdo como imunossensor para a determinagao dos

niveis de PSA em sangue, para diagnostico de cancer de prostata

4.2,

MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Folhas de poliéster (USA Folien)

Adesivo de vinil (Imprimax)

Adesivo dupla face 3M

Tinta condutiva de carbono (Gwent)

Tinta condutiva de prata/cloreto de prata (Gwent)

Impressora de recorte Silhouette CAMEO 3 gerenciada pelo software
Silhouette Studio
Acido ferrocenocarboxilico (Sigma Aldrich, USA)

BSA — Albumina de soro bovino (Sigma Aldrich, USA)

Grafeno (Sigma Aldrich, USA)

PDDA - Poli (cloreto de dialildimetilamonio) (Sigma Aldrich, USA)
Acido Clorodaurico (Sigma Aldrich, USA)

Tampao TW20 (Sigma Aldrich, USA)

Anticorpos primarios e secundario Anti-p16 e o peptideo p16 (IMUNY)
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e Todas as solugbes foram preparadas utilizando-se agua ultrapura
(resistividade > 18,0 MQ cm) obtida em um sistema Millipore Milli-Q

e Potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT-12 (Eco Chemie, Holanda)
com um modulo de multiplexagao (MUx) controlado pelo software NOVA

2.2

4.3. Desenvolvimento do dispositivo para determinacao de PSA

Para esta parte do trabalho, desenvolveu-se um novo dispositivo para
adequar-se a proposta de utilizagdo de um imunossensor para a determinagao
dos niveis de PSA, relacionados com o cancer de prostata. Para isso, alguns
aspectos foram levados em consideragcdo para a obtengdo de um dispositivo
descartavel robusto e que atenda as necessidades da arquitetura do
imunossensor, cujas etapas estdo descritas a seguir:

A técnica envolvida para a confecgdo dos eletrodos foi a mesma ja
discutida anteriormente, que é a produ¢do de uma mascara de vinil com o
formato dos eletrodos, a fixacdo deste em uma folha de poliéster seguido pela
deposicao das tintas condutoras e cura por aquecimento. O WE, RE e o CE estao

alocados na mesma camada, conforme ilustrado na Figura 62.
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contatos
elétricos

Figura 62. llustragcdo do componente do dispositivo que contém os eletrodos de

trabalho, referéncia e contra eletrodo.

O canal microfluidico foi construido utilizando um cartdo dupla-face com
espessura de 0,5 mm com um canal retangular de 2 mm de largura e com dois
reservatorios: um para a injegdo de amostra e outro para a captagao do residuo
apos a centrifugacao. Além disso, este componente do dispositivo foi construido
utilizando mais duas folhas de poliéster, uma com um canal retangular de 2 mm
de largura (tal como o cartdo dupla-face) e outro com um orificio de injecdo de
solugdo e uma janela para a etapa de incubagdo e medidas eletroquimicas,

conforme ilustrado na Figura 63(a,b,c,d).
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injecdo

descarte

Figura 63. (a) Componente do canal microfluidico do dispositivo, (b) Esquema
de contagem do canal microfluidico, (¢) acoplamento do canal microfluidico ao

sensor e (d) ilustragdo do dispositivo montado.

Para a utilizagao deste sistema, foi adaptado a um Spinner, um brinquedo
que possui um rolamento central para gira-lo em torno de seu eixo. Para isso,
utilizou-se uma base com uma haste e fixou-se ao rolamento do Spinner para
utiliza-lo como uma centrifuga. Este sistema foi desenvolvido para transportar as
solugdes do ponto de injecdo ao ponto de descarte e para fazer a separagéo do
soro sanguineo e as hemacias em tubos capilares fixados no Spinner. Na Figura

64 ¢ ilustrada a proposta do sistema proposto.
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Figura 64. llustracado do dispositivo acoplado ao spinner proposto neste trabalho.

4.4. IMUNOSSENSOR PARA O MONITORAMENTO DOS NiVEIS DE PSA
PARA CANCER DE PROSTATA

4.4.1. Desenvolvimento do imunosensor

A modificacdo do WE foi realizada seguindo algumas etapas de preparo

utilizando a técnica layer by layer, conforme descrito a seguir.

e Sintese de 6xido de grafeno

Em 100 mL de uma mistura de H2SO4/HNO3 concentrado em uma

propor¢ao 1:1 adicionou-se 100 mg de grafeno, mantendo esta mistura sob

95



agitacao por 24 horas a temperatura ambiente e em seguida a suspenséo de GO
(6xido de grafeno, do inglés “graphene oxide”) obtida foi filtrada e lavada com

agua ultrapura até um pH entre 6,5-7,0 e depois seco em uma estufa a 100 °C.

