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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE DISPOSITIVOS ELETROQUIMICOS
DESCARTAVEIS E  REUTILIZAVEIS PARA DETECCAO DE
BIOMARCADORES DE INTERESSE CLINICO.

Nos ultimos anos, a busca por novos dispositivos eletroquimicos que permitam a
realizacdo de andlises confiaveis, rapidas, acessiveis, com alta sensibilidade, e
portabilidade tem sido requerida. Além disso, possibilitam andlises point-of-care, 0 que
permite 0 monitoramento clinico descentralizado, o que diminui o custo assistencial e
proporciona uma melhora na qualidade de vida de saude dos seres humanos. Nesse
contexto, no primeiro capitulo detalha-se o desenvolvimento de um sensor eletroquimico
descartavel de baixo custo e facil producdo composto por uma tinta condutora modificada
com azul da Prussia para a detec¢do enzimatica e ndo enzimatica dos biomarcadores
acido urico, peroxido de hidrogénio e glicose. O sensor desenvolvido foi aplicado como
um sensor vestivel em um dispositivo impresso em 3D para 0 monitoramento em tempo
real de fluido bioldgico sintético. O custo estimado por unidade de sensor e biossensor
foi de R$ 4,71 e para o biossensor foi de R$ 6,89, 0 que torna essas plataformas atrativas
diante dos testes laboratoriais tradicionais. O segundo capitulo trata do desenvolvimento
de um sensor e imunossensor eletroquimico para a detec¢do da L-Cisteina (L-Cys) e da
proteina Spike do virus SARS-CoV-2. A aplicabilidade do imunossensor para detecao da
proteina Spike foi comprovada em amostras sintéticas de saliva, demonstrando assim sua
eficiéncia em relacdo a técnica padrdo-ouro de RT-PCR. Baixos LOD foram
demonstrados para a L-Cys (0,7 umol L) e proteina Spike (0,7 e 1,0 pmol L™). O
terceiro capitulo descreve uso de folhas de arvores caidas da espécie Persea americana
Mill como substrato para a fabricacdo de sensores eletroquimicos através do uso de lasers
CO.. A aplicacédo do sensor para a deteccao de dopamina (DA) demonstrou caracteristicas
analiticas interessantes como boa repetibilidade e reprodutibilidade, com valores de
1,46% e 6,47%, respectivamente. A utilizacdo desse tipo de substrato apresenta
abordagem inovadora e de alto potencial como uma alternativa sustentavel e ecolégica
aos substratos de sensores tradicionais. Por fim, o quarto capitulo descreve a obtencéo de
plataformas de facil producéo, reutilizaveis e de baixo custo para o desenvolvimento de
dispositivos analiticos com caracteristicas adequadas para analises multiplexadas. A

deteccdo de L-Dopa e DA apresentou baixos valores de LOD de 0,11 e 0,26 pmol L,



respectivamente. Deste modo, espera-se que 0s novos dispositivos aqui apresentados

auxiliem em diagnosticos mais acessiveis e com melhor custo-beneficio para a populagao.

Palavras-chave: Tinta condutora; (bio)sensor; biomarcador; imunossensor

eletroquimico; laser CO.; plataforma reutilizavel; point-of-care.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF DISPOSABLE AND REUSABLE ELECTROCHEMICAL
DEVICES FOR THE DETECTION OF BIOMARKERS OF CLINICAL
INTEREST.

In recent years, the search for new electrochemical devices that allow reliable, fast, easily
accessible, highly sensitive, miniaturized and portable analyses has been required.
Furthermore, they enable point-of-care analysis, which allows decentralized clinical
monitoring, which decreases the cost and provides an improvement in the quality of
health life of the human being. In this context, the first chapter details the development
of a low-cost, easy-to-produce disposable electrochemical sensor composed of a
conductive ink modified with Prussian blue for the enzymatic and non-enzymatic
detection of the biomarker’s uric acid, hydrogen peroxide and glucose. The sensor
developed was applied as a wearable sensor in a 3D-printed device for real-time
monitoring of synthetic biological fluid. The estimated cost per sensor and biosensor unit
was R$4.71 and for the biosensor it was R$6.89, which makes these platforms attractive
compared to traditional laboratory tests. The second chapter deals with the development
of an electrochemical sensor and immunosensor for the detection of L-Cysteine (L-Cys)
and the Spike protein of the SARS-CoV-2 virus. The applicability of the immunosensor
for detecting the Spike protein was proven in synthetic saliva samples, thus demonstrating
its efficiency in relation to the gold standard RT-PCR technique. Low LODs were
demonstrated for L-Cys (0.7 umol L) and Spike protein (0.7 and 1.0 pmol L1). The
third chapter describes the use of fallen tree leaves from the Persea americana Mill species
as a substrate for the manufacture of electrochemical sensors using CO2 lasers. The
application of the sensor for the detection of dopamine (DA) showed interesting analytical
characteristics such as good repeatability and reproducibility, with values of 1.46% and
6.47%, respectively. The use of this type of substrate presents an innovative and high-
potential approach as a sustainable and ecological alternative to traditional sensor
substrates. Finally, the fourth chapter describes how to obtain easy-to-produce, reusable
and low-cost platforms for the development of analytical devices with characteristics
suitable for multiplexed analysis. The detection of L-Dopa and DA showed low LOD

values of 0.11 and 0.26 umol L1, respectively. In this way, it is hoped that the new



devices presented here will help make diagnoses more accessible and more cost-effective

for the population.

Keywords: Conductive ink; (bio)sensor; biomarker; electrochemical immunosensor;

CO: laser; reusable platform; point-of-care.
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AULOT . 1.ttt ettt ettt ettt bttt a b s et s etk s et e et et b e sttt et b e s et s b b e s et et etenan 125
Figura 43. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo de platina em mistura
equimolar de [Fe(CN)s] ** 5,0 mmol L™ em KCI 0,10 mol L variando a velocidade
de varredura em 10, 20, 30, 50, 70, 90, 110, 130, 160, 200 e 250 mV s*. (B) Gréfico de
pontos | versus v % Fonte: E1aborado Pelo autor. ...........ccceeeeveeeveveeeeeeereeeeeeeeeeeenae, 126
Figura 44. Voltamograma ciclico utilizando eletrodo de platina flexivel em meio
contendo H2SO4 0,01 mol L-*; velocidade de varredura: 100 mV s*. Fonte: Elaborado
0151 Lo I U0 (o] TS 127
Figura 45. Voltamogramas ciclicos na presenca (linha vermelha) e auséncia (linha preta)
de L-Cys 500 pmol L (PBS pH 6,0); velocidade de varredura: 50 mV s™*. Fonte:
[ P aToT = To (oI o T=] (o IR LU o] S 128
Figura 46. Mecanismo de adsorcdo de L-Cys na superficie do eletrodo de Pt. Fonte:

[ P TaToT = To (oI o T=] [o IR LU o] O 128



Figura 47. Efeito do pH nas caracteristicas voltamétricas de L-Cys 500 pumol L%
velocidade de varredura: 50 mV s, Fonte: Elaborado pelo autor. ............c.c..co.v...... 129
Figura 48. (A) Voltamogramas ciclico Pt/Bio-PET em PBS 0,1 mol L™ (pH 6,0)
contendo L-Cys 1000,0 umol L™! em diferentes velocidades de varredura de 10 a 300
mV s1. (B) Gréafico linear da corrente de oxidagdo da L-Cys versus velocidade de
varredura (V s 1) Y2, Fonte: Elaborado pelo autor. .............cc.eveveeveverveveneeeeeceeeenceenenen, 130
Figura 49. (A) Registros de cronoamperometria para concentragdes crescentes de L-Cys
3,98, 6,96, 9,93, 12,8, 16,8, 20,7, 24,5, 29,4, 34,2 ¢ 39,0 umol Lt e 39,0, 58,0, 67,3, 81,5,
95,5, 100,9, 127,0 e 145,1 umol L™* para o Pt/Bio-PET, potencial de trabalho: 0,55 V; A
solucdo foi agitada a uma taxa de 1000 rpm (B) Gréafico da corrente de pico versus
concentragio de L-Cys em PBS 0,1 mol L (pH 6,0), obtido a partir de A. Fonte:
E1ab0rado Pelo aULO........ccoiiiirieeeceeee e 131
Figura 50. Respostas cronoamperométricas a adigdes sucessivas de L-Cys 50,0 umol L™
e vérias espécies interferentes (indicadas por setas), incluindo metionina, tirosina, cafeina,
acido citrico, uréia, glicose e frutose em PBS 0,1 mol L™ (pH 6,0), potencial aplicado:
0,55 V; Sistema sob agitacdo. Fonte: Elaborado pelo autor. ...........ccoeevveveevieiienieennen, 132
Figura 51. Voltamogramas de onda quadrada (A) direto e (B) reverso. (C) Grafico de
corrente de pico apés cada etapa de modificacdo, obtido de A e B. (D) Diagrama de
Nyquist. (E) Circuito equivalente utilizado para simula¢do dos dados experimentais, na
presenca de pares redox: Rct, resisténcia a transferéncia de elétrons; Rs, a resisténcia da
solucdo eletrolitica; Cdc, é a capacitancia de dupla camada e; W, impedancia de Warburg;
(F) Gréfico de impedancia ap6s cada etapa de modificacdo, obtido de D. Eletrodo
impresso em platina (Pt/BioPET), Pt/BioPET-cisteamina (Pt/BioPET-Cys), Pt/BioPET-
Cys-glutaraldeido (Pt/BioPET-Cys-GLA), Pt/BioPET-Cys-GLA-anticorpo (Pt/BioPET-
Cys-GLA-Ab), Pt/BioPET-Cys-GLA-(BSA)-Ab and Pt/BioPET-Cys-GLA-(BSA) Ab-
SARS-CoV-2 Spike Protein (Pt/BioPET-Cys-GLA-(BSA)Ab-Spike). Fonte: Elaborado
0] (o TR LU (o] PSR 137
Figura 52. Simulacdo de ajuste do circuito equivalente para a primeira e ultima etapa de
modificagdo do imunossensor. Fonte: Elaborado pelo autor...........cccccveevevveveecieeeenee. 139
Figura 53. Voltamogramas de onda quadrada direto (A-C) e reverso (A'-C'), e respectivos
gréficos de corrente de pico em fungdo dos parametros variados (A"-C") para 3,0 pmol
L~ de proteina Spike em PBS 1x no presenca de mistura equimolar de [Fe(CN)s]* "~ 5,0
mmol L™ em KCI 0,1 mol L™ (pH 7,0); amplitude de 20 a 120 mV (A"), frequéncia de



20 a 120 Hz (B") e incremento de potencial de 2 a 10 mV (C"). Fonte: Elaborado pelo
210 | (0] PP PPPPPN 141
Figura 54. Voltamogramas de onda quadrada direto (A) e reverso (C) obtidos para
diferentes concentracdes de proteina Spike (0,7, 1,0, 3,0, 5,0 e 7,0 pmol L), em presenca
de [Fe (CN)s]*"* 5,0 mmol L™t em KCI 0,1 mol L™ (pH 7,0). (B) e (D) Gréficos de In
de corrente versus log de concentracao de proteina Spike. Condic6es experimentais SWV:
amplitude de pulso: 80 mV; frequéncia: 80 Hz; potencial de passo: 10 mV. Fonte:
El2b0orado Pelo @ULOT........cc.eeieeeeeee e s 142
Figura 55. (A) Graficos de Nyquist obtidos para diferentes concentracfes da proteina
Spike (1,0, 3,0, 5,0, 7,0, 10,0 e 30,0 pmol L), em presenca de [Fe(CN)s]**~ 5,0 mmol
Lt em KCI 0,10 mol L™t (pH7,0); (B) Grafico de concentragdes de proteina Spike versus
NIC%. Sonda redox: [Fe (CN)e]**~ 5,0 mmol L™t em KCI 0,1 mol L™ (pH 7,0). Fonte:
E1ab0rado Pelo aULOF........ccoiiiirieeeeeeee e 143
Figura 56. Voltamogramas de onda quadrada direto (A) e reverso (C) obtidos para
diferentes concentracdes de proteina Spike (0,7, 1,0, 3,0, 5,0 e 7,0 pmol L™t) em amostras
de saliva sintética, com [Fe (CN)s]*7# 5,0 mmol L™t em KCI 0,1 mol L™ (pH 7,0). (B)
e (D) Gréficos de In de corrente versus log de concentracdo de proteina Spike. Condicdes
experimentais SWV: amplitude de pulso: 80 mV; frequéncia: 80 Hz; potencial de passo:
10 mV. Fonte: Elaborado pelo autor. .........ccoocveveeiieeerececeeee e 148
Figura 57. (A) Gréaficos de Nyquist obtidos para diferentes concentracfes da proteina
Spike (1,0, 3,0, 5,0 7,0 e 30,0 pmol L) em amostras de saliva, com [Fe (CN)s]** 5,0
mmol Lt em KCI 0,10 mol L™t (pH7,0); (B) Grafico das concentragdes de proteina Spike
versus NIC%, obtido de A. Fonte: Elaborado pelo autor. ............cccoeeveiieieeiecieceene, 149
Figura 58. Montagem do dispositivo proposto em impressao 3D para analises clinicas.
Fonte: E1aborado Pelo QULOT. ......ccueeieeieieeie e s 150
Figura 59. Representacdo do processo de fabricacdo e geometria dos eletrodos de folha.
As folhas foram coletadas do solo a uma distancia maxima de 2m da arvore (Etapa 1).
Utilizando o software RDWorks 8.0 foi feito o dimensionamento e os eletrodos foram
pirolisados com laser de CO: (etapa 2). O eletrodo foi cortado com laser (etapa 3) e apds
a pirolise, a area da célula eletroquimica foi delimitada com esmalte de unha transparente
(etapa 4). Apds 10 minutos, o esmalte estava completamente seco e os eletrodos estavam

prontos para uso (etapa 5). Fonte: Elaborado pelo autor. .........ccccccveveveevieeciesvesieenene, 153



Figura 60. Imagens MEV da (A) Folha nédo carbonizada com uma ampliacdo de (Al)
200x, (A2) 500x e (A3) 1000x; (B) Folha carbonizada com uma ampliagdo de (B1) 22x,
(B2) 30x, (B3) 70x, (B4) 3000x. (Cl) Intersecdo entre folha carbonizada e ndo
carbonizada com ampliacdo de 100x, (C2) Tecnologia ColorSEM mostra carbono,
oxigénio e silicio na superficie do eletrodo, ampliacdo de 500x. Fonte: Elaborado pelo
210 | (0] PP PPPPPN 156
Figura 61. EDS com mapeamento da tecnologia Color SEM da distribuicdo dos
elementos quimicos na superficie do eletrodo. Fonte: Elaborado pelo autor............... 157
Figura 62. Espectros Raman (A) folha ndo carbonizada, (B) folha carbonizada e (C) DG
Histograma. Fonte: Elaborado pelo autor. .........c.oovevveveeeerieececeee e 158
Figura 63. Espectros FTIR de materiais (==) folha ativada por laser e (==) folha ndo
ativada por laser. Fonte: Elaborado pelo autor. ..........cceevevieeieseeriieieceece e 159
Figura 64. Voltamogramas ciclicos de eletrodos de folhas obtidos na presenca de
[Fe(CN)s]** 5,0 mmol L%, em solugdo de KCI 1 mol L usando carbono (=) ¢ um
Ag/AgCI/KClsat (=) eletrodo de referéncia. Velocidade de varredura: 20 mV sL. Fonte:
E1ab0rado Pelo aULOF........ccoiiiirieeeeeeee e 160
Figura 65. Voltamogramas ciclicos de eletrodos de folhas produzidos em diferentes
condicdes de carbonizacdo. Os parametros incluem (A) poténcia do laser (B) velocidade
de varredura e (C) lacuna de varredura. As medidas eletroquimicas foram registradas em
mistura equimolar de [Fe(CN)e]>*~ 5,0 mmol L, em solucdo de KCI 1 mol L.
Velocidade de varredura: 20 mV s~1. Fonte: Elaborado pelo autor................cccceuevn.... 161
Figura 66. (A) Curva de polarizacdo de uma secdo de carbono de 3 eletrodos de folha a
partir da qual a resisténcia de folha pode ser derivada. (B) Desenho do projeto do eletrodo
mostrando o comprimento aproximado do caminho do fluxo de corrente nos eletrodos,
usado para calcular a resisténcia de contato aproximada. (C) Imagem da configuracao
usada para registrar as curvas de polarizac¢do no painel A. O comprimento de cada se¢ao
foi medido com paquimetro para calcular a resisténcia da folha. O valor médio entre os 3
aparelhos foi de 101 Q mm™. Fonte: Elaborado pelo autor.............coceevveuevevevrennnn. 162
Figura 67. (A) Imagem de eletrodo ativado por laser produzido a partir de folha de arvore
caida. (B) Voltamogramas ciclicos do eletrodo na presenca (==) e auséncia (==) de uma
mistura equimolar de [Fe(CN)s]**~ 5,0 mmol L™%; Velocidade de varredura: 20 mV s,

(C) Diagramas de Nyquist de folha de arvore caida na presenga de equimolar de



[Fe(CN)s]* ™ 5,0 mmol L%, em KCI 1,0 mol L. A insercdo apresenta o circuito de
Randles correspondente. Fonte: Elaborado pelo autor. ..........ccceeeveeevieeceseeseecieceee 163
Figura 68. (A) Cronoamperograma usando [Fe(CN)e]*7*- 5,0 mmol L%, em solugéo de
KCI 1 mol L-* (curvas de decaimento de corrente, | x t). (B) Dependéncia de | versus t~*2
a partir da equacéo de Cottrell para o eletrodo (intervalo de tempo utilizado: 10s). Fonte:
E1aborado Pelo aULOF........cc.oiviiiriieeceeee e 164
Figura 69. (A) Medicdes voltamétricas ciclicas do sensor baseado em folha na presenca
[Fe(CN)s]> - 5,0 mmol L%, em solugdo de KCI 1 mol L~ em diferentes velocidades de
varredura (6,25 - 100 mV s ). (B) Relagéo das correntes de pico anddicas e catodicas
versus a raiz quadrada da taxa de varredura (v2). Fonte: Elaborado pelo autor. ........ 164
Figura 70. Voltamogramas ciclicos de (A) eletrodo de folha e (B) eletrodo de grafite
comercial na presenca (=) e auséncia (==) de [Fe(CN)s]* = 5,0 mmol L%, em solugdo

de KCI 1,0 mol L%; Velocidade de varredura: 20 mV s~*. Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 71. Dados de reprodutibilidade (n = 5) obtidos de voltamogramas ciclicos
sucessivos usando uma mistura equimolar de [Fe(CN)s]** 5,0 mmol L2, em solugéo
de KCI 1 mol L™%; Velocidade de varredura: 20 mV s*. Fonte: Elaborado pelo autor.166
Figura 72. (A) Voltamogramas ciclicos do eletrodo na auséncia (==) ¢ presenga (==) de
DA 3,0 mmol L™t em PBS 0,1 mol L™ (pH 7,0); Velocidade de varredura: 50 mV s*. (B)
Possivel reacao de eletrooxidacdo de DA. Fonte: Elaborado pelo autor...................... 167
Figura 73. Otimizacdo dos parametros do LSV através do mapeamento dos experimentos
realizados no software STATSTICA® (A) Gréafico 3D referente ao valor atual obtido no
LSV. (B) Grafico 2D referente ao valor da corrente, estrela vermelha posicionada sobre
0s maiores valores da corrente dentro do intervalo de confianga. Fonte: Elaborado pelo
21U | (0] S PPN 168
Figura 74. (A) Voltamogramas de varredura linear registrados em diferentes
concentracdes de DA (10,0; 50,0; 300,0; 500,0; 700,0; 1000,0 e 1200,0 umol L™t em PBS
0,1 mol Lt (pH 7,0); Velocidade de varredura: 100 mV s, passo: 10 mV (B) Grafico
de calibracédo para DA (Ip versus Cpa). Fonte: Elaborado pelo autor..............ccu...... 169
Figura 75. (A) Dados de repetibilidade obtidos a partir de voltamogramas de varredura
linear sucessivos (n = 10) usando uma solugdo de DA 300,0 umol L%; Eletrolito de
suporte: solugio de PBS 0,1 mol L™* (pH 7,0). (B) Os dados de reprodutibilidade foram

obtidos a partir de voltamogramas de varredura linear sucessivos (n = 5) usando uma



solucdo de DA 300,0 pumol L1, Eletrolito de suporte: PBS 0,1 mol L™* (pH 7,0). Fonte:
E1ab0rado Pelo aULOL. .......cc.oiviiiriieeceeee e 169
Figura 76. Dados de interferéncia obtidos a partir de voltamogramas de varredura linear
(n = 3) usando uma proporcao de 1:1 (dopamina: interferente); (A) solucdo de acido
ascorbico + DA 300,0 umol L™%; (B) Solugio de 4cido urico + DA 300,0 umol L™%; (C)
solucdo de Uréia + DA 300,0 pmol L™%; (D) solugdo de Creatinina + DA 300,0 umol Lt
e (E) solugdo de Glucose + DA 300,0 umol L™*; Eletrolito de suporte: solugdo de PBS 0,1
mol L™ (pH 7,0). Fonte: EIaborado Pelo @UtOr. ..........ccovveverveveeeeeeereeeeeeeeeeeseeeeesenees 172
Figura 77. Representacdo do processo de fabricacdo do dispositivo para deteccédo
eletroquimica portatil. (A) Preparacdo dos eletrodos com a tinta condutora composta de
NP e grafite. (B) Diferentes sistemas de deteccdo de analitos. (C) Reutilizagcdo da
plataforma removendo a tinta condutora. Fonte: Elaborado pelo autor. ...................... 178
Figura 78. Montagem do dispositivo portatil proposto em impressdo 3D para deteccao
eletroquimica portatil. (A) Bomba de seringa. (B1) Seringa com PBS. (B2) Seringa com
amostra. (C) Vélvula injetora comutadora. (D) Dispositivo eletroquimico. (E) Descarte
de amostra. Fonte: Elaborado pelo autor. ...........coeevieieeieiececeeeee e 178
Figura 79. Imagens MEV do eletrodo com uma ampliacéo de (A) 17x, (B) 250x e (C)
400x. (D) Tecnologia ColorSEM mostra carbono e oxigénio na superficie do eletrodo,
ampliacdo de 1000x. Fonte: Elaborado pelo autor. ..........ccceecvevieviievieceecece e, 181
Figura 80. EDS com mapeamento da tecnologia ColorSEM da distribuicdo dos
elementos quimicos na superficie do eletrodo. Fonte: Elaborado pelo autor............... 182
Figura 81.Voltamogramas ciclicos para ferrocenometanol 1,0 mmol Lt em KCI 0,1 mol
L-! variando a velocidade de varredura em 30, 50, 70, 90, 110, 130, 160, 200 e 250 mV
s, (B) Gréfico de pontos | versus v . Fonte: Elaborado pelo autor. ..............c.......... 182
Figura 82. Efeito do pH nas caracteristicas voltamétricas de L-Dopa 50,0 pmol L%
velocidade de varredura: 50 mV s™1; Eletrélito de suporte: solugdo BR 0,1 mol L. Fonte:
[ P TaToT = To (oI o T=] [o TR LU o S 184
Figura 83. (A) Voltamogramas ciclicos na auséncia (==) e presenca (=) de L-Dopa 200,0
pumol L™ em BR 0,1 mol L™ (pH 4,0) para o eletrodo proposto; Velocidade de varredura:
50 mV s, (B) Mecanismo eletroquimico de oxirreducdo da L-Dopa. Fonte: Elaborado
0151 Lo I U0 (o] TS 185
Figura 84. Comparagdo entre as técnicas SWV (==) e DPV (=) na presenca de L-Dopa