e Sintese das nanoparticulas de ouro (AuNPs)

A sintese das AuNPs foi realizada baseando-se no método de
Turkevich®. Primeiro, uma solugéo de 0,508 mL de HAuUCIls (1% m/v) em 49,492
mL de agua ultrapura foi aquecida até atingir a ebuligdo. Posteriormente,
adicionou-se rapidamente 5 mL de uma solugéo de citrato de sédio (40 mmol
L-"), mantendo o aquecimento e agitagio por aproximadamente 10 minutos até
observar-se a mudanga na coloragdo da solucdo de amarelo palido para
vermelho; agitando-se por mais 15 min a temperatura ambiente®®. Apds essa

etapa as AuNPs foram protegidas da luz e armazenadas a 4 °C.

e Conjugacdo do anticorpo secundario anti-PSA com AuNPs.

Primeiro, 100 mL do anticorpo secundario policlonal anti-PSA (sPAb2)
(1mg mL-") foram adicionados com agitagao suave em 1,5 mL de suspenséo de
ouro coloidal com pH ajustado para 9,0 usando tampao borato 50 mM. Foi
incubado por 20 min a 25 °C e 650 rpm e depois disso, 100 mL de BSA 5% (em
agua milli-Q) foram adicionados e incubados novamente por 20 min a 25 °C e
650 rpm. Finalmente, a suspenséo de sPAb2-AuNPs foi centrifugada por 20 min
a 14000 rpm a 4 °C e suspensa em 1,5 mL de tamp&o PBS 10 mmol L', pH =

7,4 com 0,3% de BSA.
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e Modificacdo do eletrodo.

A modificacdo do WE para a obtencdo do imunossensor foi realizada
utilizando a técnica layer by layer, cujas etapas estdo descritas a seguir e
ilustradas posteriormente na Figura 65:

= Etapa 1: Depositou-se 1 yL de uma solucdo do polimero catidbnico PDDA

(cloreto de polidialildimetilamonio) (2 mg mL~" em NaCl 0,05 mol L")

deixando esta solugéo por 20 minutos em repouso, sendo em seguida o

eletrodo lavado com agua ultrapura e seco;

=> Etapa 2: Uma aliquota de 1 pL de uma dispersédo de GO (1 mg mL'em
agua) foi gotejada sobre o WE deixando-se em repouso por 20 minutos.

Em seguida, lavou-se o eletrodo e seco a temperatura ambiente;

=>» Etapa 3: Uma aliquota de 1 yL de uma solug¢ao mista de EDC/NHS (0,4 e

0,1 mol L' respectivamente, preparada em tamp&do MES 100 mmol L',

pH = 5,6) foi depositada sobre o WE deixando-se reagir por 10 minutos

para a ativagdo dos grupos carboxilicos presentes no GO e posterior
ligacdo covalente com o anticorpo secundario (item a seguir) e lavado

repetidamente com agua ultrapura para a remogao do excesso e

posteriormente seco;

= Etapa 4: Adicionou-se 1 yL de uma solugédo do anticorpo primario anti-

PSA (sPAb1) 10 yg mL™", cuja incubagéo deu-se em um periodo de uma

hora, via ligagao covalente com o GO através do EDC/NHS. Lavou-se os

eletrodos com tampdo PBS 10 mmol L™, pH = 7,4 e TW20 0,05% (m/v)

seguido de secagem.
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=» Etapa 5: Adicionou-se 1 uL de uma solugao de BSA 2% (em tampao PBS
10 mmol L', pH = 7,4 e TW20 0,05% (m/v)) e apés uma hora o WE foi
lavado cuidadosamente para a retirada do excesso de BSA e seco;

=» Etapa 6: O procedimento anterior foi repetido usando etanolamina 1 mmol
L-" pH = 8,5. Estas duas ultimas etapas foram realizadas com o objetivo
de realizar o bloqueio de possiveis sitios ativos para ligagbes nao
especificas dos anticorpos ou mesmo da superficie do WE.

=» Etapa 7: Adicionou-se 1 yL de uma solugédo de PSA (em tamp&o PBS 10
mmol L', pH = 7,4) e deixou-se reagir por um periodo de uma hora para
ocorrer a incubagao deste analito. Nesta etapa, concentragdes diferentes
de PSA foram utilizadas para a construgao da curva analitica, conforme

sera mostrado posteriormente;

As etapas de modificacdo do WE e captura do PSA foram realizadas antes
da montagem do eletrodo. Porém, a etapa de conjugagdo do anticorpo
secundario e a medida eletroquimica sao feitas com o dispositivo ja montado,

conforme descrito nas etapas a seguir.

= Etapa 8: Adicionou-se 2 pL da solugdo de sPAb2-AuNPs (preparada
anteriormente) sobre o WE. Esta etapa de incubagao ocorreu por um
periodo de uma hora e apds injetou-se 20 puL de tampao PBS 10 mmol
L-', pH = 7,4 e centrifugou-se utilizando o spinner para a remogdo de
sPAb1-AuNPs n&o ligado.

=» Etapa 9: Sobre a janela de sensoriamento, injetou-se uma solugdo de HCI

0,1 mol L™ (utilizada como eletrolito) e entdo, utilizando a técnica de
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DPCSV (voltametria de redissolugdo catédica por pulso diferencial, do
inglés, “differential pulse cathodic stripping voltammetry”) para o
monitoramento dos niveis de PSA para cada imunossensor baseado no
sinal analitico obtido a partir da redissolucéo catddica das AuNPS, que é
proporcional a concentracdo de PSA na solugdo/amostra. Utilizou-se um
potencial de pré-concentragdo de +1,25 V por 180 segundos antes das
medidas eletroquimicas. Posteriormente, realizou-se uma varredura de

potencial de +1,25 a 0 V empregando a técnica de DPCSV®°.

As etapas de construgado do imunossensor estao ilustradas na Figura 65,

a seguir

Etapa 2

Etapa 1
) —)

Etapas

AN B |

5

PDDA GO sPAb1
o (

ﬁ % /

PSA BSA Etanolamina

T

sPAb2-AuNPs

Figura 65. Esquema para a ilustracdo das etapas de modificagdo do eletrodo

para a construcdo do imunossensor para a determinagao de PSA.
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4.5, DESENVOLVIMENTO E CONSTRUGAO DE DISPOSITIVO
IMUNOSSENSOR PARA DETERMINAGAO DE UM BIOMARCADOR
PARA O CANCER DE PROSTATA

O principio de funcionamento do imunossensor € baseado em alguns
fundamentos, descritos a seguir. E importante ressaltar que a cada etapa de
modificagdo do imunossensor o eletrodo foi lavado para a retirada do excesso
de cada componente depositado que nao foi ligado ao WE (evitando resultados
equivocados). Primeiramente foi depositado um filme com o polimero catiénico
PDDA, para a obteng¢ao de uma superficie carregada negativamente e posterior
deposigao do filme de éxido de grafeno. A opc¢ao pelo filme de GO ¢ justificada
pela presencga de grupos carbonila em sua estrutura, e assim obter-se ligagdes
amida com os grupos amina do sPAb1 utilizando EDC/NHS, onde o EDC reage
com o grupo carboxila, formando um intermediario que reage com aminas
primarias (o-acilsouréia). Como este intermediario sofre hidrolise faciimente,
regenerando o grupo carboxila, utilizou-se o NHS, formando um intermediario
mais estavel®’ (mecanismo geral mostrado na Figura 66) na etapa anterior a

ancoragem do sPADb1.
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Figura 66. Mecanismo de ativagao do grupo carboxila utilizando EDC/NHS

Reacgbes inespecificas (ndo desejadas) podem ocorrer sem o bloqueio
adequado da superficie do eletrodo, devido a “lacunas” entre os anticorpos
ligados ao WE. Neste caso, tanto o BSA quanto a etanolamina foram utilizados
para o bloqueio da superficie do eletrodo de possiveis regides na qual os

anticorpos nao se ligaram.

Na etapa a seguir, uma das mais importantes do procedimento, foi feito a
incubagédo do PSA sobre o eletrodo modificado com o anti-PSA. Cada conjunto
de 5 dispositivos foram incubados com uma concentracdo determinada de PSA
para a construcao da curva analitica e suas respectivas replicatas. No dispositivo
montado, procedeu-se com as a seguintes etapas: modificagdo do WE com o
anticorpo secundario, captura do biomarcador PSA, incubagdao com o sPAb2-
AuNPs, na janela do dispositivo por 1 hora, ocorrendo a ligagao especifica do
tipo sanduiche entre sPAb2-AuNPs e sPAb1 com o alvo PSA. Posteriormente, o
eletrodo foi lavado com tampéao PBS (pH 7,4) para remogao do sPAb2-AuNPs

nao ligado, evitando assim a obtencao de resultados equivocados.