50,0 umol L~* e na auséncia de L-Dopa (=), usando uma solucdo BR 0,1 mol L (pH



4,0) para o eletrodo proposto. Parametros SWV: f =10 Hz,a=50mV, step 1 mV;
Parametros DPV: a=50mV, tempo de modulagdo =25 ms, v =10 mV s’ Fonte:
E1aborado Pelo aULOF........cc.oiviiiriieeceeee e 185
Figura 85. Resposta DPV para L-Dopa 50,0 pmol L* em solucdo BR 0,1 mol L (pH
4,0) obtida em diferentes (A) incremento de potencial (2, 3,4,5,6,7,8,9e10mV), (B)
amplitude (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 mV) e (C) tempo de modulacéo (10,
10, 20, 25, 30, 40 e 50 ms ), e respectivos graficos de corrente de pico versus parametros
variados (A'-C"). Fonte: Elaborado pelo autor. ...........cceevevieceniesieieceeseeie e 187
Figura 86. (A) Voltamograma de pulso diferencial obtido em solugdo BR 0,1 mol L
(pH 4,0) em diferentes concentrac¢des de L-Dopa (5,0; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0; 50,0; 75,0;
100,0; 150,0; 200,0; 300,0; 500,0; 700,0 e 1000 umol LY). (B) Gréafico da corrente de
pico versus concentracdo de L-Dopa, obtido a partir de A. Condi¢6es experimentais DPV:
amplitude: 90 mV; tempo de modulacdo: 40 ms; incremento de potencial: 8 mV s
Fonte: E1aborado pelo autor. .......coooeeioiiie e 189
Figura 87. Dados de repetibilidade obtidos a partir de sucessivos voltamogramas de pulso
diferencial (n = 10) usando uma solugéo de L-Dopa 50,0 umol L™2; Eletrdlito de suporte:
solugdo BR 0,1 mol L™* (pH 4,0). Fonte: Elaborado pelo autor.............cccceeveveverennee. 190
Figura 88. Dados de reprodutibilidade (n = 5) obtidos a partir de sucessivos
voltamogramas de pulso diferencial (n = 5) usando uma solugdo de L-Dopa 50,0 pmol
L%, Sensor 1: (==), sensor 2: (==), sensor 3: (=), sensor 4: (==) e sensor 5: (=); Eletrdlito
de suporte: solugdo BR 0,1 mol L™* (pH 4,0). Fonte: Elaborado pelo autor. ............... 191
Figura 89. (A) Voltamogramas ciclicos na auséncia (==) e presenca (==) de DA 200,0
pumol L™t em PBS 0,1 mol L™ (pH 7,0) usando o eletrodo proposto; Velocidade de
varredura: 50 mV s*. (B) Mecanismo eletroquimico de oxirreducido de DA. Fonte:
[ P ToToT = To (oI o T=] (o IR LU o] RS 196
Figura 90. Grafico de potencial aplicado versus altura da corrente de pico. Solucdo
padrio de DA 50,0 pmol L' em PBS 0,1 mol L™ (pH 7,0). Potencial aplicado: 0,30;
0,35; 0,40; 0,45; 0,50 e 0,60 V; Vaz&o: 150 puL min~!; Volume de injecdo: 100 uL. Fonte:
[ P TaToT = To (oI o T=] [o TR LU o] S 197
Figura 91. Estudo sobre o efeito da vazdo no sistema FIA usando uma solucdo de DA
50,0 pmol L™t em PBS 0,1 mol L™ (pH 7,0) no eletrodo. Vazéo: (a) 50, (b) 70, (c) 100,
(d) 150, (e) 200 e (f) 250 pL min-t; Volume de injegdo: 100 pL; Potencial aplicado: 0,45
V. Fonte: E1aborado Pelo AULOF.........oovieieeierieie ettt 197



Figura 92. Otimizacéo do volume de injecdo no sistema FIA usando uma solucéo de DA
50,0 umol L~ em PBS 0,1 mol L™t (pH 7,0) no eletrodo; Volume de injecéo: (a) 50, (b)
100, (c) 150, (d) 200 e (e) 250 pL; Vazdo: 150 pL min-t; Potencial aplicado: 0,45 V.
Fonte: E1aborado Pelo QULOT. ......cceevieieriicie ettt 198
Figura 93. (A) Amperograma obtido pelo sistema FIA para a determinacdo de DA em
amostras de urina sintética (A1, A2, A3). (B) Curva analitica para DA (Ip versus Cpa),
obtido de A. Concentracdo das solucbes de DA: (a) 2,0, (b) 5,0, (c) 10,0, (d) 20,0, (e)
30,0, (f) 50,0, (g) 70,0 e (h) 100,0 umol L. Potencial aplicado: 0,45 V; Vazéo: 150 pL
min~t; Volume de injegdo: 200 L. Solugdo de transporte: PBS 0,1 mol L™t (pH 7,0).
Fonte: E1aborado pelo autor. .......co.ooeoiiiii e 199
Figura 94. Injecdes repetidas (n = 10) no sistema FIA usando uma solucéo padrdo de DA
30,0 umol L™t em PBS 0,1 mol L™t (pH 7,0) no eletrodo. Volume de injecdo: 200 pL;
Vazdo: 150 pL min~t; Potencial aplicado: 0,45 V. Fonte: Elaborado pelo autor......... 200
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INTRODUCAO

1.1 Dispositivos Descartaveis

A disseminacéo de plataformas eletroquimicas descartaveis de baixo custo tornou-
se de grande interesse para analises clinicas. A simplicidade, rapidez de resposta e
possibilidade de miniaturizagdo proporcionadas por essas plataformas séo caracteristicas
bastante atrativas para sistemas analiticos e atendem aos requisitos para obtencdo de
dispositivos de ponto atendimento (POCs, do inglés “point-of-care ). O uso de POCs
permite 0 monitoramento clinico descentralizado de espécies de grande interesse em
analises clinicas, o que pode proporcionar uma melhora na qualidade de vida dos
pacientes [1]. Outra vantagem destes dispositivos é que diferente dos eletrodos de carbono
vitreo (GCE, do inglés “glassy carbon electrode ") ndo necessitam de tratamento quimico
para a regeneracdo da superficie do eletrodo ap6s a analise de analitos de interesse,
evitando problemas de envenenamento da superficie do eletrodo, o que diminui o custo
com reagentes e tempo de analise.

A escolha do substrato para a producdo dos sensores descartaveis deve ser
analisada levando em questdo a facil producdo, reprodutibilidade e repetibilidade do
sensor, producdo em larga escala e propriedades fisicas e quimicas. Nesse sentido, alguns
materiais que séo utilizados como substratos sdo descritos na literatura. Por exemplo,
Dossi e colaboradores [2] utilizaram o papel de filtro para discriminacdo de diferentes
teores de dopamina (DA), &cido ascorbico (AA) e paracetamol. Chagas et al. [3] relatam
0 uso do papel cromatografo para analise quantitativa de potassio e sddio em amostras de
lagrimas. Ataide et al. [4] utilizando papel de escritorio detectaram, e quantificaram
fusosemida em amostra de urina sintética. Orzari et al. [5] propuseram a deteccéo de
catecol em amostras ambientais utilizando um dispositivo eletroquimico descartavel
baseado na pintura do eletrodo a partir da transferéncia direta do grafite de um lapis, sobre
um substrato de papeldo. Ja Oliveira et al. [6] utilizando fita adesiva médica como
substrato desenvolveram um sensor eletroquimico para deteccdo de hemoglobina.

Dentre os substratos citados que podem ser utilizados na confecgéo de sensores
eletroquimicos descartaveis, merece destaque o tereftalato de polietileno (PET) que
devido as suas excelentes propriedades, como estabilidade dimensional e boas
propriedades de barreira em relacdo a umidade e gases e flexibilidade, o que pode ser

ideal para a construcdo de sensores vestiveis, por exemplo [7]. Dada as caracteristicas
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vantajosas, 0 consumo deste tipo de material tende a aumentar no decorrer dos anos
levando a uma quantidade elevada de residuos gerados, sendo descartados de maneira
incorreta no meio ambiente. Desse modo, na visdo da quimica verde, 0 uso de materiais
reciclaveis é extremamente atrativo devido a elevada disponibilidade, custo relativamente

zero e reducdo dos impactos ambientais.

1.2 Tecnologia de Producéo de Eletrodos por Serigrafia

A tecnologia de impressao de eletrodos por serigrafia (do inglés, “Screen-Printed
Electrode ”, SPE) tem sido utilizada em larga escala na Ultima década [8]. Utilizando
substratos descartaveis e com superficie inerte, é realizada a deposicdo de um filme de
tinta condutora através do uso de uma mascara ou tela adequada, definindo o design do
sensor para cada tipo de aplicacdo. A precisdo da impressdo é influenciada por
caracteristicas como o formato da tela ou méascara e transferéncia da tinta [9]. Outros
fatores também afetam a impressdo dos eletrodos, como as propriedades da tinta e
substrato utilizado, velocidade do raspador, interferéncia do ambiente externo
(temperatura e umidade), afetando diretamente na resolucdo da impresséo [10]. A Figura
1 apresenta as etapas envolvidas no ciclo de impresséo para producdo de eletrodos.
Inicialmente é realizado a deposic¢do da tinta sobre a superficie do substrato previamente
definido, nesta etapa ha também a definicdo do design de impressao através da utilizacdo
de mascaras. Em seguida, a tinta depositada preenche as areas abertas definidas pelas
mascaras. Por fim, é realizado a remogdo das mascaras do substrato, formando entdo a

camada impressa.
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Figura 1. Representacdo esquematica das diferentes etapas do ciclo de impressdo. (a) Estado inicial com
pasta/tinta depositada na tela, (b) distribuicdo de pasta/tinta pela tela para preenchimento de areas abertas
(inundacéo), (c) impresséo no substrato, (d) estado final com camada impressa. Fonte: Moldenhauer et al.
[11].

Esta técnica permite a confeccdo de sistemas eletroquimicos mais completos e
robustos, contendo o eletrodo de trabalho, referéncia e eletrodo auxiliar no mesmo
substrato, diferentemente dos sistemas convencionais [12]. Além disso, 0s SPE permitem
a producao de dispositivos miniaturizados, vestiveis e portateis, com relativo baixo custo,
facilidade de producdo em massa, reprodutibilidade, possibilitando também a
incorporagdo de modificadores diretamente na tinta [13].

Tem-se o conhecimento da serigrafia datada da China antiga como uma técnica
para producdo de artes em roupas atraves do tingimento [14]. Em seguida, por volta do
ano de 1468, Johannes Gutenberg traz a primeira contribuicdo para a impressdo atraves
da utilizacdo de uma tinta a base de 6leo e ainda a utilizagdo de uma prensa de madeira

similar a prensa de parafuso agricola do periodo. Tal feito permitiu a produgdo em massa
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de livros impressos. J& no inicio do século XX a tecnologia de serigrafia foi voltada para
0 campo da industria eletrénica com a fabricacdo de circuitos condutores, transistores de
filmes finos, producdo de células solares e dispositivos eletronicos [15]. Desde entéo, o
uso da tecnologia tem sido exaustivamente empregada na eletroanalitica para o
desenvolvimento de novos sensores e biossensores. A titulo de exemplo, o mercado
dispde de eletrodos comerciais com diferentes formulagdes e que podem ser vendidos
diretamente ao publico com ou sem modificacGes em sua superficie, por exemplo, aqueles
comercializados pela empresa DropSens®.

A literatura apresenta diversas aplicacdes desses dispositivos na eletroanalitica,
desde andlises clinicas [16], ambientais [17] e alimenticia [18] como a deteccdo de
diferentes tipos de analitos através de diversas técnicas. Diversos materiais podem ser
utilizados para a confeccdo deste dispositivos, como materiais carbonaceos,
nanoparticulas de ouro (AuNPS), nanoparticulas de platina (PtNPs), entre outros [19-21].
No trabalho de Rendi e colaboradores, foi realizada a modificacdo de eletrodos impressos
com filmes nanoestruturados de carbono para a deteccdo do biomarcador de cancer
pancreatico CA19-9. A incorporacdo de nano-cebola de carbono por se tratar de um
material alétropo do carbono que consistem em uma estrutura concéntrica de fulereno
multicamada, com propriedades interessantes, como alta area superficial e condutividade
elétrica [22], demonstrou alta versatilidade na deteccdo CA19-9 em lisados de células
inteiras de adenocarcinoma colorretal [23]. Durai et al. [24] aplicaram SPEs modificados
a base de ferro em sistema POCDs, para a deteccao em niveis traco danos no DNA através
do biomarcador 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina em biofluidos humanos. Outro trabalho
utilizando POCDs foi realizado no diagnostico precoce da doenca de Alzheimer,
aplicando sensores impressos com carbono, prata e cloreto de prata. O biossensor foi
capaz de identificar a isoforma da proteina p53, biomarcador da doenca com alta precisdo
[25]. Eletrodos descartaveis, com sensibilidade aprimorada através de modificagdo de sua
superficie, foram aplicados na deteccdo individual e simultanea de pesticidas fenobucard,
carbaril e carbosulfan. O sensor descartavel foi confeccionado usando apenas tinta de
carbono para impressao em papel transparente de baixo custo [26]. O sensor foi capaz de
determinar os trés pesticidas em amostras de arroz e agua, se apresentando como uma
ferramenta promissora no controle ambiental de residuos de pesticidas para diferentes
amostras agricolas. Outro trabalho foi realizado para a deteccdo de pesticidas
organofosforados em amostras de agua, porém, através da imobilizacdo da enzima

acetilcolinesterase (AChE) [27]. Utilizando SPCEs de tinta de carbono sem modificagdo
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e explorando-se um novo ensaio voltamétrico, foi realizada a detecgdo simultanea de
vitaminas tiamina, riboflavina e piridoxina em produtos farmacéuticos e alimenticios
[28].

1.2.1 Tintas Condutoras

Para a confeccdo de eletrodos descartaveis é primordial a utilizacdo de tintas
condutoras, pois determinam o desempenho elétrico e mecanico dos sensores
eletroquimicos. Além disso, as tintas condutoras devem possuir flexibilidade,
possibilidade de miniaturizacdo durante o0 processo de impressdo, leveza e
biocompatibilidade, que sdo requisitos desejaveis no desenvolvimento de dispositivos
eletroanaliticos [29]. Ademais, gracas a estas propriedades o crescimento no
desenvolvimento de tintas condutoras teve um aumento significativo nos ultimos anos
[30, 31]. Esta procura se deve a fabricagdo de dispositivos eletronicos, incluindo células
fotovoltaicas, diodos organicos emissores de luz, displays e eletrodos flexiveis [32, 33].

A producdo de tintas condutoras comeca com a escolha do solvente ou mistura de
solventes apropriados, que sdao compostos por aglutinantes termoplasticos e surfactantes
ou polimeros que atuam como estabilizadores [31]. Eles s&o capazes de formar produtos
flexiveis, tendo um importante papel no desenvolvimento de sensores vestiveis. Dentre
0s materiais condutores para a producao das tintas, encontra-se nanoparticulas metalicas
(6xidos de cobre, titanio, estanho e ferro), materiais de carbono (grafeno, grafite,
nanotubos de carbono e outros al6tropos do carbono) e materiais poliméricos (polipirrol,
polianilina e polietilenodioxitiofeno) [29, 30]. Tintas isolantes poliméricas também sé&o
encontradas na literatura [14, 34, 35]. Huang e colaboradores [36] estudaram diferentes
processos de impressdo a jato de tinta a base de grafeno. O estudo avaliou o efeito da
utilizacdo de uma e mais camadas de tinta em relagdo a condutividade elétrica, sendo
aplica em seguida como um sensor ndo enzimatico. J& Li e Chen [37] trabalharam com a
sintese de uma tinta condutora utilizando nanoparticulas de cobre de tamanho de 2,5 nm.
Tintas com tamanho de nanoparticulas menores que 10 nm apresentam uma melhor
uniformidade no momento de deposicéo sob o substrato. Além disso, favorece o aumento
da area superficial especifica, sendo interessante em processos de modificacdo com
(bio)materiais para sensores eletroquimicos.

O uso de diferentes materiais no processo de producéo de tintas condutoras torna

inviavel na confeccdo de dispositivos em regides pouco desenvolvidas. A toxicidade
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também € outra problematica uma vez que causa danos ambientais. Outro ponto esta
relacionado a durabilidade destes materiais. Por exemplo, tintas condutoras de cobre estdo
suscetiveis a oxidagdo de maneira mais acentuada, comprometendo assim a
condutividade e estabilidade dos dispositivos. Dessa forma, a procura por materiais que
supram estas desvantagens sdo requisitados.

Nesse sentido, pela experiéncia do grupo de pesquisa na producdo de tintas
condutoras, sugere-se nesse trabalho o uso do grafite e esmalte de unha para a produgéo
de tintas condutoras frente as problematicas apresentadas. O grafite apresenta boa
condutividade elétrica, estabilidade, baixa corrente residual e uma ampla janela de
potencial [38], 0 que o torna interessante na aplicacao para deteccao de diversos analitos.
O esmalte para unhas (“nail polis#”, NP) sendo um composto polimérico que apresenta
em sua formulacdo a nitrocelulose que possui baixa toxicidade e rapida absorcéo,
secagem e boa formacdo de filmes; resinas termoplasticas que conferem flexibilidade a
tinta e agentes de suspenséo que ajudam na uniformidade e boa viscosidade ao material,

0 que se apresenta promissor para a fabricagdo de tintas condutoras de grafite [39].

1.3 Tecnologia de Producéo de Eletrodos por Pulveriza¢do Catodica e Fotolitografia

Além da tecnologia de impressdo de eletrodos a base de tintas condutoras para a
producdo de sensores descartaveis, outras técnicas e metodologias sdo encontradas na
literatura [40-43]. A técnica de pulverizacdo catddica (do inglés, “cathodic sputtering
technique ”) consiste na remoc¢do de atomos de uma superficie (substrato) alvo por
intermédio do bombardeamento de particulas energéticas através da diferenca de
potencial. Descoberta pelo fisico inglés W.R. Groove em 1852 e desenvolvida como uma
técnica de deposicdo de filmes finos por Irving Langmuir em 1920, a pulverizacdo
catddica tornou-se uma técnica aliada na producao de dispositivos eletrdnicos, sendo uma
técnica menos dispendiosa [44].

O processo tem inicio em camaras de vacuo utilizando um gas inerte, como o
argbnio, por exemplo, em baixa pressdo. A exposicdo do gas a uma fonte de excitacdo
elétrica é responsavel pela retirada de elétrons que constituem o gas, gerando ions
positivos, elétrons e atomos neutros, que formam um plasma. A partir desse momento as
particulas energéticas geradas sdo aceleradas e bombardeiam o alvo metélico fazendo
com que os dtomos sejam ejetados em direcdes aleatdrias. Uma parte dos 4&tomos ejetados

colide com a superficie do substrato utilizado, formando o filme fino de interesse [45].
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Importante ressaltar que este processo de colisdo ndo depende apenas da energia e massa
dos ions, mas também de algumas propriedades do substrato, como a textura, massa dos
atomos, orientacéo e estrutura eletronica [46].

Apesar da deposicdo de filmes por sputtering apresentar vantagens; tais como:
deposicdo uniforme, possibilidade de deposicdo de filmes compostos (6xidos, carbetos,
nitretos e fluoretos), aplicvel a materiais isolantes e refratarios, excelente aderéncia ao
substrato e controle de pardmetros de crescimento do filme [47], poucos trabalhos sé&o
encontrados na literatura para a confeccdo de eletrodos para fins eletroanaliticos.
Kokkinos e colaboradores [48] desenvolveram um dispositivo miniaturizado flexivel para
determinacdo ultrassensivel in situ de mutagdes do DNA. O filme fino depositado no
substrato flexivel de poli-imida era composto por Bi, Ag e Pt. Pardmetros para a
fabricacdo do sensor foram estudados; tais como: dimensdes do substrato, tamanho e
espessura do filme de Bi (200 a 800 nm), demonstrando que a reprodutibilidade do sensor
é diretamente afetada. No trabalho de Brett et al. [49] foi demonstrado o desenvolvimento
de um eletrodo metélico de (Au) sobre a superficie de um substrato de PVC. Aproveitando
as reacOes de bioconjugacao e alta area superficial do Au, foram realizadas imobilizacdes
enzimaticas, com foco para a glicose oxidase. Mais recentemente, um trabalho do grupo
em um trabalho realizado por Oliveira et al. [50] foram confeccionados eletrodos flexiveis
de Pt para deteccdo de biomarcadores da doenca de Parkinson. O poli (tereftalato de
etileno) (Bio-PET) foi utilizado como substrato para a producdo dos sensores devido as
suas propriedades mecanicas e térmicas, aliadas ao seu baixo custo [51].

A fotolitografia também é uma técnica conhecida na fabricagdo de eletrodos
através da deposicdo de um filme fino. A técnica data da década de 1817 com Joseph
Nicephore Niepce ao pesquisar formas de tornar permanente em um substrato uma
imagem observada em uma camera escura. Para isso Niepce utilizou como substrato
placas de vidro, pedras calcarias, placas de cobre e estanho. Apds adaptac6es no decorrer
dos anos tem sido utilizada na fabricagéo de aparelhos eletronicos e semicondutores [52].
O método consiste na aplicagdo de uma camada homogénea de um polimero fotossensivel
e de uma pelicula sobre o substrato com padrdes de desenhos previamente definidos apds
aexposicao a luz UV. Além disso, o processo permite resultados com resolugdo de filmes
de até 20 um [53], o que & essencial na producdo de sensores flexiveis. As propriedades
do polimero também devem ser levadas em conta, tais como: ter vida longa na auséncia

de luz, apresentar boa aderéncia ao substrato, facil reprodutibilidade e boa resolucéo,
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garantir uma mascara estavel ao tratamento pretendido e ser de facil remocdo ap6s o
processo de deposicao [54].

Uma das aplicacGes da técnica é na utilizacdo para posterior deposicdo de filmes
finos metalicos por sputtering, uma vez que apés a formacdo do padrdo desejado na
superficie do substrato 0 mesmo € capaz de receber a deposicao do filme particulado. A
partir destas caracteristicas a técnica tem sido utilizada no desenvolvimento de
dispositivos miniaturizados e com fabricagdo em larga escala. Dessa forma, alguns
trabalhos podem ser encontrados na literatura para a construcdo de sensores
eletroquimicos. Kannan et al. [55] utilizaram eletrodos de Pt padronizados por
fotolitografia e modificados com nanotubos de carbono. Hondred et al. [56] prepararam
eletrodos em fase de solugéo de tintas de grafeno utilizando a fotolitografia. A resolugéo
do filme de tinta de 20 um permitiu flexibilidade ao sensor. Purwidyantri et al. [57]
desenvolveram um eletrodo nanoporoso contendo matrizes de Au altamente ordenadas
para deteccdo eletroquimica da Staphylococcus aureus. Desse modo, é possivel observar
a utilizacdo da técnica na construcdo de diferentes plataformas e dispositivos

eletroandliticos para fins ambientais, clinicos e industriais.

1.4 Tecnologia de Producao de Eletrodos por Gravacéo a Laser

A tecnologia de producdo de eletrodos por gravacdo a laser € uma nova técnica
para produzir sensores de baixo custo, alto desempenho e de maneira sustentavel. O
método se mostra eficiente em termos de recursos, pois ndo necessita de nenhuma
matéria-prima especifica, e qualquer superficie carbonacea funcionaria como um 6timo
substrato [58]. Em comparagdo com outras abordagens para a producdo de eletrodos, a
fabricacdo de eletrodos por laser é uma sintese verde de etapa Unica. Dessa forma, sua
fabricagdo € instantanea e prova ser ambientalmente benigna, pois ndo requer nenhum
tratamento quimico, gastando muita energia e tempo na recuperacdo de produtos
guimicos ou solventes descartados [59].

O processo baseia-se em focalizar um feixe de laser para criar uma microestrutura
em um substrato com design previamente definido, que pode entdo ser usado como
eletrodo. Dente os tipos de lasers empregados para a fabricacdo de filmes percussores de
carbono, tem-se os lasers de pulso ultravioleta ultracurto, lasers de diodo azul-
violeta/azul, lasers pulsados de infravermelho proximo e lasers de CO:; de onda

continua/pulsada de infravermelho médio [60]. No entanto, nem todos os lasers s&o
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adequados para formar filmes precursores de carbono, ou mesmo filmes de alta qualidade,
que requerem comprimentos de onda especificos e densidade de energia laser apropriada,
sendo assim escolha do laser escolhida depende do tipo de substrato e aplicagdo. Além
disso, apds a escolha do laser alguns parametros influenciam o resultado de
processamento, como a poténcia do laser, o tamanho do feixe de laser na superficie do
substrato, velocidade de gravacdo do laser (velocidade de varredura) e distancia focal
[61]. Estes parametros ddo origem a diferentes estruturas no regime nano e micrometro,
bem como diferencas no espectro Raman, condutividade elétrica e hidrofilicidade da
interface do substrato. Também influenciam na transferéncia de elétrons e area eletroativa
do eletrodo, tornando-o ideal para uso em diversas aplicacdes, como baterias,
supercapacitores e (bio)sensores eletroquimicos [60, 62, 63]. Um esquema de fabricacao
e dois exemplos de projetos de eletrodos por gravacéo a laser de eletrodos sdo mostrados

na Figura 2.

<— lens carriage .

working area

Figura 2. Esquema ilustrativo de fabricacdo de eletrodos por gravacgdo a laser (a), esbogos de designs de
eletrodos usados (eletrodo de trabalho WE, contraeletrodo CE, eletrodo de referéncia RE), superior = design

“simples”, inferior = design de 3 eletrodos (b), foto de eletrodos preparados (c). Fonte: Behrent et al. [61].

Dentre as aplicacfes da gravacdo a laser, a fabricacdo de sensores eletroquimicos
merece destaque e alguns trabalhos séo encontrados na literatura. Por exemplo, Costa et
al. [64] demonstraram que o substrato de poli-imida comercial pode ser convertido em
filmes porosos de grafeno em um processo Unico e escalonavel usando um laser
infravermelho (IR) de CO.. Os eletrodos produzidos foram aplicados na detecgédo de
multiplos analitos como &cido drico, nitrito, peroxido de hidrogénio e ciprofloxacina. De
Araujo et al. [65] desenvolveram eletrodos nanoestruturados em dispositivos baseados
em papel. O custo estimado de producdo do eletrodo foi de USD 0,025 por dispositivo,

considerando o custo do papeldo; tubo do laser de CO- e sua vida Util projetada; cola para
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delimitacdo de area; e tinta prateada. Em outro trabalho, Zhang et al. [66] desenvolveram
eletrodos de grafeno 3D para microsupercapacitores. Os autores utilizaram uma tinta a
base de lignina e &lcool polivinilico (PVA) para produzir filmes finos por revestimento
de lamina seguido de gravacdo a laser para fabricacdo dos eletrodos. Os eletrodos
demonstram condutividade de até 66,2 S cm ™! e tém uma alta area de superficie especifica
(338,3 m2g!). Estas caracteristicas demonstraram que a lignina pode ser usada
diretamente para producdo de eletrodos microsupercapacitores sem a necessidade de
aglutinantes e coletores de corrente.

Outros componentes sdo ricos precursores de carbono, como a celulose e
hemicelulose [67], e estdo presentes em folhas de arvores [68-70]. No entanto, o processo
de gravacao a laser pode alcangar rapidamente um grau relativamente alto de grafitizacédo
em materiais lignoceluldsicos. Um exemplo disso foi realizado por Ye et al. [71] que
demonstraram que a estrutura de lignocelulose reticulada inerente a madeira pode ser
transformada em grafeno poroso usando gravacdo a laser de CO»2. Nesse sentido,
aproveitando as propriedades lignocelul6sicas, é proposto pela primeira vez a fabricacao
de eletrodos a partir de folhas secas caidas de arvores da espécie Persea americana Mill
(Figura 3). A Persea americana Mill conhecida popularmente como abacateiro possui
folhas coriéceas, lanceoladas e lustrosas, flores pequenas (5 mm a 10 mm de didmetro)
de um verde esbranquicado e folhas simples, com 10 a 30 cm de comprimento x 3,5 a 19
cm de largura [72]. Além disso, este tipo de espécie de arvore apresenta folhas
consistentes, resistentes e flexiveis, o que a torna um substrato de interesse para confecgédo

de eletrodos.
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Figura 3. Abacateiro localizado no Instituto de Quimica do Campus USP Butanta. (A) Arvore com folhas

verdes. (B) Folha seca. Fonte: Elaborado pelo autor.

1.5 Sistemas de Analise Empregando Eletrodos Descartaveis e Reutilizaveis

1.5.1 Dispositivos Point-of-care (POCDs)

Dispositivos eletroanaliticos que possam ser utilizados em regides pouco
desenvolvidas e com um baixo custo tem sido requeridos frente aos testes convencionais
como ELISA (do inglés, “Enzyme-linked immunosorbent assay ”), ensaios de reacdo em
cadeia de polimerase com transcricdo reversa em tempo real (QRT-PCR, do inglés “Real-
time reverse transcription-polymerase chain reaction”), cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massa (LC-MS, do inglés “Liquid chromatography-mass
spectrometry) e radioimunoensaio (RIA, do inglés “Radioimmunoassay”). Estes métodos
apresentam desvantagens quanto a complexidade das andlises, alto custo com reagentes
e pessoal especializado, além de ndo preencherem os requisitos essenciais para utilizacao
imediata proximo ao paciente. Nesse sentido, os dispositivos para analises point-of-care
surge como uma alternativa para estas problematicas, permitindo um melhor diagnéstico
e monitoramento de doencas.

No Brasil, os testes e dispositivos POCDs sdo conhecidos por “Testes
Laboratoriais Remotos” de acordo com a norma regulamentadora da RDC 302/2005 da
ANVISA. Esta norma prevé um comité para analise da implantacdo e gestdo das
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tecnologias. Ja a sua certificacdo € conferida pela ISO 9001/2015, a qual é responsavel
pela andlise e garantia da qualidade dos processos internos e seguranga dos resultados.
Quanto a classificacao, os dispositivos POCDs podem ser classificados de duas maneiras,
como dispositivos de mdo ou dispositivos de porte de bancada. Em relacdo aos
dispositivos de mao, estes sdo desenvolvidos por técnicas de microfabricacéo, levando a
automatizacdo do sistema desde o preparo da amostra, analise e deteccdo do sinal
qualitativo ou quantitativo. Ja os dispositivos de pequeno porte de bancada séo versdes
miniaturizadas de equipamentos laboratoriais em tamanho e complexidade [73].

Os POCDs podem ser classificados em trés geracdes [74]: A primeira geracdo
constitui em testes qualitativos discriminando resultados positivos ou negativos. O
principio de detecgdo é simplesmente baseado em reacOes de indicadores quimicos e/ou
reacGes imunoldgicas, como a imunocromatografia de fluxo lateral, tendo o teste de
gravidez adquirido em farmacia como o mais popular. A segunda geracdo corresponde a
andlises quantitativas, sendo utilizado tiras de teste integradas a equipamentos portéateis,
robustos e de facil manuseio. As tiras sdo usadas de modo especifico, portando reagentes
e elementos microssistemicos, como 0s biossensores e sistemas microfluidicos. O teste
mais conhecido para esse tipo de geracdo é a analise de acUcar no sangue utilizando
glicosimetros. Ja os de terceira geragdo sdo mais recentes e vem ganhando espaco, pois
utilizam equipamentos como os smartphones reldgios de pulso que permitem a analise e
diagnostico em tempo real [73, 75]. A Tabela 1 mostra alguns parametros e aplicacdes
clinicas de POCDs.
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Tabela 1. Lista de parametros e aplicagoes clinicas de POCDs. Fonte: Elaborado pelo autor.

Aplicacao clinica

Parametro

Enzimas

Metabolitos

Diabetes mellitus

Agentes infecciosos

Teste de gravidez

FracOes de hemoglobina

Monitoramento de drogas terapéuticas,

triagem de drogas de abuso

Analise com fita para urina

Eletrolitos
Reumatologia

Diagnostico in vitro de alergia

Amilase, fosfatase alcalina, CK, AST,
ALT, y-GT
Colesterol, HDL-colesterol, triglicerideos,
creatinina, uréia, acido urico, bilirrubina,
lactato, amonia
Glicose, HbA 1¢, microalbumina
HIV, mononucleose
infecciosa, Chlamydia trachomatis,
Trichomonas vaginalis, Plasmodium
falciparum e vivax, Influenza A e
B, Steptococcus A e B, SARS-CoV-2
Gonadotrofina Coriénica Humana (hCG)
CO-Oximetria
Drogas terapéuticas, alcool, anfetaminas,
barbitaricos, benzodiazepinicos,
canabinoides, cocaina, metadona,
opiaceos
Acido ascorbico, glicose, bilirrubina,
cetona, gravidade especifica, sangue, pH,
proteina, urobilinogénio, leucdcitos,
microalbumina (MA), anti-VC, nitrito
Na*, K+ ClI~Ca**
Anticorpos contra vimentina citrulinada
mutada (anti-MCV)

IgE especifica para alergia

Fonte: Luppa et al. [76]

1.5.2 Dispositivos Microfluidicos

Com a miniaturizacdo dos dispositivos eletroanaliticos, a microfluidica tem

ganhado espago por ser uma importante ferramenta para analises e diagnosticos clinicos,

uma vez que oferece vantagens como utilizacdo pequenos volumes de reagentes, facil
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automacao, portabilidade, rapidez e boa reprodutibilidade. Um sistema microfluidico €
uma ciéncia que combina a utilizagdo de microcanais na ordem de 10 a 100 pum e
microcamaras representadas por materiais como plasticos, polimeros, silico e metais [77].
Combinado a estas carateristicas, 0 sensoriamento eletroquimico desempenha um papel
importante no desenvolvimento de dispositivos microfluidicos. Whitesides, por exemplo
reportou diversas contribuicdes no campo da analise molecular, biologia molecular e
microeletrénica através da microfluidica [78].

Para ser considerado um sistema microfluidico alguns componentes devem estar
presentes como: canais microfluidicos, reservatorios e instrumentos que proporcionem a
propulsao dos fluidos [79]. Além disso, diversas formas de detec¢do podem ser acopladas
aos sistemas microfluidicos, como a fluorimétrica, colorimétrica e eletroquimica. Dentre
estas, destaca-se a eletroquimica com a utilizacdo de eletrodos e microeletrodos acoplados
aos sistemas microfluidicos, possibilitando uma maior versatilidade destes sistemas.
Além do mais, as técnicas eletroquimicas acopladas a estes sistemas incluem a
amperometria; voltametria ciclica; coulometria e potenciometria, 0 que aumenta e
melhora a faixa de trabalho para diversos analitos. Também devem apresentar
propriedades elétricas, facilidade de fabricacdo e integracdo entre bombas, microvalculas
e detectores.

Entre os materiais amplamente utilizados para a constru¢do de dispositivos
microfluidicos, o polimetilmetacrilato (PMMA), conhecido popularmente por acrilico,
tem sido bastante empregado devido ao seu baixo custo, propriedades mecénicas e a
adequacdo ao processo de corte a laser. Além disso, 0 PMMA por ndo ser um material
poroso, permite evitar a contaminacgdo dos sensores por adsor¢do ou absor¢do. Utilizado
como substrato o PMMA permite a confeccao de moldes para eletrodos ou microeletrodos
através do desgaste da superficie. Por exemplo, no trabalho de Carlos et al. [80] foi
desenvolvido um microimunossensor, onde anticorpos monoclonais dirigidos contra o
explosivo 2,4,6-trinitrotolueno (TNT) foram conduzidos pelo microimunosensor
multicanal.

A vedacdo dos sistemas microfluidicos é outro ponto que merece atencdo, pois
permitem configurar o canal com a geometria desejada e controlar a velocidade do fluxo,
evitando também vazamento do mesmo. A vedacéo pode ser realizada por fitas funcionais
ou por polimeros como o polidimetilsiloxano (PDMS). Diferente das fitas adesivas, 0
PDMS possibilita a construcdo de diferentes formas tridimensionais, levando ao

desenvolvimento de dispositivos customizados. Além disso, este tipo de vedagdo permite
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a reutilizacdo do dispositivo, uma vez que o encaixe pode ser realizado por meio de
parafusos. Senel et al. [81] desenvolveram um sensor eletroquimico microfluidico para
detec¢do de liquido cefalorraquidiano e dopamina no sangue que sdo biomarcadores da
doenca de Parkinson. A vedacao da microcamara por PDMS permitiu um baixo volume
de amostra (2,4 ul), o que é extremamente importante na analise de fluidos bioldgicos

com baixo volume de amostra.

1.6 Tecnologia de Impressdo 3D para Producdo de Dispositivos Eletroquimicos

Nos ultimos anos a acessibilidade da tecnologia de impressdo em 3D teve um
aumento significativo para o pablico em geral, tendo sua aplicacdo nas mais diversas
areas, como a industria eletrnica, alimenticia, médica e aeroespacial. Mais recentemente
teve sua aplicacdo na quimica analitica, em especial a eletroquimica, com o
desenvolvimento de novos materiais e dispositivos eletroquimicos portateis para
aplicacdes point-of-care. Além disso, o uso da tecnologia permite a producdo de
dispositivos para aplicacdes na eletroquimica em larga escala, design desejado, geracdo
minima de residuos e com melhor desempenho [82].

O processo de impressdo 3D tem inicio com a cria¢do do projeto e sua finalidade.
Esta primeira etapa consiste na concep¢éo de uma imagem virtual do objeto que se deseja,
que é geralmente obtido por meio de um software de desenho instalado em um
computador (Inkscape e CAD). Em seguida, o projeto é convertido em um arquivo STL
compativel com o software da impressora 3D, que converte a imagem 3D em camadas
2D sequenciais do objeto inicial, resultando em um arquivo de cddigo G. Apds isso, a
impressora 3D comeca a realizar o desenvolvimento do projeto através da deposicédo de
material camada por camada. Quanto aos métodos de impressdo estes podem ser
realizados por fotopolimerizacdo, extrusdo, laminacéo e a base de p6 [83].

A impressao 3D pode ser realizada a partir de polimeros termoplasticos, sendo 0s
filamentos a base de acido polilatico (PLA) e acrilonitrila-butadieno-estireno (ABS) 0s
mais conhecidos. O PLA é composto por (bio)poliésteres e € biodegradavel, sendo assim
considerado um material seguro e ecologicamente correto. O ABS pode ser encontrado
na area industrial gracas as suas excelentes propriedades mecénicas e facilidade de
processamento . Em termos de temperatura de extrusdo o PLA se encontra em torno de
230 °C e 0 ABS na faixa de 200 a 300 °C [84, 85]. Em relagdo a pardmetros, como

orientagdo de camada, o PLA demonstra melhor variabilidade que o ABS e as pecas
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confeccionadas se comportam de maneira mais rigida. Outro grande beneficio da
tecnologia de impressdo 3D é a capacidade do desenvolvimento de dispositivos
eletroquimicos miniaturizados e portateis. Katseli et al. [86] explorou a tecnologia de
impressdo 3D para a construcdo de um dispositivo lab-on-a-chip, em que a célula
eletroquimica foi impressa em filamento PLA. Outro exemplo foi realizado por Richter
et al. [87] que realizou a fabricacdo de diferentes pecas de uma célula eletroquimica
impressa em 3D, gerando um sistema eletroanalitico portatil.

1.7 Eletrodos Quimicamente Modificados

O desenvolvimento de sensores eletrogquimicos tem se revelado uma forte e
importante ferramenta para o ramo da quimica, em especial a quimica analitica. Suas
vantagens estdo na deteccdo altamente sensivel de analitos de interesse de matrizes
ambientais, clinicas, alimenticias e industrial, apresentando facil operacao e capacidade
de miniaturizacdo. Estes dispositivos permitem a coleta de dados atraves de um transdutor
gue promove a troca de elétrons na interface eletrodo solucédo a partir da interacdo com
espécies eletroativas. Isto ocorre quando potenciais definidos sdo aplicados, resultando
em um sinal mensuravel, como correntes de oxidacao ou reducdo, que sao proporcionais
a concentracdo das espécies eletroativas [88]. Entretanto, a resposta da corrente de
oxidacdo e reducdo para concentracdes de espécies eletroativas depende da distingdo entre
as correntes capacitiva e faradaica, o que acarreta problemas de limites de deteccao.

Assim, uma forma de resolver esta problemética é realizar a modificacdo da
superficie eletrédica, tornando os sensores seletivos para o analito de interesse em
matrizes complexas. Dessa forma, a utilizacdo de mediadores eletroquimicos tem sido
uma saida para a melhora dos sensores eletroquimicos no que tange ao limite de detec¢do
e seletividade. S8o compostos que apresentam baixo peso molecular e melhor
versatilidade, visto que o potencial de trabalho utilizado passa a ser em fun¢do do
mediador e ndo mais dos substratos anteriormente utilizados ou dos reagentes gerados no
meio reacional [89]. Na literatura diversos mediadores sdo descritos, como o
tetracianoquinodimetano (TCNQ) [90], azul de metileno [91], ftalocianinas [92, 93], sal
de Reinecke [94], nanoparticulas de ouro (AuNPs) [95, 96] e nanoparticulas de platina
(PtNPs) [97, 98].

Nesse sentido, sugerimos nesta etapa do trabalho a modificacdo com azul da
Prussia (“Prussian blue ”, PB) para o sensor eletroquimico composto de tinta de grafite e
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esmalte. Este mediador ¢ amplamente conhecido pela sua estabilidade, excelentes
propriedades Oticas e baixa toxidade, sendo esta Ultima caracteristica extremamente
interessante no desenvolvimento de biossensores. Em termos de curiosidade o PB foi
descoberto no inicio do século XVIII, na cidade de Berlim, pelo cientista chamado
Diesbach, que por acidente de contaminacdo do carbonato de potéassio por
hexacianoferrato descobriu-se 0 novo material. Apds isso, aproximadamente 20 anos
depois o PB foi utilizado no recobrimento de superficie de eletrodos [99].

De acordo com os padroes de difracdo de raios X (DRX), o PB possui uma
estrutura cristalina ctbica de face centrada constituida por ions férricos (Fe®*) e ferrosos
(Fe*"), que sdo intercalados na rede cristalina por meio de ligantes (C=N) em ponte. Desse
modo, cada centro atdmico (Fe?*) se encontra coordenado de forma octaédrica por seis
unidades de —CN e cada centro atdmico de (Fe3*) a seis unidades de —NC. Sua estrutura
ideal pode ser demonstrada pela formula Fes[Fe (CN)e]s. xH20 (x=14-16), onde sua
configuracdo eletronica mais disseminada apresenta multiplicidade de spin igual a 21,
com os atomos de (Fe3+) com spin alto e S=5/2, e os atomos de (Fe?*) com spin baixo e
S=0, conforme Figura 4 [100].

Fe¥*(N=C), Fe?*(C=N),

Figura 4. Representacdo esquematica da célula unitaria ideal do azul da Prassia com octaédrico de Fe?* de
spin baixo (CN)s e Fe3* de spin alto (NC)s. Fonte: Thi et al. [101].

Entre os métodos de sintese do PB, o eletroquimico destaca-se por ser mais

simples e com menor gasto de reagentes. Neste método, é utilizado o ferricianeto de
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potassio (Ks[Fe (CN)s]) e sal de ferro (FeCls), ambos em meio acido. Dentre 0os métodos
eletroquimicos mais utilizados para eletrodeposi¢do do filme de PB, destaca-se o
potenciostatico e potenciodindmico. No método amperometrico é medida a corrente
resultante a partir da aplicacdo de um potencial fixo, enquanto na voltametria ciclica ha a
variacdo de potencial em funcdo do tempo com a velocidade de varredura definida. No
processo de eletrodeposicdo deve ser levado em consideracdo fatores, como o pH do
eletrolito de suporte, controle de potencial e tipo de substrato utilizado. Além disso, 0
mecanismo de deposicdo pode ser determinado por difusdo, conveccdo e migracdo de
acordo com o método eletroquimico utilizado. Por difusdo ha o movimento entre as
espécies em solucdo e a superficie do eletrodo de trabalho a partir do gradiente de
concentracdo estabelecido. Na conveccdo o movimento das espécies ocorre devido a
agitacdo do eletrolito por meio de agitacdo magnética. No Gltimo mecanismo, a migracéo,
a movimentacdo dos ions ocorrem devido ao gradiente de potencial aplicado, sendo

responsavel pela conducéo elétrica no eletrdlito de suporte.