A performance analitica dos imunossensores eletroquimicos foi avaliada
para diferentes concentragbes de PSA, apresentando correlagdo logaritmica

entre os sinais analiticos obtidos e as concentragdes de PSA, conforme
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representado pela curva analitica, |/ (uA) | = 0,51 (uA / ng mL =) x log [PSA]
(ng mL™") + 0,64 (uA), onde a faixa linear de trabalho obtida foi de 0,05 a 25,0 ng

mL-', conforme ilustrado na Figura 67.
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0,34 *
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-1,54 g [PSA]/ngmL "
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E vs. (Ag/AgCl)/V
Figura 67. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos a partir das adi¢des de
concentragdes crescentes de PSA: a) branco; b) 0,05; c) 0,25; d) 0,50; e) 2,50;
f) 5,00 e g) 25,0 ng mL~" em HCI 0,1 mol L' como eletrdlito suporte. Inserido:

respectiva curva analitica.

Estes resultados obtidos para a determinacao de PSA pelo imunossensor
mostraram-se promissores, dado a boa faixa linear obtida, o LOD (0,0014 ng
mL-") e também o coeficiente de correlagdo (r = 0,984), mostrando que o
imunossensor tem a capacidade de operar dentro e acima dos limites
considerados normais da concentragdo de PSA (10 ng mL™") podendo inclusive
trabalhar com amostras diluids, além disso, o dispositivo possibilita a operacao
com pequenos volumes de amostra, sendo também possivel a utilizacdo do

dispositivo em analises point of care para auxiliar no diagndstico de cancer de
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préstata, resultados estes que foram corroborados ao realizar os experimentos

de analise em amostras de soro sintético, como explorado a seguir.

A amostra de soro humano sintético foi preparada utilizando 3,0 g de
NaCl, 0,16 g de NaHCOs, 3,5 mg de triptofano, 2,3 mg de glicina, 3,2 mg de
serina, 3,7 mg de tirosina, 6,6 mg de fenilalanina, 9,1 mg de lisina, 6,3 mg de
histidina, 29,0 mg de acido aspartico, 9,1 mg de alanina e 10,0 mg de arginina
foram dissolvidos em agua em um baldo volumétrico de 250 mL. As amostras
foram, em seguida, fortificadas com concentragdes conhecidas de PSA, e
analisadas diretamente pelo respectivo método voltamétrico, cujos resultados

estao expressos na Tabela 11.

Tabela 11. Estudos de adicao/recuperagao para determinagao de PSA em
amostras de soro humano sintético fortificadas.

Amostra PSA /ng mL™"
Rec/
%
"Soro 1 0,5 0,47+0,02 94,0
"Soro 2 25 2,61+0,05 104,4
"Soro 3 50 4,99+0,04 99,8
Recuperacgao = ([encontrada]/[adicionada])*100
*n=4

Adic Rec

Como mostrado acima, trés amostras de soro humano sintético fortificada
com diferentes concentragoes de PSA (0,5, 2,5 e 5,0 ng mL-") foram utilizadas
obtendo-se bons valores de recuperagdo, demonstrando sucesso na proposta
de desenvolvimento deste biossensor, como um dispositivo de baixo custo e de

analise rapida (em relagdo aos médotos convencionais de analise).
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5. CONCLUSOES

Quando se trata de novas plataformas para a construgao de biossensores,
as etapas do projeto, construgédo, avaliagdo do desempenho e otimizagcdo do
dispositivo utilizado sdo de grande importancia. Por isso, destaca-se todo o
processo de desenvolvimento do yPBDMA, que sofreu diversas alteracbes em
seus componentes em relagdo ao proposto no projeto de pesquisa. Durante o
desenvolvimento do trabalho, diversos desafios foram encontrados, como a
questdo da diferenca na resisténcia obtida para os eletrodos, que levou a
modificagcdo do desenho dos WEs. Porém, o componente do yPBDMA que foi
significativo para a elaboragcdo da versdo atual do dispositivo foi o caminho
microfluidico. Inicialmente, o projeto foi alterado para evitar a lixiviagado dos
produtos de reagcdo de um ponto de sensoriamento até o seguinte, resultando
em um componente que evita a intercomunicacido entre os pontos de
sensoriamento e mantém os produtos de reacao confinados nestes. Foi
realizado entdo ensaios de desempenho deste dispositivo e verificou-se que
havia uma acentuada queda no sinal analitico obtido para cada ponto de
sensoriamento avaliado. Ao estudar este efeito verificou-se que este gradiente
de concentragdo ocorria devido a efeitos cromatograficos no caminho
microfluidico, levando-se entdo a elaboragdo do projeto de construgdo do
caminho microfluidico de geometria hexadecagonal. Com este novo modelo de
caminho microfluidico, o transporte do fluido, do ponto de injecéo até o ponto de
sensoriamento ocorreu igualmente para todos os 16 canais do uPBDMA,
minimizando os efeitos causados pela CCD no dispositivo. Assim, todos os
demais componentes do dispositivo foram projetados e construidos para se