1.8 Biossensores Eletroquimicos

Dentro do desenvolvimento de dispositivos eletroandliticos, os biossensores
ganharam espaco como uma nova ferramenta para deteccdo e quantificacdo de
(bio)moléculas. Dentre as vantagens em usar biossensores destacam-se a facilidade de
operacdo, tempo rapido de resposta, especificidade e aplicacdes em analises POCDs. Suas
aplicacBes encontram-se desde a area médica, na deteccdo precoce e monitoramento de
doencas, a exemplo a Diabetes mellitus; na area ambiental, em controle e monitoramento
de defensivos agricolas e metais pesados; na area forense, na identificacdo de toxinas; na
industria alimenticia para determinacdo do teor de agentes patdgenos e nutrientes.

O funcionamento dos biossensores eletroquimicos tem como premissa a
modificacdo da superficie do eletrodo de trabalho (transdutor) com um receptor biol6gico
sensivel (enzimas, anticorpos, antigenos, microrganismos, sequéncias de DNA e RNA),
gerando um sinal analitico mesuravel [102]. Este sinal é convertido pelo transdutor,
amplificado e armazenado para posterior analise. No caso dos biossensores
eletroquimicos este sinal é gerado a partir da oxidacdo ou reducdo de espécies redox,
gerando uma corrente proporcional a concentragéo do analito.

Os biossensores também podem ser divididos, de acordo com o processo de

transferéncia de carga na superficie eletrodo solugdo, em biossensores de primeira,
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segunda e terceira geracao [103]. Biossensores de primeira geracdo sdo baseados na
obtencdo de sinais mensuraveis a partir na oxidacao ou reducdo de substratos naturais ou
de um produto de uma reacdo enzimética. Além disso, a biomolécula encontra-se
diretamente imobilizada na superficie do transdutor. Neste tipo de biossensor ha algumas
desvantagens, como aplicacdo de potenciais elevados em medicfes amperométricas, o
que pode levar a interferéncia de outras espécies indesejaveis presentes em matrizes mais
complexas (sangue, urina e suor). Os biossensores de segunda geracdo utilizam um
mediador para facilitar a transferéncia de elétrons entre o centro ativo da biomolécula e o
transdutor. Estes mediadores também sdo responsaveis por diminuir o potencial de
trabalho aplicado, o que diminui a interferéncia de outras reacGes paralelas. Por ultimo,
0s biossensores de terceira geracdo atuam na transferéncia de elétrons diretamente com o
centro ativo da biomolécula, eliminando o uso de mediadores e diminuindo também o

potencial de trabalho aplicado. A Figura 5 mostra um esquema genérico de um biossensor.

Receptor bioldgico

Transdutor
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Figura 5. Representacdo esquematica de um biossensor. Fonte: Elaborado pelo autor.

1.8.1 Biossensores Enzimaticos

Os biossensores enzimaticos estdo entre os primeiros biossensores conhecidos na
area da eletroanalitica. As enzimas utilizadas nesses dispositivos sdo conhecidas por
apresentar uma excelente atividade catalitica e alta seletividade, além de serem
responsaveis por acelerar as reagdes bioquimicas. Além disso, a excelente especificidade

das enzimas acarreta a melhora da capacidade de detectar analitos com concentragdes
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mais baixas. A atividade catalitica da enzima também pode ser influenciada pela
temperatura, concentragédo do substrato e pH [104].

Enzimas sdo cadeias poliméricas constituidas de aminoécidos unidas por ligacoes
peptidicas. Estas ligacdes sdo geralmente formadas por um grupo carboxila (—COOH) de
um aminoacido que se liga a um grupo amina (—-NH2) de outro aminoacido, se
intercalando ao longo de uma cadeia polipeptidica, sendo responsavel pela conformacéo
da enzima [105]. Diversos tipos de enzimas tém sido relatados na literatura no
desenvolvimento de biossensores enzimaticos, como a peroxidase de rabano [106], lacase
[107], urease [108], polifenol oxidase [109], (AChE) [110] e glicose oxidase (GOx) [111].

A GOx é uma flavoproteina da classe das oxidorredutases responsavel por
catalisar reaces de troca de cargas ou de oxidacdo, como da B-D-glicose, utilizando o
oxigénio molecular em glucono-g-lactona e H.02. A GOx pode ser obtida a partir de
fungos, como o Penicillium notatum, Penicillium glaucum, Penicillium amagasakiense e
Penicillium purpurogenum, mas sendo obtida principalmente da cultura de fungos
Aspergillus niger, que possui uma melhor especificidade com o substrato glicose [112].
A Aspergillus niger apresenta uma massa molecular que varia entre 130 a 175 kDa,
possuindo ponto isoelétrico de 4,2 em pH fisiolégico 7,4 e apresentando
aproximadamente 13% de carboidratos [113]. Na Figura 6 esta ilustrado a estrutura na
forma cristalina da GOx a 2,3 A de resolucdo. O monitoramento da glicose pode ser
realizado através da medicdo indireta do peroxido de hidrogénio durante a reacdo
enzimatica ou diretamente a partir da deteccédo de elétrons gerados na oxidagdo da glicose,
por eletroquimica, onde a flavina adenina dicuclotideo (FAD) atua como cofator no

processo eletroquimico.
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Figura 6. llustracdo da estrutura cristalina da GOx obtida do fungo Aspergillus niger a 2,3 A de resoluco.
Fonte: Hecht et al. [114].

1.9 Imobilizacdo Enzimatica

A imobilizacdo de enzimas na superficie do transdutor € uma etapa necessaria e
critica no desenvolvimento de biossensores, pois influenciam na estabilidade operacional,
seletividade, sensibilidade, reprodutibilidade, custo e tempo de resposta destes
dispositivos. Além disso, as enzimas imobilizadas quando comparadas com as enzimas
solGveis sdo mais resistentes a mudancas de temperaturas, pH e solventes organicos.
Entretanto, de acordo com o substrato de suporte e a estabilidade do derivado imobilizado
e a natureza da enzima, ha a necessidade de verificar o custo de cada processo de
imobilizacdo. Além do mais, o tipo de imobilizacao realizado pode distorcer a enzima ou
qualquer espécie bioldgica caso haja interacdes multiplas com o substrato. O sitio ativo
pode ser blogueado e ainda podem ocorrer mudangas conformacionais da estrutura da
enzima levando na perda da atividade catalitica. Dessa forma, tais procedimentos podem
ser divididos em quatros grupos: ligacdo covalente, adsorcédo fisica, aprisionamento e

reticulagdo. A Figura 7 ilustra os procedimentos de imobilizag&o.
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Ligacdo covalente Adsorcdo fisica

Aprisionamento Reticulagao

Figura 7. Esquema ilustrativo dos tipos basicos de métodos de imobilizagdo enzimaticos: ligacdo covalente,
adsorcéo fisica, aprisionamento e reticulacdo. Fonte: Elaborado pelo autor

1.9.1 Imobilizagéo por Ligacgédo Covalente

A imobilizacéo por ligacdo covalente consiste na retencéo da enzima na superficie
do eletrodo por meio de ligagdes entre os grupos funcionais da enzima e superficie do
eletrodo. A grande vantagem deste método €é o fato de a atividade enzimatica ser mantida
proxima da atividade natural da enzima, além de demonstrar uma maior robustez do
sistema. Esta robustez permite minimizagao da lixiviagdo, maior interagdo da enzima com
0 suporte e estabilidade frente as variacdes de pH e forca idnica. Neste método os
protocolos tem inicio com a ativacdo da superficie do suporte a ser utilizado através de
reacOes de ativacdo para producdo de intermediarios reativos [115]. A ativacdo
geralmente é feita com o glutaraldeido devido a sua simplicidade. Neste processo, um
grupo aldeido da molécula de glutaraldeido (GLA) reage com um grupo amino da

molécula de enzima, e o outro aldeido reage com um grupo amino da matriz de suporte.

1.9.2 Imobilizagédo por Adsorcéo Fisica

A imobilizagéo por adsorgéo se baseia na imobilizacdo da enzima no suporte por
meio de interacGes hidrofdbicas, ligacbes de hidrogénio e forgas de van de Waals. Este

tipo de imobilizagdo permite a atividade enzimatica observada ser mais proxima da
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atividade natural da enzima. Além disso, a imobilizacdo das enzimas apresenta um baixo
custo e necesstitam apenas de um determinado tempo de incubacdo. No entanto, este
método apresenta interagdes fracas entre a enzima e suporte, levando a um aumento da
lixiviacdo, 0 que ocasiona na contaminacdo da solugdo de substrato, e ainda s@o mais

suscetiveis a mudancas de pH, temperatura e forca idnica.

1.9.3 Imobilizacao por Aprisionamento

O método por aprisionamento apresenta a vantagem de melhorar as atividades
cataliticas da enzima através do uso de redes poliméricas de baixo custo. Neste método,
as enzimas sao imobilizadas em uma membrana inerte, geralmente gel ou fibras, sobre a
superficie do eletrodo de trabalho. As enzimas sdo retidas nas redes, o que diminui a
lixiviacdo das enzimas enquanto h& passagem dos substratos, levando ao aumento da
estabilidade dos biossensores. Entretanto, este método leva a um aumento das barreiras
de difusdo que impedem que os substratos passem pelas redes, 0 que ocasiona numa
diminuicdo da sensibilidade dos biossensores. Alguns materiais podem ser utilizados para
0 aprisionamento, como a quitosana (QT), gelatina, agar, colageno, alginato de calcio,

alcool polivinilico, poliuretano e entre outros [116].

1.9.4 Imobilizagdo por Reticulacao

A reticulagdo consiste em um método de imobilizacdo que envolve a formacéo de
ligacGes covalentes quando se usa um agente bifuncional, como o GLA, e observa-se a
formacédo de cristais de enzimas insolGveis com elevada atividade catalitica [117]. Este
método oferece algumas vantagens, como alta estabilidade e baixos custos de producéo.
Além disso, a imobilizacdo € livre de suporte, e as enzimas estdo ligadas umas as outras,
formando uma estrutura tridimensional de agregados enzimaticos. Apos a agregacgdo, 0s
sitios ativos da enzima sdo protegidos, preservando assim as atividades cataliticas. O
agente de reticulacdo apresenta uma das extremidades reativas que Sa0 responsaveis por
se ligar a grupos de aminoacidos na superficie da enzima. Estes agentes podem ser
classificados em homobifuncional e heterobifuncional de acordo com a especificidade de

seus grupos reativos, solubilidade, reatividade e comprimento de brago espacador [118].
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1.10 Imunossensores Eletroquimicos

Os imunossensores sdo um exemplo de biossensores amplamente utilizados para
deteccdo rapida e simples de uma diversidade de analitos. O seu funcionamento se baseia
na formacao do complexo antigeno-anticorpo, principio base da especificidade do sistema
imunolodgico. Além disso, os imunossensores durante o diagnéstico clinico se distingue
frente a outros biossensores por ndo requerer amostras purificadas. De forma geral, a
confec¢do destes dispositivos comeca a partir da imobilizagdo do anticorpo ou antigenos
sobre a superficie do eletrodo que ira reagir com o seu complementar, levando a alteracdes
de corrente e potencial. Estas altera¢fes sdo convertidas em um sinal analitico mensuravel
e detectadas com auxilio de um transdutor.

De acordo com o uso dos marcadores conjugados aos imunorreagentes, 0S
imunossensores podem ser classificados como diretos (label-free) ou indiretos. Os
imunossensores label-free optam pelo reconhecimento direto do analito alvo sem a
presenca de marcadores, utilizando-se uma sonda eletroquimica a fim de captar as
mudangas obtidas sobre a superficie do transdutor. Além disso, representam avangos na
velocidade das analises e simplificacdo das etapas envolvidas na montagem do sistema e
processamento da amostra [119]. J& os imunossensores indiretos necessitam de uma
marcacdo a fim de direcionar o fator gerador de sinal, podendo ser nanoparticulas
metalicas, magnéticas e/ou materiais bioldgicos (enzimas). Dentre estes, os marcadores
mais utilizados sdo os enzimaticos, com a utilizacdo de enzimas — como peroxidase de
rabano-silvestre (HRP, do inglés Horseradish Peroxidase), beta galactosidase, glicose
oxidase e a fosfatase alcalina, que apresentam elevada pureza e alta atividade especifica.
Dentre os imunossensores indiretos, os do tipo sanduiche e do tipo competitivo sdo mais
utilizados quando aplicados para a deteccdo de biomoléculas de baixa a alta massa
molecular [120]. Imunossensores do tipo sanduiche baseiam-se na imobilizacdo do
antigeno ou do anticorpo primario sobre a superficie do transdutor, que por sua vez liga-
se ao seu complementar marcado (anticorpo secundario), responsavel por gerar o sinal a
ser detectado. J& os imunossensores competitivos o antigeno marcado compete com o
antigeno livre pelo sitio de ligacdo do anticorpo imobilizado. A formacéo do complexo é
medida através do marcador, ao qual a grandeza de medida é inversamente proporcional
a concentracdo de antigeno livre. Apesar desta técnica apresentar maior afinidade do
anticorpo livre quando comparado ao anticorpo marcado, implica num aumento das

etapas de processamento da amostra, o que eleva os custos operacionais. A Figura 8
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ilustra as principais caracteristicas das configuracbes de imunossensores acima

mencionados.
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Figura 8. Imagem ilustrativa dos trés principais tipos de configurages de imunossensores: sanduiche,

competitivo e direto. Fonte: Elaborado pelo autor.

1.10.1 Anticorpos e Proteinas Receptoras

Anticorpos (Ab), também conhecidos como imunoglobulinas (lg), sdo moléculas
proteicas produzidas pelos linfocitos B amadurecidos (células plasmaticas), que atuam na
neutralizacdo de agentes estranhos ao organismo, agindo como mecanismo de defesa do
corpo. Um Ab tem diferentes isotipos com um terminal amina (NH 2) nas regides de
ligacdo com antigeno e o terminal carboxila (COOH) na haste. Sua estrutura é constituida
por pares de cadeias leves e pesadas, formadas por sequencias de aminoacidos. As cadeias
pesadas ha a presenca de regides constantes, capazes de fornecer flexibilidade a molécula.
Nas cadeias leves ha a presenca de regides constantes (CL) e variaveis (VL), sendo as
ultimas de grande contribuicdo para a ligagdo com o antigeno. Além disso, cada cadeia
leve encontra-se diretamente ligada a uma cadeia pesada por pontes de dissulfeto. Ja as
cadeias pesadas encontram-se ligadas entre si por meio também de pontes de dissulfeto.

Os anticorpos séo classificados em 5 tipos de imunoglobulinas de acordo com a
suas cadeias pesadas: 1gG, IgM, IgA, IgE e IgD. As munoglobulinas 1gG sdo as mais

comuns e estdo relacionadas a cronicidade de doencas, estando em maior quantidade no
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corpo humano e a mais usada em aplicacdes de imunossensores [121]. A classe IgM atua
no reconhecimento do antigeno e sdo formados durante a resposta priméria, estando
relacionados a fases agudas da patogenia. A IgA esté diretamente relacionada a imunidade
de mucosas com a funcdo de neutralizacdo e aglutinacdo, presentes em secre¢des, COmo
saliva, trato respiratério, gastrointestinal, urinario e genital. A IgE é esta relacionada com
processos alérgicos, sendo encontrada em menores concentrages no soro. E por altimo,
a IgD esté relacionada com a diferenciacdo dos linfécitos B induzida pelo antigeno, ndo
apresentando uma funcéo especifica [122]. A Figura 9 mostra a representacdo de um

anticorpo com diferentes regides exibidas.
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Figura 9. Estrutura de um anticorpo: (a) representacdo diagramatica de um Ab com diferentes regides
exibidas; (b) vista tridimensional de um Ab (codigo PDB: 1I1GT); (c) isotipos de um Ab. Monémeros (IgD,
IgE e 1gG), um dimero (IgA) e um pentdmero (IgM) sdo mostrados. Os circulos indicam a regido de

interacdo entre o anticorpo e o antigeno. Fonte: Gopinath et al. [122].

Uma grande vantagem de se utilizar anticorpos como elemento de

bioreconhecimento é devido a sua alta sensibilidade e especificidade nas interacbes do
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complexo antigeno-anticorpo. Outras vantagens podem ser relacionadas, como alta
afinidade de captura em amostras impuras; orientacdo controlada para melhor interagéo
com o analito alvo; grande maioria dos anticorpos monoclonais sdo facilmente
regenerados; disponibilidade comercial e pequeno volume de amostra, dado que pequenas
concentracdes tanto do antigeno quanto do anticorpo sdo suficientes para uma analise
efetiva. A grande desvantagem se encontra no custo, sendo considerado bem elevado
devido a dificuldade de processamento na producdo e purificag&o.

As proteinas receptoras estdo localizadas no ambiente bidimensional da
membrana celular, induzindo uma resposta celular e promovendo intera¢Ges funcionais
essenciais entre os receptores, com proteinas sinalizadoras associadas a membrana. Os
receptores comumente respondem a horménios, neurotransmissores, medicamentos e
fatores de crescimento, por exemplo. Além disso, 0s receptores podem agir com a agédo
de retransmissdo de sinal, amplificacdo ou integracdo. A retransmissdo envia o sinal
adiante, a amplificacdo aumenta o efeito de um Unico ligante, e a integracdo permite que
o0 sinal seja incorporado em outra via bioquimica. Seu uso em imunossensores € de
extrema importancia gracas a sua alta especificidade e afinidade com seus respectivos
ligantes, além de serem biomarcadores naturais para grande variedade de drogas, toxinas
e agentes patogénicos. Em relacdo aos anticorpos, estdo menos disponiveis
comercialmente e apresentam um alto custo, devido a dificuldade de extracdo e

isolamento [123].

1.11 Biomarcadores de interesse clinico

Os biomarcadores sdo variaveis genéticas, bioquimicas e imunolégicas passiveis
de serem avaliados, sendo utilizadas como parametros de respostas patogénicas e
farmacoldgicas do organismo. Sua aplicacdo em (bio)sensores com finalidades clinicas é
extremamente interessante, tendo em vista que sdo substancias presentes em uma
diversidade de patologias, de forma direta ou indireta [124]. Podem ser classificados com
base em sua aplicacdo, como biomarcadores de diagnostico e prognéstico de doencas —
como 0 cancer — e monitoramento a resposta clinica a intervencdo médica [125]. Dentre
0s potenciais biomarcadores de maior relevancia encontram-se 0s anticorpos, proteinas,
mutacdes genéticas e disfuncbes enzimaticas [126]. Além disso, os biomarcadores
apresentam, muitas vezes, elevada especificidade e seletividade para determinadas

doencgas, os tornando elementos-chave para o desenvolvimento de (bio)sensores. Para que
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0s biomarcadores possam ser utilizados na area eletroquimica, estes necessitam
apresentar propriedades eletroativas, para que possam interagir com o eletrodo de
trabalho. Estas caracteristica os tornam eficazes no auxilio e atendimento de alguns
processos biologicos. Neste trabalho foram estudados biomarcadores para doencas
Cardiovasculares (acido urico), Diabetes (glicose e perdxido de hidrogénio), SARS-CoV-

2 (L-Cisteina e proteina Spike) e Mal de Parkinson (L-Dopa e dopamina).

1.11.1 Acido Urico

O AU conhecido por sua formula estrutural como (2, 6, 8-trihidroxipurina) (Figura
10) é conhecido como o produto do metabolismo das purinas (guanina e adenina) nos
seres humanos. Esta presente, em grande parte, na urina e no sangue e € produzido nos
rins, intestino, figado e endotélio vascular . O &cido Urico encontra-se diretamente
associado a protecdo das células neurais e facilitando o desenvolvimento do cérebro
gerando respostas inflamatorias [127]. Também possui excelentes propriedades
antioxidantes, sendo responsavel pela eliminacéo de radicais livres no sangue humano em
aproximadamente 60%. Esta eliminacdo ocorre a partir da ligacdo do AU com o ferro,
inibindo o ascorbato de ferro-oxidagdo que impede a produgcdo aumentada de radicais
livres [128]. Em niveis normais e anormais o acido Urico ocasiona esta correlacionado
com doencgas cardiovasculares, incluindo hipertenséo, aterosclerose, fibrilacéo atrial (FA)
e insuficiéncia cardiaca (IC) [129, 130]. Suas propriedades eletroquimicas como
marcador eletroativo sdo determinadas pelos grupos funcionais C=0 e C=N como sitios

ativos redox efetivos.

ZT

NH

Figura 10. Férmula estrutural do 4cido Urico. Fonte: Elaborado pelo autor.
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1.11.2 Peréxido de Hidrogénio

O perdxido de hidrogénio de formula quimica (H202) € um composto simples que
atua como agente oxidante, desempenhando um importante papel em aplicac@es clinicas
e farmacéuticas. Representa também um importante papel no metabolismo celular, pois
como molécula mensageira, participa de uma diversidade de efeitos celulares. Pode
interagir também com macromoléculas bioldgicas e levar a peroxidacdo de lipidios da
membrana celular, desnaturacdo de enzimas e proteinas, além de danos ao DNA [131].
Além disso, 0 H202 € um membro da familia de espécies reativas de oxigénio, atuando
na toxicidade celular. As espécies reativas de oxigénio sdo subprodutos do metabolismo
celular normal, sendo associadas ao cancer de mama [132], cancer colorretal [133], cancer
de ovério [134] e cancer de prostata [132]. Isto ocorre, pois em estagios iniciais do cancer
0s niveis de ROS sdo mais elevados em comparacdo com as células normais nédo
transformadas. A Figura 11 mostra que espécies reativas de oxigénio envolvidos na

progressao e desenvolvimento de cancer.

Extracellular sources of ROS-
Radiation, Xenobiotics
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Figura 11. Principais fontes intracelulares e extracelulares de ROS envolvidos na progressdo e

desenvolvimento de cancer. Fonte: Arfin et al. [135].
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O estresse oxidativo € um fator de avaliagdo para varios distarbios
neurodegenerativos, como a doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson e esclerose
lateral amiotréfica [136]. A razdo disso é que cérebro humano é altamente vulneravel ao
dano oxidativo ao seu alto consumo de oxigénio, concentracOes elevadas de lipidios
insaturados e defesa antioxidante modesta em comparacdo com outros tecidos [137].
Além disso, alteracdes no H20- peroxissomal contribuem para a homeostase do cerebro.
Dessa forma, a deteccdo de H»O2 é de grande interesse, pois permite uma grande
variedade de aplicaces, seja para a deteccdo indireta de biomarcadores como glicose

colesterol ou acido latico.

1.11.3 Glicose

A glicose, também denominada de dextrose, € um monossacarideo responsavel
pela principal fonte de suprimento energético ao corpo humano. Em sua férmula
molecular (Figura 12), sua cadeia é formada por seis carbonos e um grupo aldeido, sendo
encontrada na forma de cadeia aciclica e ciclica. Sendo encontrado em maior quantidade
no sangue, a glicose € um importante biomarcador para a doenca de diabetes mellitus,
fator de risco para acidente vascular cerebral isquémico [138], anemia ferropriva [139],
disfuncéo renal [140] e mais recentemente como um novo biomarcador para gravidade
da SARS-CoV-2 [141].

Entre estas doencas a diabetes mellitus merece atencdo por ser uma doenca
cronica, considerada pela Organizagdo Mundial da Saide como uma epidemia mundial
[142]. De acordo com a Federacgdo Internacional de Diabetes, em 2019 a diabetes foi
estimada em aproximadamente 9,3% da populacdo adulta global com idade entre 20 e 79
anos, o que representa em torno de 43 milhdes de pessoas. Até 2030 este numero deve
chegar ao patamar de 578 milhdes de pessoas e 700 milhdes até 2045, representando em
meédia 11% da populacdo mundial [143].

Caracterizada por uma desordem metabdlica, o nivel de diabetes no sangue pode
ser classificado em hiperglicemia e hipoglicemia. Em indices hipoglicémicos, pode levar
a episodios de desmaio, palidez, taquicardia, nduseas sonoléncia e tremores no corpo,
enquanto em indices hiperglicémicos — resultante de deficiéncias na secre¢do ou acgéo da
insulina nos tecidos alvos — pode ocasionar sintomas de cansago extremo, visao turva,
dificuldade de cicatrizacdo, degeneragdo do nervo 6tico, e entre outros [144]. Além disso,

a hiperglicemia leva a fatores de comportamento cognitivos, incluindo fatores
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inflamatdrios, estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial, danos as células endoteliais e
aumento da permeabilidade da barreiras hematoencefalicas [145]. A exposicdo a longo
prazo a hiperglicemia pode danificar a barreira hematoencefalica e induzir a produgao de
uma variedade de mediadores inflamatorios no cérebro que danificam as células

circundantes, levando a disfuncéo cognitiva [146].

OH

OH

Figura 12. Férmula estrutural ciclica da glicose. Fonte: Elaborado pelo autor.

1.11.4 L-Cisteina

A L-Cisteina (L-Cys) (Figura 13) é um importante aminoacido de baixo peso
molecular metabolicamente relacionado, responsavel na defesa antioxidante, homeostase,
sinalizacdo redox e no controle de processos celulares e extracelulares [147]. A L-Cys
também fornece sitios ativos em diversas funcBes cataliticas de enzimas, proteinas e
proteases [148]. No corpo humano, a L-Cys é sintetizada pelo figado a partir da
homocisteina pela transmetilacdo da metionina. A homocisteina é primeiramente
condensada em serina pela cistationina B-sintase e entdo ha sua clivagem produzindo
assim a L-Cys.

E um importante biomarcador para diferentes doencas, como doencas cardiacas,
distdrbios neuroldgicos, colorretal, insuficiéncia hepatica, fraqueza e um forte
biomarcador associado a progressdo da SARS-CoV-2 [149]. Sua avaliagdo como
biomarcador na progressdo da SARS-CoV-2 se da a partir da correlacdo com doencas
cardiovasculares, sendo a L-Cys um importante biomarcador deste. Isso demonstra que
SARS-CoV-2 tem um risco aumentado de doengas cardiovasculares incidentes em vérias

categorias, incluindo distdrbios cerebrovasculares, arritmias, doencas cardiacas
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isquémica e ndo isquémica, miocardite e tromboembolica. Além disso, desempenha um
importante papel na protecdo dos axénios do estresse oxidativo, prevenindo distarbio
neurodegenerativos, como Alzheimer e Parkinson [150]. No soro humano, a concentragao
de L-Cys ¢ encontrada na faixa de 240 a 360 pmol L [151]. Em niveis mais levados é
responsavel pela sindrome do crescimento lento em criangas e em niveis intracelulares é
reconhecida como um importante indicador de cancer e agente radioprotetor [152]. A L-
Cys também apresenta acao antioxidante gracas ao processo redox do grupo tiol (R-SH).
Este grupo é amplamente encontrado em outras biomoléculas bioativas de elevada
importancia clinica como a glutationa, N-acetil-cisteina e o acido lipoico. Suas
propriedades eletroquimicas como biomarcador sdo determinadas em funcao do grupo

funcional R-SH que € facilmente oxidavel.

O

HS OH
NH,

Figura 13. Férmula estrutural da L-Cys. Fonte: Elaborado pelo autor.

1.11.5 Proteina Spike

No final do ano de 2019 foi dado o alerta de uma nova espécie de virus na cidade
de Wuhan. Os primeiros sintomas eram caracteristicos de uma pneumonia viral comum,
como tosse seca, febre e falta de ar, entretanto em alguns pacientes os sintomas eram mais
severos levando ao 6bito. Apds alguns testes laboratoriais de amostras coletadas destes
pacientes foi constatado que se tratava de um novo coronavirus que foi denominado
SARS-CoV-2 [153]. O coronavirus sdo virus zoono6ticos ja conhecidos, da ordem
Nidovirales, da familia Coronaviridae, sendo responsaveis por resfriados comuns e nado
letais em seres humanos [154]. Outras espécies de coronavirus associadas a sintomas
leves no trato respiratorio sdo conhecidas até o presente momento, cOmo as espécies
HKU1, NL63, OC43 e 229E [155].
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A SARS-CoV-2 assim como 0s demais coronavirus possui uma organizagao
estrutural primaria. Sdo virus envelopados com os maiores genomas de RNA de fita
simples de polaridade positiva ((+) sSRNA), ja conhecidos até o presente momento. O
RNA pode sofrer mutacgdes e gerar novas variantes virus com maior taxa de infeccéo e/ou
letalidade, como ja conhecidos pela OMS: B.1.1.7 linhagem (Alpha), B.1.135 (Beta), P.1
(Gamma), B.1.167.2 (Delta) e B.1.1.529 (Omicron) [156-160]. Apesar de suas variacgdes,
0 SARS-CoV-2 possui estruturas proteicas em comum ideais para o diagnostico de
infeccdo. Entre estas estruturas podemos listar algumas proteinas inseridas na bicamada
lipidica: as proteinas spike, de membrana (M), de nucleocapsideo (N) e envelope (E)
(Figura 14).

Spike (S1 & S2)

Nucleocapsid (N)

Membrane (M)

Envelope (E) ——

ssRNA
(+ sense, ~30kb in length)

Figura 14. Estrutura viral do SARS-CoV-2. Imagem adaptada de Singh et al. [161].

A proteina de nucleocapsideo esta localizada entre as hélices do RNA e contém
dois dominios de ligagdo ao RNA, sendo eles: RNA N-terminal (NTD) e o C-terminal
(CTD). A principal fungéo da proteina N é o empacotamento do sSRNA e montagem do
virus. A proteina M é responsavel por dar forma ao virus durante sua montagem,
possuindo uma estrutura com um dominio N-terminal projetada para o exterior do virus.

A proteina de envelope E é uma proteina de membrana curta e integral de 76 a 109
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aminoéacidos, variando seu tamanho de 8,2 a 12 kDa [162]. Sua principal funcéo é alterar
a permeabilidade da membrana, facilitando e auxiliando a fuséo destas.

Por fim, dentre estas, tem-se a proteina spike que merece atencao por ter um papel
de conexdo entre o virus e a membrana da célula hospedeira. E uma grande glicoproteina
transmembrana, que se organiza em 3 unidades idénticas de polipeptidios para formar as
extremidades de picos na superficie do virus. Cada mondmero da proteina spike trimérica
abrange duas subunidades: S1 e S2, que permanecem covalentemente ligadas antes de
ocorrer a fusdo [163]. As subunidades S1 e S2 apresentam func¢des distintas durante o
processo de fusdo. A S1 é responsavel por realizar a ligacdo com o receptor da célula
hospedeira, sendo identificada como (ACE2). Ja a S2 € formada pela associagdo de duas
regides heptadas de repeticdo HR1 e HR2, que apds a ligagdo com o receptor da célula
hospedeira, podem se associar, alterando a conformacéo da proteina spike, ocasionando
a fusdo entre as membranas virais e celulares [164]. A ACE2 apresenta uma elevada
afinidade com a proteina spike do virus e é responsavel por realizar a ligagdo com a
mesma, levando a formacgdo do complexo molecular, dando inicio ao processo de
replicacdo viral. A ACE2 é uma proteinase transmembrana amplamente distribuidos no

corpo humano, incluindo os tratos respiratorio e gastrointestinal, coracdo, rins, cérebro.

1.11.6 Dopamina

A dopamina (DA) nomeada quimicamente por 3,4-dihidroxifeniletilamina € um
importante neurotransmissor da familia das catecolaminas, de elevada importancia na
satide humana. E produzida nas glandulas adrenais e em diversas areas do cérebro, sendo
precursora metabolica de neurotransmissores — adrenalina e noradrenalina, que atuam
como receptores especificos no organismo e estdo presentes no sistema nervoso central
(SNC), sistema renal e nos vasos renais e nas coronarias . A dopamina é responsavel por
diversas funcbes corporais, como movimento, cognicdo, apetite, sono, controle das
respostas de estresse e organizagdo. Quando presente em niveis reduzidos e elevados no
SNC sdo implicadas como uma das principais causas de doencas neurodegenerativas
como a Parkinson, epilepsia e esquizofrenia, sendo responsavel pelo processo de entrega
de mensagens extrassinapticas [165]. Pode ser encontrada em diferentes fluidos corporais
- na urina e no plasma sanguineo, por exemplo- e essa presenca muitas vezes pode ser
utilizada como um possivel marcador de doencas. E produzida por neurdnios

dopaminérgicos, e essa producdo acontece a partir do aminoacido tirosina, como visto na
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Figura 15. A tirosina é entdo convertida em L-DOPA, e a partir da descarboxilacdo é
formada a DA.

OH L-Tirosina
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Figura 15. Mecanismo demonstrando as etapas para a producéo de dopamina. Fonte: Elaborado pelo autor.

A doenca de Parkinson é um distdrbio neurodegenerativo progressivo que afeta
pelo menos quatro milhdes de pessoas no mundo . Caracteriza por apresentar sintomas
motores graves, incluindo desequilibrio postural, tremores incontrolaveis, lentiddo de
movimentos e rigidez nos membros. E uma doenca que acomete principalmente os idosos.
A principal caracteristica patoldgica desse disturbio € uma perda pronunciada de
neurdnios produtores de dopamina na substancia negra, o que resulta em uma deplecao
dréstica de dopamina no corpo estriado, para o qual esses neurbnios se projetam . O

resultado é o acimulo da substancia negra, promovendo a inibi¢cdo do talamo e por
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consequéncia a inibicéo cortical, ou seja, perda ou descontrole dos movimentos, afetando
a qualidade de vida do paciente e podendo lavar ao Obito [166]. Outra importante
caracteristicas da doenca é a identificagdo, por coloracédo, da presenca dos corpos de Lewi,
que identificam os neurénios afetados em todo o sistema nervoso [167]. Nesse sentido, a
identificacdo precoce € requerida constantemente para uma melhora na qualidade de vida
dos pacientes. Entre as estratégias, a eletroquimica apresenta grandes vantagens, uma vez
que a dopamina possui um carater eletroativo e seu processo redox é bem conhecido. 1sso

facilita o desenvolvimento de novas plataformas eletroquimicas.

1.11.7 L-Dopa

A L-Dopa [(-) -3-(3,4-dihidroxifenil) -L-alanina], também conhecida
popularmente como Levodopa, € um aminoacido aromatico precursor bioldgico de
diversos neurotransmissores — dopamina, epinefrina e noradrenalina. E amplamente
descrita como um farmaco para o tratamento sintoméatico da DP. Embora seja utilizada
no tratamento da DP, apds um longo periodo de seu uso ha estudos que demonstram
diversas complicacdes médicas [168, 169]. Dessa forma, a L-Dopa também esta
relacionada como um marcador para a progressdo da doenca de Parkinson, pois é
responsavel pela sintese da dopamina a partir da descarboxilacdo pela enzima L-
Aminoacido Aromatico Descarboxilase. Sua principal funcdo é restaurar os sistemas
dopaminérgicos e colinérgicos nos ganglios basais [170]. Mesmo sendo utilizada no
tratamento, pouco se sabe como exatamente ela afeta o SNC. Desse modo, acompanhar
os niveis de L-Dopa ajuda a melhorar e entender o diagndstico destas doencas, bem como
sua acdo fisiologica. Além disso, a auto oxidagdo deste analito causa metabolitos toxicos
como radicais livres, quinonas e semi-quinonas [171], sendo extremamente importante

sua deteccdo em amostras farmacéuticas e em fluidos bioldgicos.
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

A presente tese teve como objetivo geral o desenvolvimento de novas plataformas

de sensores e biossensores eletroquimicos de relativo baixo custo - descartaveis e/ou

reutilizaveis - tendo em vista sua aplicacdo point-of-care na deteccéo de biomarcadores

de interesse clinico.

2.2 Objetivos Especificos

A.

Produzir eletrodos modificados com mediador PB empregando substrato de
garrafa PET reciclavel, ecologicamente correto, e uma tinta condutora simples a

base de grafite e esmalte de unha através da técnica screen-printing;

. Aplicar os eletrodos no desenvolvimento de sensores eletroquimicos enzimaticos

e ndo enzimaticos para a deteccdo dos biomarcadores - acido Urico, peroxido de
hidrogénio e glicose;
Avaliar o sensor modificado como sensor vestivel utilizando uma pulseira

confeccionada em impressao 3D para medicdo eletroquimica de acido Urico;

. Aplicar eletrodos de platina para a deteccdo do biomarcador L-Cisteina,

relacionado a SARS-CoV-2;

Desenvolver um imunossensor eletroquimico sobre a superficie dos eletrodos de
platina para a deteccéo da proteina spike do virus SARS-CoV-2;

Produzir eletrodos confeccionados com substrato de folhas caidas de arvores por
pirdlise a laser de CO e aplicar na detec¢do de dopamina;

Desenvolver uma nova plataforma eletroquimica composta por material

reutilizavel para confeccdo de eletrodos a base de grafite;

. Aplicar a nova plataforma eletroquimica na deteccdo de diferentes analitos e

sistemas de maneira portatil.
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CAPITULO |

SENSOR ELETROQUIMICO DESCARTAVEL MODIFICADO COM AZUL DA
PRUSSIA PARA DETECCAO DE MULTIPLOS BIOMARCADORES DE
INTERESSE CLINICO

MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

O grafite da Fisher Chemical® (Nova Jersey, EUA) e NP incolor (Base brilho
cuidados, Cora®©, S&o Paulo, Brasil) foram utilizados para a preparagdo da tinta
condutora. AU, ferrocenometanol (FcMeOH), (H 20.), glicose, cloridrato de dopamina e
aenzima GOXx foram adquiridos da Sigma-Aldrich®, EUA. Acido ascorbico foi adquirido
da Dinamica® (Brasil); frutose da Synth®, Brasil e sacarose da Vetec®, Brasil. Solugdes
de amostras sintéticas de suor sintético foram preparados seguindo a literatura com
adaptacdes [172, 173] e era composto por uma mistura de NaCl 1,559 L%, KCI1,0g L,
ureia 0,6 g L%, acido acético 5,0 g L1, 4cido latico 1,26 g L e cloreto de aménio 17,5
g L™! - Dinamica® (Brasil), acido Grico 9,92 g L1, acido ascorbico 1,76 x 103g L e
glicose 0,17 mmol L, solubilizados em PBS e obtidos da Sigma-Aldrich®,
EUA. Tampao fosfato salino (PBS) foi preparado utilizando fosfato de sodio dibasico
(Dinamica®, Brasil), cloreto de potassio e fosfato de sodio monobésico (Sigma-
Aldrich®, EUA). O filamento flexivel e ndo condutor de acrilonitrila butadieno
estireno (ABS), utilizado na constru¢do de uma pulseira vestivel, foi adquirido da 3DLAB
(Minas Gerais, Brasil). A pulseira vestivel impressa em 3D foi projetada no software livre
Blender versdo 2.91.2 e fabricado com uma impressora 3D Sethi3D S3. Todos 0s
reagentes eram de grau analitico. Agua ultrapura (Milli Q, EUA), com resistividade > 18

MQ cm, foi utilizada para preparar todas as solu¢des aquosas.

3.2 Fabricacdo dos Sensores Descartaveis por Serigrafia

Uma configuracdo de sistema de trés eletrodos, baseada no projeto de um eletrodo
comercial serigrafado, foi usada para a construgédo dos eletrodos descartaveis. O eletrodo

de trabalho proposto consistiu em um circulo de 4,95 mm de diametro (area geométrica
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de 0,19 cm?). Primeiramente, os substratos das garrafas PET foram lixados com lixa
convencional (n°??°da 3M®) para facilitar a deposicio da tinta sobre os substratos. O
substrato foi entdo limpo com etanol (70% v/v) para remover residuos/impurezas
organicas que pudessem interferir na analise eletroquimica , conforme exemplificado na
etapa 1 (Figura 16). Méascaras recortadas em papel adesivo (Colacril, Office CC185)
foram utilizadas para delimitar os eletrodos e dar forma aos mesmos. Para isso, foi
utilizada uma impressora de corte, sendo os desenhos criados com o software Silhouette
Studio versdo 4.4. A parte interna das estruturas foi removida e as mascaras foram coladas
na superficie de uma folha de PET obtida de uma garrafa de refrigerante descartada. A
tinta condutora foi preparada misturando NP e grafite (48:52% (m/m)) (Figura 16 , etapa
2), uma composicao previamente otimizada por Araujo Andreotti e colaboradores [174].
Com o auxilio de um centrifugador assimétrico duplo (SpeedMixer® Dac 150.1 FVZ-K,
FlackTec Inc) os reagentes foram misturados em 3 ciclos de 1min e 30s (3500 rpm). Por
fim, a tinta preparada foi depositada e espalhada uniformemente nas méscaras, conforme
mostrado na etapa 3 (Figura 16). O eletrodo a base de esmalte e grafite produzido foi
denominado GNP.

3.3 Modificacdo dos Sensores com Azul da Prussia

A modificacdo dos eletrodos foi realizada por eletrodeposicdo do PB (etapa 4,
Figura 16), fornecendo os eletrodos GNP/PB. Esta foi baseada em métodos descritos na
literatura [175] e envolveu ciclagem consecutiva (n =15) empregando a técnica de CV
em potenciais variando de 0,3 a 0,8 V a 50 mV s! em uma solugdo aquosa de
Ks [Fe(CN)s] 2,5 mmol L* contendo FeCls 2,5 mmol L%, em KCI 0,1 mol L™ (pH 3,0)

acidificado com HCI 0,1 mol L.

3.4 Confeccéo do Biossensor

Para a fabricacdo do biossensor (etapa 5, Figura 16), 50 uL de uma disperséo de
biopolimero quitosana a 0,2% (QT) foi misturado com 50 pL de solucéo de glutaraldeido
a 2%. A mistura foi deixada em repouso por 30 min para que os dois grupos aldeidos do
glutaraldeido interagissem completamente com os grupos NH> da QT. Assim, forma-se
uma matriz reticulada com a enzima GOXx aprisionada entre os intersticios [176] . Em

seguida, 50 puL de uma solugdo de GOx 30 mg mL ! foi adicionado a mistura. Este
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método de ligacdo por aprisionamento proporcionou melhor biocompatibilidade e
estabilidade para a enzima. Finalmente, 7 pL da mistura final foi adicionado a superficie
do eletrodo de trabalho e deixou-se secar durante a noite a 10°C. O biossensor foi
denominado GNP/PB/GOX.
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Figura 16. Preparacdo do sensor GNP e GNP/PB: (1 e 2) Preparagéo da tinta condutora. (3) Aplicacédo de
tinta condutora e sensor GNP. (4) Eletrodeposicdo de filme PB e sensor GNP/PB. (5) Preparacdo do
biossensor GNP/PB/GOx. Fonte: Elaborado pelo autor.

3.5 Caracterizacdo Morfologica e Quimica dos Sensores

As caracterizacdes da superficie dos sensores foram realizadas por microscopia
eletronica de varredura (MEV) da Thermo Fisher Scientific modelo Prisma E com
tecnologia ColorSEM e espectroscopia de raios-X de energia dispersiva integrada (EDS)
para a aquisicao de imagens por mapeamento de coloracdo dos elementos por superficie.
As analises de espectroscopia de infravermelho com transformadas de Fourier (FTIR)
foram realizadas com o espectrofotometro Tensor Il (Bruker) com resolucéo de 4,0 cm™?
no modo de absorbancia na faixa de 400 a 4,000 cm~*. Os espectros das amostras secas

foram obtidos em pastilhas de KBr (Sigma-Aldrich).
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3.6 Medidas Eletroquimicas

Todas as medidas foram realizadas em um potenciostato/galvanostato AutoLab
PGSTAT204 (Metrohm), gerenciado pelo software NOVA 2.1.4. Foram empregadas as
técnicas de voltametria ciclica, voltametria de pulso diferencial, voltametria de onda
quadrada e cronoamperometria. Para caracterizacdo dos sensores antes e apos
modificagdo com PB foi utilizada uma solucdo (FcMeOH) 1,0 mmol L1, preparado em
KCI10,1 mol L.

Experimentos de CV foram realizados para caracterizar eletroquimicamente o
sensor obtido e avaliar o comportamento eletroquimico das moléculas. Para a escolha da
técnica de deteccdo — dentre DPV e SWV — para AU, foi considerado a manutencdo da
velocidade de varredura em 10 mV s™X. Para a deteccéo de H20; e glicose foi utilizada a
técnica de cronoamperometria. Inicialmente, um estudo de potencial avaliou o0 melhor
potencial de trabalho a ser aplicado.