adaptarem ao novo tipo de caminho microfluidico proposto, obtendo assim a
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respostas analiticas similares para todos os canais, utilizando a sonda
eletroquimica. Com base nisso, estes estudos foram muito importantes, pois o
processo de desenvolvimento do dispositivo, a avaliagado de seu desempenho e
os estudos para a obtengcdo de um biossensor com a plataforma do yPBDMA
proporcionaram um grande acréscimo de conhecimento.

Durante esta etapa do trabalho, verificou-se a necessidade de mudancas
estruturais no yPBDMA, e isso acarretou na melhoria do desempenho do
dispositivo, no que diz respeito a repetibilidade entre eletrodos e também entre
dispositivos, refletindo na qualidade dos dados coletados em experimentos
utilizando o dispositivo. A partir dos aprimoramentos realizados, obteve-se
sucesso nos testes em modo de analise multiplexada, onde conseguiu-se utilizar
quatro técnicas distintas (CV, DPV, SWV e cronoamperometria) num mesmo
dispositivo no modo sequencial automatico. Estudou-se a arquitetura do
biossensor destinado a determinagdo de D-(+)-Glicose no YPBDMA, e
determinou-se que o melhor arranjo para o biossensor foi aquele construido
utilizando-se o CB como nanomaterial de carbono e GOx (7,5 U yL~") contendo
o mediador redox FCA, obtendo-se uma faixa linear de trabalho de 0,1 a 40 mmol
L L', e um limite de detecgdo de 0,03 mmol L-'. Para a construgédo de um sensor
para a determinacéo de creatinina, abordou-se duas propostas, uma consistiu
na constru¢ao do biossensor contendo a enzima CA com detecgao de creatinina
mediada pelo HMR, e outra baseada na formagao de um complexo de Fe (lll)
com o analito em questao. Para o biossensor, a arquitetura proposta, composta
por GQDs-CA-HMR, demostrou um bom desempenho analitico, sendo obtida
uma faixa linear de concentragéo de 10,0 nmol L-"a 3,0 umol L' e baixos limites

de detecgdo (3,75 nmol L' e 8,40 nmol L' para a creatinina e acido Urico,
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respectivamente). Nao obstante, propés-se uma nova arquitetura de sensor para
a determinacao de creatinina, baseado na formag&o de um complexo de Fe (lll)
com a creatinina, a partir do monitoramento da redugéo do Fe (lIl) para Fe (Il) na
presenca de creatinina. Com esta arquitetura, obteve-se uma faixa linear de
trabalho de 0,10 a 6,5 nmol L' e um limite de deteccao de 0,0043 nmol L,
evidenciando o sucesso desta etapa, sendo assim escolhido estes parametros
para ser utilizado na analise multiplexada. Um grande destaque do yPBDMA foi,
além de sua robustez, a possibilidade de realizar experimentos sequenciais para
3 analitos diferentes utilizando uma unica aliquota de amostra. Para a analise de
D—(+)-Glicose, creatinina e acido urico, obteve-se faixas lineares de 0,625 a 20
nmol L-, 0,106 a 4,500 nmol L-" e 0,047 a 3,000 nmol L-" além de LODs de 0,12,
0,084 e 0,012 (para GLU, CNN e UA, respectivamente). Esta etapa do trabalho
demonstrou que, além do sucesso da proposta de analise destes trés analitos,
mostra-se que o JPBDMA tem potencial para sua utilizagdo com mais arranjos
de sensores e/ou biossensores, desenvolvendo plataformas de diagnéstico mais
completas.

Por fim a proposta de desenvolvimento de um dispositivo para
acoplamento de um biossensor para a determinagao de PSA foi realizada com
sucesso, tanto no desenvolvimento do dispositivo quanto na aplicacdo do
biossensor. O Spinner auxiliou nas diversas etapas de lavagem do dispositivo e
também sera utilizado como centrifuga para a separagao do soro e hemacias em
amostras de sangue humano posteriormente. Os resultados obtidos com o
biossensor evidenciaram seu bom desempenho obtendo uma faixa linear de 0,5
a 5,0 ng mL" e limite de detecgdo de 0,014 ng mL-'. Além disso, o analito foi

quantificado com sucesso em amostras de soro humano sintético.
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