Amostras de suor sintético foram preparadas de acordo com a formulagéo quimica
sugerida proposta na literatura [173] e posteriormente enriquecidas com AU ou glicose
em diferentes concentracGes. Para analise de AU, o suor sintético foi enriquecido com 4
concentragdes diferentes de AU (5,0, 20,0, 40,0 e 59,0 umol L) e para deteccio de
glicose, a fortificacdao envolveu 3 concentracoes diferentes (50,0, 150,0 e 400,0 umol L_l).
Estas solucBes foram preparadas diretamente na amostra, anteriormente solubilizada em
PBS. Todas as fortificacbes foram realizadas sem a diluicdo da amostra e em
concentragOes dentro da faixa de trabalho linear. Por fim, ensaios de reprodutibilidade,
repetibilidade e interferentes foram realizados para o sensor e biossensor sob condi¢fes

anteriormente otimizadas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo Morfoldgica e Quimica

As morfologias dos eletrodos a base de tinta condutora grafite antes e apds a
modificagdo com PB, e do eletrodo modificado contendo GOx foram caracterizadas por
MEV, e as imagens obtidas s&o mostradas nas Figuras 17-A, 17-B e 17-C,
respectivamente. Através das imagens MEV apresentadas nas Figuras 17-A2 e A3 ¢
possivel observar folhas de grafite distribuidas homogeneamente por toda a superficie do
eletrodo de trabalho. Além disso, observa-se uma topografia rugosa com presenca de
cavidades. Tais cavidades sdo interessantes para eletroanlise, pois podem fornecer sitios
ativos capazes de realizar a interacdo e imobilizacdo de espécies, como alguns
mediadores eletroquimicos, aumentando assim a condutividade do dispositivo. Apds
modificacdo com PB (Figura 17-B), a superficie do eletrodo foi coberta homogeneamente
pelo filme de PB. Este fato € evidenciado pela presenca de ferro confirmada pela de
espectroscopia dispersiva de energia que fornece a porcentagem dos elementos presente
na amostra (Figura 17-B3) e o respectivo espectro, mostrado na Figura
18. A coloracéo vermelha da Figura 17-2B indica a presenca de Fe, enquanto a coloragao
azul indica a presenca de C, confirmando o sucesso da sintese de PB, e a porcentagem
correspondente a cada elemento encontrado é apresentado na tabela inserida na Figura
18. Além disso, pequenas trincas podem ser observadas, 0 que mostra que 0 processo de
nucleacdo para o crescimento e formacdo do PB [177]. Finalmente, as imagens MEV
do biossensor contendo GOx (Figura 17-C) mostram uma superficie mais lisa com a
presenca de pequenos aglomerados relacionados ao filme GNP/PB/GOXx.


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/immobilisation
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https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/energy-dispersive-spectroscopy
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/colouration
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/biosensors
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Figura 17. Imagens de MEV de (A) GNP em (1) 60 (2) 1000 (3) e 8000x fatores de ampliacéo , (B) GNP/PB
(1) 60 (2) 1000 (3) e 8000x fatores de ampliagéo e (C) GNP/PB/GOx (1) 109 (2) 1200 (3) e 20000x fatores
de ampliacdo. Color SEM com a distribuicdo dos elementos quimicos na superficie do eletrodo (B3)
GNP/PB. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 18. Espectros EDS e composicdo elementar em GNP/PB. Fonte: Elaborado pelo autor.

Os espectros de FTIR foram obtidos para eletrodos GNP e GNP/PB para observar
sua composicdo superficial e possiveis alteraces apds a modificacdo da superficie. Os
espectros obtidos sdo apresentados na Figura 19. E possivel observar que para 0 GNP
existem bandas predominantes na regido entre 1800 e 800 cm !, nas quais sdo atribuidos
grupos oxigenados, como carboxila e/ou carbonila (1717 e 1445 cm 1) [178] . Nesse
sentido, as bandas em 1222 e 1113 cm?, podem estar relacionadas avibragdo de
estiramento do C—O-C [178]. Essas bandas podem ser atribuidas a compostos presentes
no NP, como tolueno, alcool isopropilico, acetato de butila e resina de formaldeido , entre
outros, utilizados na fabricacdo de tintas condutoras. Por outro lado, nos espectros
GNP/PB, uma banda de alta intensidade em 2070 cm™! pode ser observado, o qual pode
estar relacionado a grupos funcionais C=N e originado do PB [179]. Esses resultados

corroboram que a modificacdo do sensor descartavel com PB foi bem-sucedida.


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/fourier-transform-infrared-spectroscopy
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/stretching-vibration
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/stretching-vibration
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/isopropyl-alcohol
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/butyl-acetate
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/formaldehyde-resin

83

0,00 1

0,01 1

z---- e -

I .

w
N
[=;]

_— e - -

b [}
0,02 .

5 1113 865

0,03 - 3021

E___

2026 iy 122

Transmitancia (%)

0,04 1

0,05 1

2070

0,06 T T T v T T T Y T v T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 19. Espectros FTIR para GNP (==) e GNP/PB (==). Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2 Caracterizacao Eletroquimica dos Eletrodos GNP e GNP/PB

Ap6s a caracterizagdo fisico-quimica da superficie, foram realizadas
caracterizacBes eletroquimicas utilizando a voltametria ciclica para estudar o
comportamento eletroquimico dos eletrodos GNP e GNP/PB (Figura 20). Primeiramente,
foram avaliados em PBS 0,10 mol L™ (pH = 7,0). Pode ser observado a partir dos
voltamogramas ciclicos que nenhum processo redox esteve envolvido no eletrélito de
suporte empregando o eletrodo GNP. Apds a eletrodeposicdo do filme de PB (linha
vermelha), os processos redox tipicos que indicam a presenca de PB estdo presentes,
compostos por dois picos de oxidacdo e dois picos de reducdo. O primeiro sinal redox (1)
é um pico de oxidagdo em torno de +0,04 V atribuido ao PB. A oxida¢do do PB fornece
um pico em torno de +0,76 V, relacionado ao verde de Berlim (l11), e forma oxidada do
PB. A reducdo subsequente do verde de Berlim fornece PB em torno de +0,52 V, e um
segundo processo de reducdo gera branco da Prussia (IV) em —0,25 V. A formacéo dos
compostos é relatada pela literatura [180, 181] e pode ser representada pelas reagdes
guimicas abaixo:
4Fe** + 3[Fes+ (CN)g]s + 4K* + 7e~ — KaFes[Fe(CN)e]s (Branco da Prussia)
KsFes[Fe(CN)e]s — 46~ — Fes[Fe(CN)s]z + 4K (Azul da Prassia)
Fes + 3[Fe*?(CN)g]s — 3~ — Fe?* + 3{Fe[Fe(CN)e]} (Verde de Berlim)
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Figura 20. Voltamogramas ciclicos em auséncia (==) e presenca (==) de azul da Prussia em solucéo de PBS

0,1 mol L™ (pH = 7,0); velocidade de varredura: 50 mV s . Fonte: Elaborado pelo autor.

A area eletroativa do GNP e GNP/PB também foi calculada. Para isso, estudos de
voltametria ciclica foram realizados em diferentes velocidades de varredura entre 30 a
250 mV st em ambos os eletrodos (Figura 21). A éarea eletroativa foi calculada com base
na equacdo de Randles-Sevcik (Equacdo 1), usando uma solucdo de FcMeOH 1,0 mmol
LtemKCI0,1mol L%

lp = 2,69 x 10° A C D2 n3/2 y1/2 (Equagdo 1)
p

onde, | , é a corrente de pico (A), A a area eletroativa (cm 2), C a concentragio da sonda
redox (mol L), D o coeficiente de difusdo da sonda redox (cm 2 s™%) , n o nimero de
elétrons envolvidos na reacgéo, e v a taxa de varredura (mV s 1). O coeficiente de difusio
utilizado para FcMeOH foi de 7,6 x 10® cm 2 s71 [182, 183].
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Figura 21. Voltamogramas ciclicos obtidos em eletrodo (A) GNP e (B) GNP/PB em ferrocenometanol 1,0
mmol Lt em KCI 0,1 mol L variando a velocidade de varredura em 30, 50, 70, 90, 110, 130, 160, 200 e

250 mV s7L. (B) e (D) Gréfico de pontos I vs. v . Fonte: Elaborado pelo autor.

Os valores obtidos de Ipa foram 0,16 e 0,77 cm?para GNP e GNP/PB,
respectivamente. Primeiramente, vale ressaltar que a area geométrica do eletrodo é
ligeiramente maior (0,19 cm?) do que a area superficial eletroativa do GNP n&o
modificado. Isso ocorre devido a composi¢do do eletrodo (tinta condutora), que apresenta
NP ndo condutor em sua composicdo, assim, apenas partes da superficie do eletrodo séo
eletroativas e responsaveis pelo processo de transferéncia de elétrons. Ao comparar a area
eletroativa dos eletrodos ndo modificados e modificados com PB, pode-se observar que
h& um aumento de aproximadamente 5 vezes na area eletroativa apos a modificagdo do
PB. Tal aumento provavelmente ocorreu devido ao aumento da rugosidade da superficie
do material apo6s a deposicdo de PB, onde foram observadas rachaduras na superficie
atraveés de imagens de MEV. Esse aumento da area eletroativa é benéfico para a adsor¢éo
de analitos e a imobilizacdo de enzimas, aumentando a resposta eletroquimica e
diminuindo a detectabilidade [184].
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As curvas da Figura 21 B e D, relacionadas ao grafico de corrente de
pico versus raiz quadrada de varredura (v ¥2), mostram um comportamento linear para
ambas as superficies com valores de coeficiente de determinacéo de linearidade de R? =
0,9955 (GNP) e R? = 0,9986 (GNP/PB), seguindo as equagdes: Ip (uA) = —5,25 (+
1,008) +122,8 (+2,914) v¥?2 (V s1) Y2 el, =-65,61 (+ 3,191) + 711,7 (+ 9,226) v
(V s) 2, respectivamente, o que indica que em ambos os eletrodos os processos de

transporte de massa sdo controlados por difuséo [185].

4.3 Caracterizacéo e Detecgdo Eletroquimica de Acido Urico

Apds a caracterizacdo dos eletrodos, estes foram avaliados quanto a deteccdo de
AU. O desempenho eletroquimico do sensor na detec¢do de AU foi inicialmente avaliado
por CV em uma solugdo de PBS 0,1 mol L™t (pH 7,0) na presenca de AU 800,0 pmol
L' a uma velocidade de varredura de 50 mV s A Figura 22 apresenta 0s
voltamogramas obtidos para GNP na presenca de AU (linha azul), e GNP/PB na presenca
(linha vermelha) e auséncia (linha preta) de AU. E possivel observar que o AU apresenta
um comportamento irreversivel com um pico de oxidagdo bem definido em torno de +225
mV no GNP/PB. Na presenca de PB (linha vermelha), embora os picos tipicos
relacionados aos processos redox do PB sejam diminuidos, pode-se observar que o
processo de oxidacdo do AU é melhorado, apresentando um valor de corrente de pico
maior correspondendo a um aumento de 43%. Este resultado estd de acordo com 0s
valores de area eletroativa calculados, onde se observa um aumento de area para o
GNP/PB. Assim, esta superficie fornece mais sitios eletroativos para a oxidacao do AU e
maiores correntes de pico sdo observadas. A oxidacdo do AU para o eletrodo GNP
ocorreu na regido de potencial de +290 mV. Para o eletrodo GNP/PB, a oxidagao ocorreu
em potencial de trabalho diminuido (+250 mV), o que pode indicar que o PB catalisou a
reacdo, 0 que aumenta o desempenho eletroquimico do dispositivo. Pode-se inferir
também que os dois 4&tomos de oxigénio de AU tém uma melhor correspondéncia com 0s
dois atomos de Fe " localizados na diagonal da estrutura cristalina do PB em comparagio
com os atomos de oxigénio com Fe "', Portanto, ha uma forte adsorcio entre os atomos
de oxigénio do AU e os dois atomos de Fe'' do PB permitindo boas interacdes para a

transferéncia seletiva de elétrons [186].
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Além disso, ndo estdo ocorrendo interferéncias dos processos redox do PB,

indicando que o GNP/PB tem um grande potencial no sensoriamento de AU, sendo um

material interessante a ser empregado.
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Figura 22. Voltamogramas ciclicos obtidos para GNP (=) na presenca de 800 umol L™ AU, e para
GNP/PB na auséncia (=) e presenca (=) de 800,0 umol L™t AU, em solugéo de PBS 0,1 mol L™ (pH 7,0);

velocidade de varredura: 50 mV s™*. Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 23 demonstra 0 mecanismo de oxida¢do do acido Urico que ocorre na

superficie do sensor GNP e GNP/PB. O acido Urico eletroativo pode ser oxidado

irreversivelmente em uma solucdo aquosa para produzir alantoina como o produto

principal. A alantoina é um produto da degradacéo da purina e é formada em humanos

acima de um nivel limiar, devido a oxidacdo do acido urico [187]. Além disso, € possivel

observar que durante o processo é gerado 2e~ e 2H* em uma etapa Unica.
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Figura 23. Mecanismo de oxidacdo do acido Urico. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Em seguida, determinou-se a melhor técnica voltamétrica para a deteccdo do
analito. Foram testadas as técnicas voltametria de pulso diferencial (DPV) e voltametria
de onda quadrada (SWV). As medidas foram realizadas em tampéo fosfato salino (PBS)
0,1 mol L™ (pH 7,0) em presenca de AU 50,0 umol L%, considerando a manutencgio da
velocidade de varredura (10 mV s™t) em ambas as técnicas para uma melhor comparagao.
A Figura 24 mostra os voltamogramas obtidos para SWV e DPV. Um valor de corrente
de pico maior foi obtido por DPV (14 vezes maior), indicando que DPV é mais adequada
para a deteccdo de AU. Assim, esta técnica foi empregada para outros testes envolvendo
0 AU.

1/ pA

0- /
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Figura 24. Comparagéo entre técnicas DPV (=) e SWV (==), em solucéo de PBS 0,1 mol L™* (pH 7,0)
(=) e na presenca de AU 50,0 pmol L™t em PBS (pH 7,0). Parametros SWV: f = 10 Hz, a = 50 mV, step

1 mV; DPV: a =50 mV, modulation time = 25 ms, v = 10 mV s™*. Fonte: Elaborado pelo autor.

ApoOs a selecdo da técnica, foi realizada a otimizagdo dos parametros
operacionais de DPV (amplitude de modulacdo, tempo de modulacdo e potencial de
passo) para garantir a melhor resposta eletroquimica. Para isso, foi realizado um estudo
univariado em uma solug&o contendo UA 50,0 umol L™ mantendo dois parametros fixos
enquanto o terceiro foi variado. Para este estudo, os parametros do DPV foram fixados
da seguinte forma: tempo de modulagéo (mt): 25 ms; amplitude (a): 50 mV; e incremento

de potencial (4E): 5mV. Os voltamogramas obtidos sdo apresentados na Figura 25, bem


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/operational-parameter
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/operational-parameter
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como os graficos correspondentes da resposta de corrente. Observa-se que 0 aumento dos
valores do potencial de passo levou a um aumento na resposta da corrente, e um potencial
de passo de 7 mV foi escolhido para novos experimentos, pois, para valores maiores,
observou-se um aumento na largura do pico, assim como o aumento na magnitude do
ruido de linha de base (Figura 25-A). O mesmo aumento na resposta da corrente foi
observado para a variagdo da amplitude, onde um méaximo na resposta da corrente €
atingido em 80 mV de amplitude (Figura 25-B). Portanto, este valor foi selecionado como
Otimo. Também pode ser visto que aumentos no tempo de modulacéo reduzem a corrente
de pico do AU (Figura 25-C) e, uma vez que respostas eletroquimicas mais altas sdo

direcionadas.
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Figura 25. Resposta voltamétrica DPV para UA 50,0 umol L™ em solugéo de PBS 0,1 mol L™* (pH 7,0)
obtida em diferentes (A) incremento de potencial (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 mV). (B) amplitude de
modulagéo (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90 mV) e (C) tempo de modulacéo (5, 10, 20, 25, 30, 40 e 50

ms), e respectivos gréaficos de corrente de pico versus parametros variados (A’-C’). Fonte: Elaborado pelo

autor.

Todos os pardmetros, faixas estudadas e valores escolhidos durante a otimizacao

estdo demonstrados na Tabela 2.
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Tabela 2. Otimizacéo de parametros para técnica de voltametria de pulso diferencial. Fonte: Elaborado pelo

autor.

Parametro estudado Faixa estudada Valor selecionado
Incremento de potencial lal0 mV 7mV
Tempo de modulagéo de

5a50 ms 5ms
pulso
Amplitude 10290 mVv 80 mV

ApoOs a otimizacdo dos pardmetros experimentais para o sensor GNP/PB
utilizando a voltametria de pulso diferencial, construiu-se uma curva analitica para
diferentes concentragdes crescentes de AU. Foram realizadas medidas sucessivas de AU
em diferentes concentragdes no intervalo de 5,0 a 150,0 pmol L7, obtendo
voltamogramas para cada concentracio (Figura 26-A). E possivel observar um aumento
linear na corrente de pico com a adi¢do sucessiva e crescente de AU (Figura 26-B). As
medidas para cada concentracao foram realizadas com o mesmo eletrodo, sendo possivel
observar uma boa estabilidade do sensor. A curva apresentou um coeficiente de
determinacéo de linearidade (R?=0,990), e a regressdo mostra que os dados seguem a
equacao lpa (LA) =—0,2981 (* 0,0202) + 0,0807 ( 0,0023) Cau (umol L™1).

O limite de deteccdo (LOD, do inglés limit of detection) e limite de quantificacédo
(LOQ, do inglés limit of quantification) foram calculados de acordo com 3 e 10 vezes o
desvio padrdo do intercepto linear sobre a sensibilidade analitica da curva de calibracdo
[188]. O valor de desvio padrdo relativo (RSD) (calculado de acordo com SKOOG et al.
[189]) a seguir: RSD = (s / x) * 100%, onde s é o desvio padrdo e x o valor médio
calculado). Obteve-se um LOD e LOQ de 0,70 e 2,50 pumol L%, respectivamente,
demonstrando que o GNP/PB apresenta potencial para a deteccdo de AU.
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Figura 26. (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtido em solugédo de PBS 0,1 mol L™ (pH 7,0) em
diferentes concentragdes de AU (5,0; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0; 50,0; 75,0; 100,0 e 150,0 pmol L?); (B)
Gréfico da corrente de pico versus concentragdo de &cido Urico, obtido a partir de A. Condices
experimentais DPV: amplitude: 80 mV; tempo de modulagdo +: 5 ms; incremento de potencial: 7 mV s
Fonte: Elaborado pelo autor.

Ensaios para o estudo de repetibilidade e reprodutibilidade para o dispositivo
descartavel GNP/PB foram realizados sob as condi¢fes anteriormente otimizadas. Para
avaliar a preciséo do sensor, foi realizado um estudo de repetibilidade realizando 20
medi¢cBes consecutivas de DPV no mesmo sensor. A Figura 27-A mostra 0s
voltamogramas e o respectivo grafico de corrente de pico em funcdo do ndmero de
repeticdes. Como pode ser visto, e de acordo com o RSD obtido (4,72%), o sensor
proposto apresentou precisdo satisfatoria e pode ser aplicado para medicBes consecutivas
sem perda de desempenho. Além disso, foram realizados testes intereletrodos para avaliar
a reprodutibilidade dos sensores obtidos. Para isso, cinco sensores diferentes foram
avaliados realizando medi¢Ges de DPV em uma solugdo contendo AU 25,0 umol L%, e
0s voltamogramas séo apresentados na Figura 27-B. Foi obtido um baixo valor de RSD
(3,59%), indicando que a construcdo dos sensores € reprodutivel.
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Figura 27. (A) Dados de repetibilidade obtidos de voltamogramas de pulso diferencial sucessivos (n=20)
usando uma solucéo de AU 50,0 umol L%; (B) Dados de reprodutibilidade obtidos de voltamogramas de
pulso diferencial sucessivos (n=5) usando uma solucéo de AU 25,0 umol L™%; Eletrolito de suporte: solugéo
de PBS 0,1 mol L™* (pH 7,0). Condicdes experimentais DPV: amplitude: 80 mV; tempo de modulagdo: 5

ms; incremento de potencial: 7 mV s, Fonte: Elaborado pelo autor.

Tem sido relatado que o AU pode ser encontrado no suor humano em
concentracdes que variam de 24,5 a 35,7 pmol L™ [189]. Dessa forma, buscando validar
e demonstrar a aplicabilidade do sensor GNP/PB, foram preparadas amostras de suor
sintético a fim de serem utilizadas em medidas de adicdo e recuperagdo de padréo. Para
isso, foram realizados testes de recuperacdo apos a fortificacdo da amostra com quatro
diferentes concentracdes de AU (5,0, 20,0, 40,0 e 59,0 pmol L), e os resultados obtidos
sdo apresentados na Tabela 3. A partir da tabela, pode-se observar que foram obtidos
valores de recuperagéo que variam de 102% + 3,4 a 113% + 1,8, indicando que ndo houve
interferéncias significativas da matriz amostral presente. Assim, o GNP/PB pode ser
aplicado com sucesso na deteccdo de AU, sendo uma alternativa interessante

aos eletrodos convencionais.


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/sample-matrix
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/conventional-electrode
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Tabela 3. Valores de recuperagao (n=3) para adi¢Ges de acido Urico em amostras de suor sintético. Fonte:

Elaborado pelo autor.

Encontrado Recuperado
Amostra Fortificacdo (umol L)
(umol L) (%)
A 5,0 551+0,37 110,54 £5,18
B 20,0 20,46 + 0,94 102,31 + 3,44
C 40,0 44,67 £ 3,26 111,67 + 5,85
D 59,0 66,68 + 1,35 113,02 £ 1,77

Em busca de avaliar o desempenho do sensor GNP/PB, este foi avaliado com
outros trabalhos ja desenvolvidos, por meio de busca e comparacdo com outros sensores
utilizados para a deteccdo de AU (Tabela 4). Guan et al. [190] apresentaram um sensor
para determinacdo de AU usando nanotubos de carbono aminofuncionalizados e AuNPs.
Os autores obtiveram um LOD de 0,29 pmol L™ com um intervalo linear de 0,3 a 200,0
umol L™, Apesar do sensor proposto pelos autores apresentar um LOD um pouco menor,
a sintese de materiais e montagem do sensor requer mais de 3 dias. Como comparacao,
nosso sensor proposto leva aproximadamente 1,5 dias entre as etapas de preparacdo do
substrato PET, tinta condutora e modificagdo com PB. Yang et al. [191], por outro lado,
determinaram simultaneamente AU, dopamina (DA) e acido ascérbico (AA) usando um
eletrodo modificado com grafeno reduzido. A determinacdo foi realizada pela
modificacdo de superficie de um eletrodo de carbono vitreo (GCE) com grafeno, e
obteve-se uma resposta linear na faixa de 0,5 a 60,0 umol L™t , com LOD de 0,5 pumol
L. Xu et al. [192], também propuseram um GCE modificado, para a determinagio
simultanea de DA e UA na presenca de AA. Neste trabalho, os autores empregaram
nanoparticulas reduzidas de Pt e oxido de grafeno como modificadores. Uma faixa linear
de 10,0 a 100,0 pmol L! foi alcangada, com um LOD de 0,45 pmol L™1. Embora os
autores tenham relatado um baixo LOD, foram necessarios procedimentos demorados
para produzir os sensores e, além disso, 0 uso do GCE restringe a aplicacao do dispositivo

como sensor vestivel.
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Tabela 4. Desempenho analitico do GNP/PB para determinagdo de AU comparado com a literatura. Fonte:

Elaborado pelo autor

_ Faixa linear LOD
Eletrodo Técnica Ref.
(umol L) (umol L)
ITO-rGO-AuNPs LSV 10,0 a 500 3,6 [193]
MCPE CcVv 10,0a70 51 [194]
COF-NH;-
DPV 0,3a200 0,29 [195]
MWCNT/AuU/GCE
GCE/rGO/PtNPs DPV 10,0 a 100 0,45 [196]
ERGO/GCE DPV 0,5a60 0,5 [197]
Eletrodo de
diamante dopado SWv 8,0 21000 7,7 [198]
com horo
Este
GNP/PB DPV 5,0 a 150 0,70
trabalho

Notas: ITO-rGO-AuNPs: eletrodos a base de 6xido de indio-estanho modificados com dxido de grafeno
reduzido e nanoparticulas de ouro; MCPE: eletrodo de pasta de carbono modificado com 2-
hidroxibenzimidazol; COF-NH2-MWCNT/AuU/GCE: eletrodo de carbono vitreo modificado com
estruturas organicas covalentes, nanotubos de carbono aminofuncionalizados e nanoparticulas de ouro;
GCE/rGO/PtNPs: eletrodo de carbono vitreo modificado com Pt/6xido de grafeno reduzido; GCE/rGO:

eletrodo de carbono vitreo modificado com éxido de grafeno eletroquimicamente reduzido.

4.4 Aplicacdo de GNP/PB como Sensor Vestivel

Sensores vestiveis tém recebido grande atencdo na area da salde para monitorar
marcadores clinicos em fluidos biol6gicos, como suor, saliva e lagrimas [199]. Tais
plataformas séo dispositivos que podem ser usados durante atividades fisicas para rastrear
a salde e a aptiddo de um individuo, visando o monitoramento em tempo real e continuo
de biomarcadores relevantes. Além disso, essas plataformas permitem a substituicdo do
diagndstico clinico convencional que demanda instrumentacdo cara e grandes volumes
de amostras [ 71, 72 ]. Nesse sentido, a impressdao 3D surge como uma Otima alternativa
para a construcdo de dispositivos vestiveis com caracteristicas interessantes como baixo
custo e possibilidade de construgéo de objetos com grande variedade de composicao e
desenhos, possibilitando a obtengédo de dispositivos nédo invasivos para serem utilizados

no monitoramento de biomarcadores em humanos [ 73, 74 ]. A tecnologia de impressao


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2666053922000455#bib0071
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2666053922000455#bib0072
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/3d-printing
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2666053922000455#bib0073
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2666053922000455#bib0074
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3D pode ser uma ferramenta poderosa para a obtencdo de objetos sob demanda. A
possibilidade de empregar diferentes materiais e a moldagem de estruturas simples ou
mais complexas tornam esta técnica uma 6tima opcdo na construcdo de sensores
vestiveis [75] . Dado que o AU é um fator de risco para doengas como doenca
cardiovascular, doenca renal, [76] e gota, o desenvolvimento de um sensor vestivel para
deteccdo de AU apos a pratica de atividades fisicas € muito atraente [76] . Assim,
propomos a determinacdo de UA empregando o sensor GNP/PB proposto em uma
pulseira vestivel, obtida usando a tecnologia de impressdo 3D. O sensor vestivel impresso
em 3D foi desenvolvido empregando filamento ABS flexivel ndo condutor flexivel , e
trés conectores condutores foram fabricados a partir de filamentos condutores caseiros de
grafite e acido polilatico [77]. A Figura 28 mostra o sensor vestivel proposto. Como
prova de conceito, as medi¢Ges empregando o sensor vestivel produzido foram realizadas
pelo DPV para UA.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2666053922000455#bib0075
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2666053922000455#bib0076
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2666053922000455#bib0076
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/acrylonitrile-butadiene-styrene
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/acrylonitrile-butadiene-styrene
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/polylactide
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/conductive-filament
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2666053922000455#bib0077
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Figura 28. Montagem da pulseira vestivel com o eletrodo e conectores e um exemplo de analise do suor na
pele humana. Os conectores foram responsaveis por fornecer o contato elétrico e a conexdo do sensor ao
potenciostato, fechando o sistema eletroquimico. Parametros de impressao: extrusdo e temperatura da mesa

de 200°C e 65°C, respectivamente, com enchimento total. Fonte: Elaborado pelo autor.

A pulseira permitiu a medig&o eletroquimica do AU no suor sintético diretamente
em contato com a pele. A medida eletroquimica foi realizada pela adi¢do de 5 uLL de uma
solucdo de AU 100,0 pmol L, preparada em suor sintético, diretamente no brago de uma
pessoa. Para isso, a pulseira foi colocada com o eletrodo voltado diretamente para a
amostra, sendo entdo realizada a medida do DPV (Figura 29). O voltamograma obtido foi
comparado ao com o sensor ndo acoplado a plataforma vestivel. Com base nas medicGes,

pode-se observar que ocorreu uma pequena diminuicdo na resposta de corrente, porém,
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essa diminuicdo corresponde a apenas 3%, indicando que a detec¢do de AU pode ser

realizada diretamente na pele, sem prejuizo da resposta eletroanalitica.
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Figura 29. Voltamogramas de pulso diferencial com conector de eletrodos serigrafados (linha preta) e
pulseira de relégio de pulso (linha vermelha) na presenga de AU 100,0 umol L%, em solugéo de PBS 0,1
mol L (pH 7,0). CondicBes experimentais DPV: amplitude: 80 mV;tempo de modulagdo: 5

ms; incremento de potencial: 7 mV s™X. Fonte: Elaborado pelo autor.

Considerando que a quantidade de suor excretada por uma pessoa em toda a regido
do corpo durante as atividades fisicas é de 0,45 a 3,80 mL [78] , 0 sensor vestivel proposto
¢ adequado para a analise do suor de um individuo. Ressalta-se também que, caso seja
empregado um potenciostato portéatil, a analise pode ser realizada in loco logo apds a
pratica do exercicio, ou durante as atividades fisicas, por meio de um potenciostato
miniaturizado e um smartphone por software via wireless, permitindo analise em tempo
real. A possibilidade de ser empregado como um sensor vestivel torna o sensor proposto
uma plataforma muito interessante, e a possibilidade de monitorar os niveis de AU
durante ou logo apés a atividade fisica desempenha um papel importante no
monitoramento de condicGes fisicas estritamente relacionadas a diversos problemas
cronicos de saude, desde de doencas cardiacas, diabetes tipo 2 e cancer [79] . Assim, 0
dispositivo vestivel pode atuar no monitoramento da salde de forma dinamica e nédo

invasiva.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2666053922000455#bib0078
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/potentiostat
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2666053922000455#bib0079
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4.5 Caracterizacdo e Detecgdo Eletroquimica de Peroxido de Hidrogénio

Alem do peroxido de hidrogénio (H202) como um importante agente oxidante e
biomarcador de doencas é também um produto obtido durante a reacdo enzimatica entre
glicose e a enzima glicose oxidase (GOXx). Dessa forma, a avaliacdo do sensor GNP/PB
para deteccdo deste analito foi testada. Inicialmente, um estudo de potencial por meio de
medidas cronoamperometricas foi realizado com o intuito de determinar o melhor
potencial ideal para aplicar no eletrodo para a deteccdo de H.O>. Registros
cronoamperometricos triplicados (120s) para H 202 400,0 umol L™ em solucio de PBS
0,1 mol L™* (pH 7,0) foram obtidos para cada potencial estudado (de —0,5 V a 0,0 V)
usando eletrodos GNP/PB. A Figura 30-A mostra a resposta para cada potencial estudado,
onde Al corresponde a resposta atual de H202 subtraido da corrente de fundo (eletrolito
de suporte) no respectivo potencial aplicado. E possivel observar que em potenciais mais
negativos, superiores a —0,1 V, obtém-se um aumento significativo na resposta da
corrente, atingindo um valor méaximo no potencial de -0,3 V, sem alteracOes
significativas a partir dai. Considerando que —0,3 V forneceu a melhor resposta de
corrente e que, em altos potenciais, a interferéncia de outros compostos é mais presente,
este valor foi empregado para experimentos posteriores. Além disso, esse potencial de

trabalho é proximo ao utilizado na literatura [200].
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Figura 30. (A) Estudo de potencial para peréxido de hidrogénio 400,0 umol L™ em solugéo de PBS 0,1
mol L™ (pH 7,0) utilizando eletrodo GNP/PB obtido ap6s medidas cronoamperométricos (duragdo de
120s; n =3) em variados potenciais de trabalho; (B) Registros cronoamperométricos para concentragdes
crescentes de peroxido de hidrogénio (0,0; 400,0; 1000,0 e 5000,0 umol L) no GNP, potencial de trabalho:
-0,3 V (120 ms); (C) Registros cronoamperométricos para concentracdes crescentes de perdxido de
hidrogénio (100,0 a 800,0 umol L) em GNP/PB, potencial de trabalho: —0,3 V (120 ms); (D) Gréfico de
corrente de pico versus concentragdo de peroxido de hidrogénio, obtido a partir de C. Fonte: Elaborado pelo

autor.

Como prova de conceito, construiu-se uma curva analitica para determinacdo de
H>O. utilizando o eletrodo GNP/PB. Nesse sentido, foram obtidos registros
cronoamperométricos para concentrag@es crescentes de H20. (n =3) nos eletrodos GNP
(Figura 30-B) e GNP/PB (Figura 30-C). Como pode ser visto, na auséncia de PB (Figura
30-B), nenhuma resposta eletroquimica é observada para o peroxido de hidrogénio,
mesmo em altas concentragdes (5,0 mmol L), Esse comportamento ¢é esperado, pois
essa reacgdo precisa ser catalisada para ocorrer. Como pode ser visto na Figura 30-C, a
presenca de PB é de grande importancia, pois permite a deteccdo de peroxido de

hidrogénio. Para concentracdes crescentes de peroxido de hidrogénio, um
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comportamento linear foi obtido em concentragdes variando de 100,0 a 800,0 pmol
L-! (Figura 30-D). A respectiva curva analitica segue a equacdo Ip (nA) = 0,6823 (
0,1305) + 0,0124 ( 2,864x10~%) Chzo2 (umol L™1), com R? de 0,996. Os valores de LOD
e LOQ foram calculados usando a mesma equagéo proposta anteriormente e os valores
obtidos foram 31,6 umol L ~* e 100,0 pmol L 7%, respectivamente.

Dada a importancia do H20, como uma molécula de sinalizag&o inter e intracelular
[201, 202] e em niveis acima de 100 umol L-* excretados pela urina [203], pode ser um
indicador de complicacdes de satde. Nesse sentido, a deteccdo de H.O> pode ser realizada
empregando o sensor proposto modificado com PB, permitindo uma anélise répida e
simples deste composto. Além disso, a deteccdo de H.O2é de grande interesse, pois
permite uma grande variedade de aplicacdes, seja para a deteccdo indireta de
biomarcadores como glicose, colesterol ou acido latico. Como esse composto é um
subproduto de reacfes enzimaticas, ele esta envolvido nesses processos bioldgicos [204]
e permite o desenvolvimento de sensores alternativos para analise clinica. Portanto, sua
facilidade de confeccdo e excelentes caracteristicas analiticas sdo comparaveis ou
superiores as observadas, conforme apresentado na Tabela 5, atestando que o sensor

proposto pode ser empregado com sucesso para analises clinicas.
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Tabela 5. Desempenho analitico do GNP/PB para determinagdo de H,O, comparado com a literatura.

Fonte: Elaborado pelo autor

_ Faixa linear LOD
Eletrodo Técnica Ref.
(umol L)  (umol L)
) 200,0 a
Fe304-Fe203 Cronoamperometria 200,0 [205]
1800,0
) ) 2000,0 a
Poli (GMA-co-VFc)  Cronoamperometria 2,6 [206]
3,0x10*
) 86,0 a
PAnN/MWCNTCOOH  Cronoamperometria 86,0 [207]
1,0x10*
Nafion/HRP-GNSs— )
) Cronoamperometria 41,02 630,0 59 [208]
TiO2/GCE
CuO/g-C3N4 CVv 0,5a50,0 0,31 [209]
) Este
GNP/PB Cronoamperometria 100,0 a 800,0 31,6
trabalho

Notas: Fe304-Fe203: magnetita — hematita, Poli (GMA-co-VFc): poli (glicidil metacrilato-co-
vinilferroceno), PAn/MWCNTCOOH: nanotubo de carbono multiparede polianilina/carboxi-
funcionalizado, COOOH: Oxihidroxido de cobalto, Nafion/HRP —GNSs-TiO2/GCE: peroxidase de
rabano — nano-sementes de ouro — dxido de titanio/eletrodo de carbono vitreo, CuO/g-C3N4: 6xido de

cobre/nitreto de carbono grafitico.

4.6 Construcao e Avaliacdo do Biossensor de Glicose

Apds mostrar que o GNP/PB fornece uma resposta satisfatoria para o peréxido de
hidrogénio, um biossensor enziméatico de glicose foi desenvolvido na superficie do
GNP/PB. Nesse contexto, foi realizada a imobilizacdo de GOx por ligacéo covalente, que
tem a vantagem de contornar o fenbmeno de dessorcéo e, assim, afetar o desempenho do
biossensor. Paraa construcao do biossensor, avaliou-se a concentracdo de (QT) em 0,2%,
0,4% e 0,6% p/v para a imobilizagdo de GOx na superficie do eletrodo com uma
quantidade fixa de solucéo de glutaraldeido a 2%. Concentrac6es inferiores a 0,2% de QT
nédo favorecem a imobilizagcdo da GOx levando a lixiviacdo da mesma. Observou-se que
com concentragfes de QT superiores a 0,2%, obteve-se uma queda de corrente,
demostrando uma maior resistividade do filme (Figura 31). Isso estd diretamente
relacionado a baixa condutividade da QT, que pode afetar o desempenho dos biossensores
[210]. A concentragédo de glutaraldeido utilizada neste trabalho foi fixada em 2%, com
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base em estudos anteriores da literatura [211] e que abordam a desnaturacao de enzimas

em concentragdes superiores a 2%.
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Figura 31. Voltamogramas ciclicos obtidos para QT nas concentracGes de 0,2%, 0,4% e 0,6% na presenca
de solucdo de PBS 0,1 mol L™ (pH 7,0) contendo 30 mg mL* GOx; velocidade de varredura: 50 mV s ..

Fonte: Elaborado pelo autor.

Ap0s estabelecidas as concentrac@es de QT, o comportamento eletroquimico da
glicose foi avaliado utilizando o biossensor proposto. Todas as analises foram realizadas
em pH 7,0, uma vez que solucdes acidas podem afetar a atividade enzimatica, e em meios
alcalinos causam diminuicdo da estabilidade do filme de PB, além de prejudicar a
atividade da GOx [212]. Portanto, os CVs foram registrados usando uma solugéo de PBS
0,1 mol Lt (pH 7,0). A Figura 32 mostra os voltamogramas obtidos em GNP/PB/GOx
na presenca e auséncia de glicose. Pode-se observar que apés a adicdo da solucdo de
glicose ha um aumento da corrente redox (linha vermelha). Este aumento da densidade
de corrente dos picos de oxidacédo e reducdo do biossensor pode ser atribuido a oxidagéo
da glicose para acido glaconico, que se reoxida novamente com a reducdo do mediador
PB, o qual é reoxidado pelo potencial aplicado, gerando um aumento na magnitude de

corrente.
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Figura 32. Voltamogramas ciclicos na auséncia (==) e na presenca (=) de glicose 0,5 mmol L™ em solucéo
PBS 0,1 mol L™ (pH 7,0) utilizando o GNP/PB/GOX; velocidade de varredura: 50 mV st Fonte:

Elaborado pelo autor.

O mecanismo para a oxidacdo enzimética da glicose é demonstrado na Figura 33.
Neste processo, a glicose é convertida em acido gluconico, catalisada pela enzima glicose
oxidase (GOx) imobilizada na superficie do sensor. Secundaria a esta reacéo € a producéo
de peroxido de hidrogénio que pode ser reduzido cronoamperotricamente em
sobrepotenciais baixo aplicados, eletrocatalisados pelo branco da Prussia (PW, do inglés
“Prussian White ). Além disso, hd uma ligeira abertura da enzima quando é depositada
sobre o eletrodo GNP/PB, que tem uma superficie mais rugosa e irregular, conforme
demonstrado pelo MEV, diminuindo a influéncia que a barreira proteica tem na
transferéncia de carga, sendo mais facil a transferéncia de elétrons entre 0 GNP/PB e a

enzima.
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Figura 33. Mecanismo de funcionamento do biossensor GNP/PB/GOx. Fonte: Elaborado pelo autor.

Para o desenvolvimento do método de detec¢do por cronoamperometria, também
foi realizado um estudo de potencial para glicose, assim como para a deteccdo de HO».
A Figura 34 apresenta as respostas de corrente obtidas para diferentes potenciais
aplicados (variando de 0,0 a —0,4 V). Uma resposta de corrente mais alta foi obtida em
—0,3 V. Este resultado esta de acordo com o sensor proposto para perdxido de hidrogénio
(Figura 34-A) uma vez que a detec¢do enzimatica da glicose realizada através do perdxido
de hidrogénio (gerado na reacdo enzimatica), que é detectado indiretamente pelo

biossensor, o qual foi selecionado para estudos posteriores.
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Figura 34. Estudo de potencial para glicose 500,0 umol L= em solugdo PBS 0,1 mol L (pH 7,0)
utilizando eletrodo modificado com azul da Prussia obtido apds medidas amperométricas (n=3) em

potenciais de trabalho variados (-0,4, -0,3, -0,2, -0,1 e 0,0 V) durante 120 s. Fonte: Elaborado pelo autor.

Apds a otimizacdo do potencial de trabalho, foi obtida uma curva de calibragéo
para concentracOes crescentes de glicose empregando o biossensor proposto (Figura 35-
A). Um comportamento linear foi observado com concentragdes de glicose variando de
50,0 a 500,0 umol L™* (Figura 35-B), seguindo a equacéo | (uA) = 0,3554 (+ 0,0223) +
2,393x1073 (+ 8,785x10°) Cglicose (umol L), com o valor de R? de 0,999. Os valores de
LOD e LOQ foram calculados conforme descrito para o acido Urico e peréxido de
hidrogénio, e os valores foram 9,2 e 30,6 umol L™, respectivamente. O desempenho
analitico do biossensor foi comparado a outros biossensores para deteccdo de glicose
apresentados na literatura e apresentados na Tabela 6. Além disso, a concentracao de
glicose em amostras de suor é relatada na literatura como variando de 20,0 pmol L™t a
600,0 pmol L™t [213]. Assim, o biossensor proposto é adequado para analise de glicose

no suor na maioria das concentragdes tipicas.
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Figura 35. (A) Registros cronoamperometricos na auséncia (==) e presenca de concentra¢des crescentes de
glicose (50,0;100,0; 150,0; 300,0; 400,0 e 500,0 umol L %) em PBS 0,1 mol L (pH 7,0) contendo solugéo
de KCI 0,1 mol L™ em GNP/PB/GOx, potencial de trabalho: —0,3 V (120 s). (B) Gréfico de corrente versus

concentracéo de glicose, obtido a partir de A. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 6. Desempenho analitico do biossensor GNP/PB/GOx para determinacéo de glicose comparado

com a literatura. Fonte: Elaborado pelo autor

_ Faixa linear LOD
Eletrodo Técnica Ref
(umol L™Y)  (umol L)
GOx/Chit/IL/PB/Pt  Cronoamperometria 10,0 a 4200,0 5,0 [214]
GOx/PB nanocubos CV 10,0 a 1300,0 10,0 [215]
GOx/PPy/Al,O3/Pt  Cronoamperometria 500,0 a 1 x10* 30,0 [216]
rGO-GOx/PGE Cronoamperometria 10,0 a 1000,0 58 [217]
GOx-DHP/Gr-AV Cv 1,0a10,0 0,21 [218]
200,0 a [219]
FesO4s@PNE-GOx  CV 6,1
2,4x10*
GCE/Chi- _ [220]
Cronoamperometria 1000 a 2,0x10* 68,0
Py/Au/GOx
CPE/GOx- _ [221]
) ) Cronoamperometria 500,0 a 9000,0 145,0
SiO2/Lig/Fc
) Este
GNP/PB/GOx Cronoamperometria 50,0 a 500,0 9,2
trabalho

Notas: GOx/Chit/IL/PB/Pt: Eletrodo de Pt modificado com PB, liquido idnico ([bmim ]BF, ), quitosana e
GOx; GOx/PB nanocubos: eletrodo serigrafado modificado com cristais nanoctbicos de azul da prussia e
glicose oxidase; GOx/PPy/Al2Oz/Pt: biossensor baseado em arranjo denanotubos de polipirrol
(PPy) depositado em substrato de alumina nanoporosa banhado a Pt, modificado com glicose
oxidase; rGO-GOx/PGE: eletrodo lapis de grafite modificado com biocompésito 6xido de grafeno-glicose
oxidase eletroquimicamente reduzido; GOx-DHP/Gr-AV: tinta condutora a base de grafite e verniz
automotivo, modificada com dihexadecil fosfato e glicose oxidase; FesO4 @PNE-GOX: nanoplataforma
baseada em polinorepinefrina enxertada em nanoparticulas de magnetita com glicose oxidase; GCE/Chi-
Py/Au/GOx: biossensor baseado em filme bionanocompdsito reticulado de polipirrol in-situ de
quitosana/glicose oxidase/ouro; CPE/GOXx-SiO 2/Lig/Fc: eletrodo de pasta de carbono baseado no sistema

funcional glicose oxidase/silica-lignina com mediador redox ferroceno.

Para demonstrar a aplicabilidade do biossensor proposto, testes de recuperacéo
foram realizados fortificando amostras de suor sintético com trés diferentes concentragdes
de glicose (50,0, 150,0 e 400,0 pmol LY. Os resultados obtidos séo apresentados na
Tabela 7, e foram obtidos valores de recuperacdo que variam de 91,56% = 3,91 a 100,5%
* 0,46, mostrando que GNP/PB/GOx pode ser aplicado com sucesso para a deteccdo de

glicose no suor.


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/ionic-liquid
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/nanotube
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/magnetite-nanoparticle
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/redox-mediator
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Tabela 7. Valores de recuperagdo (n=3) para adi¢Oes de glicose em amostras de suor sintético. Fonte:

Elaborado pelo autor.

Encontrado Recuperado
Amostra Fortificacdo (umol L)
(umol L) (%)
A 50,0 47,28 + 2,92 94,56 + 3,91
B 150,0 137,38 + 3,02 91,59 + 1,55
D 400,0 402,37 £ 2,41 100,59 + 0,46

Estudos de repetibilidade e reprodutibilidade também foram realizados para
avaliar o desempenho do biossensor proposto. Para o estudo de repetibilidade, dez
cronoamperogramas sucessivos foram registrados (Figura 36-A), sob condigdes
otimizadas (potencial de trabalho: —0,3 V, durante 120 s), usando umasolucdo de glicose
150,0 umol-t. Obteve-se um resultado adequado, com um RSD de 5,2%, indicando que
para andlises sucessivas, 0 biossensor forneceu respostas semelhantes. Os dados das
correntes para analise RSD foram retirados apds 120s (tempo final da medicdo). Este
resultado também pode indicar a estabilidade do biossensor, mostrando que apos dez
medicdes, o biossensor ainda forneceu respostas estaveis. Para o teste de
reprodutibilidade, trés biossensores diferentes foram avaliados pela técnica
cronoamperometrica, utilizando uma solugdo de glicose 150,0 pmol L™, em condigGes
otimizadas (Figura 36-B). O estudo intereletrodos mostrou a reprodutibilidade na
fabricacdo do biossensor uma vez que, a partir de trés biossensores diferentes, a resposta
cronoamperometrica proporcionou um baixo RSD (1,37%).
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Figura 36. (A) Dados de repetibilidade obtidos de cronoamperogramas sucessivos (n =10) usando uma
solugdo de glicose 150,0 pmol L%, no GNP/PB/GOx. (B) Dados de reprodutibilidade obtidos de
cronoamperogramas sucessivos usando uma solugdo de glicose 150,0 umol L™ em trés biossensores
GNP/PB/GOx diferentes; Eletrélito de suporte: solucdo de PBS 0,1 mol L™* (pH 7,0). Potencial de trabalho:
—0,3 V (120s). Fonte: Elaborado pelo autor.

Por fim, também foi realizado um estudo de seletividade. Para isso, diferentes
moléculas, possivelmente encontradas em conjunto com a glicose no corpo humano,
como frutose, sacarose, acido ascorbico, &cido Urico e dopamina, foram avaliados na
presenca de glicose em duas proporcOes diferentes: 1:1 e 1:2 (glicose: interferente). A
resposta da glicose individualmente (controle) foi avaliada. A resposta atual da glicose na
presenca dos interferentes foi dada em porcentagem, em que os valores positivos sao
atribuidos a um aumento e os valores negativos correspondem a uma diminui¢cdo na
resposta cronoamperométrica da glicose. Pode-se observar que para uma proporcao de
1:1, a maioria das espécies avaliadas ndo esta interferindo. Observou-se consideravel
interferéncia da dopamina, em aproximadamente 53%, enquanto o &cido ascorbico
proporcionou uma leve interferéncia na resposta da glicose, correspondendo a 11,4%.

Quando a proporcao 1:2 (glicose: interferente) é avaliado, esse comportamento é
acentuado para o &cido ascérbico, que proporcionou um aumento na resposta de corrente
em torno de 3,65 vezes, enquanto a dopamina aumentou a resposta em 1,48 vezes. Nesse
contexto, foi demonstrado que essas moléculas, principalmente em altas concentragdes
guando comparadas a glicose, estdo interferindo na analise da glicose quando se emprega
GNP/PB/GOx. Além disso, 0 &cido urico torna-se um interferente em concentragcdes mais
altas, com aumento da resposta de corrente de 272,7%. Esses analitos foram relatados
anteriormente na literatura como espécies interferentes na detecgéo de glicose [222, 223].
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Embora a seletividade tenha sido um problema em concentracdes mais altas, algumas
medidas podem ser empregadas para contornar esse problema. O uso de modificadores
de superficie, que podem aumentar a seletividade dos sensores, pode ser uma op¢édo
interessante. Nesse sentido, a literatura relata o uso de 6xido de ruténio sobre carbono
[224], complexos metalicos (ftalocianina de cobalto [225], porfirina metélica [226] e
complexo de ruténio [227]), filmes baseados na repulséo eletrostatica dos interferentes
como o Nafion, que & um ionémero perfluorado com carga negativa que pode

efetivamente restringir a adesao dos interferentes aniénicos em sua superficie [228].

Tabela 8. Estudo de seletividade no sinal cronoamperometrico de 50,0 umol L™* de glicose. Fonte:

Elaborado pelo autor.

Razdo de interferente Interferentes Variacao do sinal
(Glicose: interferente) (%)
Frutose -2,27
Sacarose -4,55
_ Acido ascorbico +11,36
t Acido drico +3,35
Dopamina +52,81
Frutose +4,54
Sacarose +5,51
Lo Acido ascorbico +365,90
Acido Urico +272,72

Dopamina +147,87
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CONCLUSOES

Neste trabalho relatamos o desenvolvimento de um (bio)sensor descartavel feito
de substrato de garrafa PET e tinta condutora de baixo custo modificada com filme PB
para detecgdo de AU, H2O2 e glicose. O GNP/PB apresentou excelente desempenho
analitico para determinacdo de AU e perdxido de hidrogénio apresentando respostas
lineares na faixa de 50 a 150,0 umol L'e 1000 a 800,0 pmol L7
respectivamente. Valores de LOD de 0,70 pmol L™ (AU) e 31,6 umol L™t (H.02) foram
obtidos. A estrutura do GNP/PB foi modificada com GOx tornando o biossensor
denominado GNP/PB/GOX, que foi empregado para a deteccdo de glicose em amostras
de suor sintético. O biossensor apresentou uma faixa linear de trabalho de 30,0 a 500,0
umol L™ e um LOD de 9,2 pmol L. O biossensor apresentou 6timos resultados, e suas
vantagens, como miniaturizacao, baixo custo e facil preparo, tornam este biossensor
bastante atrativo em comparacdo aos demais apresentados na literatura. Além disso, o
biossensor apresentou um desempenho eficiente, com potencial para ser aplicado em
amostras bioldgicas, apresentando recuperagdes entre 91,56% + 3,91 e 100,5% =+ 0,46
para a deteccdo de glicose em suor artificial. Para mostrar a versatilidade do sensor
proposto, seu desempenho como sensor vestivel também foi avaliado em relacdo a
resposta do AU, como prova de conceito. A resposta obtida com a pulseira vestivel, em
contato direto com a pele, apresentou resposta semelhante a obtida convencionalmente,
com diminuicdo do pico de corrente de apenas 3%. Portanto, GNP/PB e GNP/PB/GOx
sdo sistemas simples que apresentam caracteristicas relevantes, versatilidade e eficiéncia
na determinacdo de AU, H20: e glicose. Além disso, o custo estimado por unidade de
sensor foi de R$ 4,71 e para o biossensor foi de R$ 6,89, 0 que torna essas plataformas

atrativas diante dos testes laboratoriais.
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CAPITULO I

DESENVOLVIMENTO DE ELETRODOS DE PLATINA FLEXIVEIS SOBRE A
SUPERFICIE DE FOLHAS DE ECOPET APLICADO COMO SENSOR PARA
DETECAO DE L-CISTEINA E UTILIZADOS NO DESENVOLVIMENTO DE UM
IMUNOSSENSOR LABEL-FREE PARA DETECCAO DA PROTEINA SPIKE.

MATERIAIS E METODOS

5.1 Materiais

Todos os reagentes utilizados neste trabalho eram de grau analitico. Agua
ultrapura (Milli Q, EUA), com resistividade > 18 M cm, foi utilizada para preparar todas
as solucdes aquosas. Hexaferrocianeto de potassio (1) (Ks[Fe (CN)e]), L-cisteina (Alfa
Aesar), metionina (Fisher Bio Reagentes), acido citrico (Dinamica®, Brasil), ureia
(Vetec®, Brasil), tirosina, cafeina, frutose, glicose, cisteamina (CYS), albumina sérica
bovina (BSA) e glutaraldeido (GLA) foram obtidos da Sigma-Aldrich®, EUA. A proteina
de pico SARS-CoV-2 recombinante foi usada como antigeno e o anticorpo de pico SARS-
CoV-2 (Ab) foi obtido da Sino Biological (Wayne, EUA). Para a detec¢do de L-Cisteina,
foi utilizado 0,1 mol Lt PBS (pH 6,0) como solucéo de eletrdlito de suporte, preparada
por fosfato de sodio dibasico (Dinamica®, Brasil), cloreto de potassio e fosfato de sodio
monobasico (Sigma-Aldrich®, EUA). A solucdo salina tamponada com fosfato (PBS 1Xx,
pH 7,4) foi preparada usando cloreto de potassio (Sigma-Aldrich®, EUA), cloreto de
sodio (Vetec®, Brasil), fosfato de sddio dibasico (Dinamica®, Brasil) e fosfato de
potassio monobasico da Cinética (Jandira, Brasil). A saliva sintética foi produzida com
cloreto de sdédio (Vetec®, Brasil), fosfato de sodio dibasico (Dinamica®, Brasil),
bicarbonato de sodio, cloreto de potassio e uréia da Sigma-Aldrich®, EUA. O filamento
flexivel e ndo condutor de acrilonitrila butadieno estireno (ABS) utilizado na construcéo
de uma plataforma para medicgdes eletroquimicas, foi adquirido da 3DLAB (Minas

Gerais, Brasil).
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5.2 Fabricacéo dos Eletrodos de Platina

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

Inicialmente, as folhas de BioPET flexivel foram recortadas em quadrados de 5cm
x 5¢cm e higienizadas utilizando acetona e isopropanol P.A. para retirada das impurezas.
A secagem da superficie foi realizada através de jato direto de nitrogénio, sendo
posteriormente armazenadas sobre a superficie de placas de aquecimento a 30 °C. Sobre
a superficie das placas de BioPET foi depositada uma quantidade suficiente de
(Hexamethyldisilazane, HMDS) e, com auxilio de um spin coater de bancada foi
realizado o espalhamento por toda a superficie do material, por 10 segundos a 3500 rpm.
Ap0bs isso, as placas com HMDS receberam cura em placa de aquecimento a temperatura
de 90 °C por 10 minutos com posterior resfriamento da superficie. Apds resfriadas, uma
quantidade suficiente de fotorresiste positivo foi depositada sobre a superficie da placa
de PET. A placa foi submetida a rotagdo em spin coater durante 30 segundos a 5000 rpm,
para espalhamento do fotorresiste. Preenchidas, as placas passaram por etapa de cura, em
placas de aquecimento durante 10 minutos a 90 °C com posterior resfriamento. Utilizando
uma mascara de campo escuro, as placas de BioPET foram submetidas a exposic¢éo a luz
UV por uma fotoalinhadora pelo periodo de 25 segundos a fim de obter o padréo desejado
do eletrodo. Apds expostas, as placas foram reveladas utilizando solucéo reveladora
complementar ao fotorresiste, na propor¢do 1:3 (solucdo/agua ultrapura). As placas de
PET foram submersas na solug@o por um periodo aproximado de 20 segundos e/ou até a
visualizacdo do padréo. As placas foram submetidas a secagem em placa aquecedora a
60° C por 10 minutos. Apos secas as placas foram inspecionadas a fim de verificar eficacia

na revelacdo. Apos o processo de fotolitografia, as placas reveladas foram submetidas a
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banho de plasma de O, a 100 mW/100 mThor por 2 minutos, a fim de limpar a superficie
de sujeiras. Posteriormente as placas de BioPET reveladas e limpas foram submetidas ao
processo de pulverizacdo catodica, buscando a deposi¢cdo de um fino filme de platina
sobre as superficies foto-moldadas. A espessura de 5 um da deposicéo foi obtida por 250
x de cromo e 1500 x de platina depositados. A deposi¢do ocorreu em uma maquina de
sputtering acoplada a uma camara de vacuo trabalhando a 2,0 x 102 mbar. Obtido o filme
de platina, as placas de PET, foram submetidas ao processo de lift off, responsavel pela
retirada de excesso de material de revestimento obtendo-se uma forma final padronizada.
As placas foram submetidas a um banho de acetona pura com auxilio de algodao até
retirada total do excesso. As placas foram mergulhadas em 4gua deionizada para enxague,
mergulhadas em isopropanol puro, secos através de jatos de nitrogénio e chapa
aquecedora. Por fim, os eletrodos foram cortados individualmente e utilizados para
caracterizacdes morfologicas e eletroquimicas. A Figura 37 ilustra o processo de obtencgéo

dos eletrodos de platina e a Figura 38 mostra o eletrodo finalizado.
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Figura 37. Processo de obtengdo dos eletrodos de platina onde: (1) Limpeza do BioPET com solucéo de
isopropanol e acetona; (2A) Utilizacdo de spin coater de bancada para (2B) Espalhamento do HMDS sobre
0 substrato e; (2C) Espalhamento do fotorresiste sobre o substrato;(3) Exposic¢do do substrato + méscara de
campo escuro a luz UV para sensibilizagdo. Processo de obtencdo dos eletrodos de platina onde: (1)
Limpeza do BioPET com solugdo de isopropanol e acetona; (2A) Utilizacdo de spin coater de bancada para
(2B) Espalhamento do HMDS sobre o substrato e; (2C) Espalhamento do fotorresiste sobre o substrato;(3)
Exposicdo do substrato + mascara de campo escuro a luz UV para sensibilizagdo. Fonte: Figura de Oliveira
et al. [229].
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Figura 38. (A) Eletrodos flexiveis de platina fabricados por fotolitografia em substratos Bio-PET; (B)

Processo de estresse mecanico aplicado ao eletrodo. Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3 Caracterizacdo Morfoldgica e Quimica dos Sensores

As caracterizaces da superficie dos sensores foram realizadas por microscopia
eletronica de varredura (MEV) da Thermo Fisher Scientific modelo Prisma E com
tecnologia ColorSEM e espectroscopia de raios-X de energia dispersiva integrada (EDS)
para a aquisi¢do de imagens por mapeamento de coloragdo dos elementos por superficie.
Os experimentos de angulo de contato antes e ap6s a modificacdo da superficie do
imunossensor foram realizados visando a avaliagdo do seu carater hidrofébico ou
hidrofilico. O equipamento utilizado foi desenvolvido pelo grupo de pesquisa e consta na
literatura [230]. Para o registro das imagens o equipamento foi projetado para acoplar um
smartphone para fotografar a gota na superficie analisada. O tratamento das imagens foi
feito com auxilio do software CoreDRAW Graphics Suite 2019 (Corel Corporation,

Canada).
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5.4 Medidas Eletroquimicas

Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas em potenciostato/galvanostato
AutoLab PGSTAT204 (Metrohm), gerenciado pelo software NOVA 2.1.4 e as medidas
de impedancia forma avaliadas a partir de médulo de impedancia FRA32M adquirido
pela Metrohm. Foram empregadas as técnicas de voltametria ciclica, voltametria de onda
quadrada, cronoamperometria e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS). Para
caracterizacdo dos sensores foi utilizado uma solugdo equimolar de [Fe(CN)e] >7# 1,0
mmol L%, preparado em KCI 0,1 mol L1, A mesma solugéo foi utilizada como sonda
eletroquimica durante a construcdo do imunossensor, ao qual foi avaliada a resisténcia a
transferéncia de carga da sonda com o eletrodos através da técnicas de voltametria de
onda quadrada e espectroscopia de impedancia eletroquimica.

A voltametria ciclica (CV) e a cronoamperometria foram utilizadas para o
monitoramento da L-Cys. Por outro lado, a espectroscopia de impedancia eletroquimica
(EIS) e a voltametria de onda quadrada (SWV) foram aplicadas para a deteccdo da
proteina Spike (SARS-CoV-2). Para essas analises, KCI 0,1 mol L (pH 7,0) foi usado
como eletrdlito de suporte e uma mistura equimolar [Fe (CN)s]** 5,0 mmol L™ como
sonda redox. As medicbes SWV foram calibradas por logaritmo da concentracdo da
proteina Spike e as medi¢cdes EIS foram calibradas por mudanga de impedancia
normalizada (NI1C%) [231] em relac&o ao controle. O valor NIC% foi calculado usando
a seguinte equacéo:

Zamostra—Zcontrole

NIC% = x100 (Equacdo 2)

Zcontrole

onde Zcontrole é a magnitude da resisténcia a transferéncia de carga (Rct) para uma
amostra de controle sem a proteina, e Zamostra € a magnitude de Rct para cada ponto
adicionado de concentracdo da proteina Spike. O dispositivo de analise clinica impresso
em 3D foi projetado no software livre Blender verséo 2.91.2 e fabricado com uma
impressora 3D Sethi3D S3 utilizando filamento ABS.

Amostras de saliva sintética foram preparadas de acordo com a literatura [232] e
enriquecido com 7 concentragdes diferentes de proteina Spike SARS-CoV-2 (0,7, 1,0,
3,0, 5,0, 7,0, 10,0 e 30,0 pmol L), que estavam dentro da faixa de trabalho linear do

imunossensor.
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5.5 Fabricacdo da Plataforma 3D para Medic6es Eletroquimicas

Um dispositivo de analise clinica impresso em 3D foi desenvolvido empregando
filamento, conforme ilustrado na Figura 39 (etapa A). Os pardmetros de impresséo
utilizados foram: extrusdo e temperatura da mesa de 200°C e 65°C, respectivamente, com
enchimento total. O dispositivo permite o acoplamento de sensores com controle de
volume de amostra (10 pL) e sem vazamento, tendo seu fechamento por meio de imas, o

que garante maior praticidade em seu uso.

5.6 Confeccédo do Imunossensor

Para o imunossensor, inicialmente, 8,0 puL de uma solucdo aquosa de CYS (10,0
mmol L) foram depositados na superficie do eletrodo de trabalho em temperatura
ambiente por 12 h. Um maior tempo de imobilizacdo também ja foi relatado na literatura
[233]. Isso favorece maior interacdo dos grupos tidis do CYS na superficie da platina,
aumentando assim os sitios disponiveis para imobilizacdo de outros grupos de interesse.
Os eletrodos foram entdo lavados com agua deionizada para remover o excesso de CYS
n&o imobilizado. Em seguida, 8,0 pL de uma solugéo de GLA (5,0 mmol L) preparada
em tampéo fosfato (PB) 0,2 mol L™, pH 8,0 foi depositado na superficie modificada com
CYS por 1 h, seguido de uma etapa de lavagem com PB . Oito microlitros de SARS-CoV-
2 anticorpo Spike 1,0 umol L™ (PBS 1x, pH 7,4) foram adicionados ao eletrodo por 2 h,
seguidos por uma etapa de lavagem com PBS 1x. Os eletrodos foram entdo lavados com
PBS 1x para remover 0 excesso de material e depois incubados com 8,0 uL de solugéo
de BSA (1% p/v) em PBS 1x (pH 7,4) por 30 min para bloquear os sitios de ligagcdo
restantes, seguido de lavagem com PBS 1x. Depois disso, o imunossensor foi lavado com
PBS 1x antes de ser usado em experimentos de deteccdo da proteinas Spike. A Figura 39
(etapa B) demonstra um esquema representativo das etapas envolvidas na montagem do
imunossensor. Os ensaios imunossensores foram realizados medindo-se EIS e SWV antes
e apos a adicdo de 8,0 pL de solucéo de proteina Spike em diferentes concentragdes (0,70
a 30,0 pmol L), imobilizada na superficie do eletrodo de trabalho por 1 h. Todos os

procedimentos foram realizados a temperatura ambiente (25 °C).
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AMOSTRA SALIVA . B

Proteina Spike

Figura 39. Esquema representativo da plataforma de analise clinica impresso em 3D em (A) e as etapas

envolvidas na fabricacdo do imunossensor em (B). Fonte: Elaborado pelo autor.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Caracterizacdo Morfoldgica e Quimica

As caracteristicas superficiais do Pt/Bio-PET foram avaliadas por MEV-EDS em
duas estratégias diferentes, utilizando os porta amostras de aluminio de 180° e 90° para
realizar as analises. Para possiveis diferencas entre as superficies de Pt/Bio-PET e do
imunossensor (SARS-CoV-2-Ab/Pt/Bio-PET), antes e apds a modificacdo, os eletrodos
foram colocados no suporte de aluminio de 180°. As imagens MEV sdo mostradas na
Figura 40A, B e C, bem como os espectros EDS na Figura 40-D.

E possivel observar excelente homogeneidade do filme de Pt sobre o Bio-PET,
sobre a superficie de trabalho, mesmo em maiores ampliacdes (Figura 40-Al, A2 e A3).
A alta homogeneidade pode garantir uma melhor reprodutibilidade dos eletrodos na etapa
de imobilizagdo dos anticorpos ou outros materiais biolégicos, além de garantir um
melhor processo de transferéncia de carga em medicGes eletroquimicas. Analisando as
imagens MEV do eletrodo ap6s a modificacdo com o complexo antigeno-anticorpo
(Figura 40-B1 e B2), é possivel observar a formacédo de um filme sobre a superficie do
Bio-PET do eletrodo de trabalho, indicando o sucesso da etapa de modificagcdo. O
mapeamento quimico EDS mostra os elementos predominantes para o eletrodo, como
carbono, platina e cromo, o que pode ser confirmado pelos espectros EDS (Figura 40-C).

Para a avaliacdo da espessura do filme de Pt, o Pt/Bio-PET foi cortado na regido
do eletrodo de trabalho para expor a parte condutora, e foi colocado no porta amostra de
aluminio 90°. A Figura 40-D mostra a espessura do filme de Pt com um valor médio para
a area do eletrodo de trabalho de aproximadamente 212,2 + 0,1 um. Esta caracteristica é
interessante porque os filmes finos geralmente exibem propriedades diferentes dos
materiais a granel, uma vez que a relacdo superficie-volume é muito maior para filmes
finos. Isso permite que filmes finos tenham alta flexibilidade, caracteristica necessaria
para o desenvolvimento de dispositivos eletroquimicos flexiveis. 1sso também demonstra
que as técnicas de fotolitografia e sputtering sdo atrativas para a produgdo em larga escala

de eletrodos em substratos Bio-PET.
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Figura 40. (A) Imagens MEV do eletrodo de trabalho de platina em diferentes ampliaces: 30x (A), 60x
(A1), 500% (A2) e 4000x (A3), respectivamente. (B) Imagens MEV do eletrodo de trabalho de platina
modificado em diferentes ampliagdes: 30x (B) e 70x (B1), respectivamente. (C) Espectros EDS com a
distribuicdo dos elementos quimicos na superficie do eletrodo. (D) Imagens MEV da espessura do filme de

Pt. Fonte: Elaborado pelo autor.

O angulo de contato foi medido para a superficie do eletrodo antes (Figura 41-A)
e ap6s a modificacdo (Figura 41-B), para fornecer informacdes sobre a presencga de
moléculas bioldgicas apds a etapa de modificacdo. Para isso, foram utilizados 6,0 pL de
agua deionizada para avaliacdo do carater hidrofobico ou hidrofilico da superficie do
eletrodo de trabalho. Dependendo do angulo de contato verificado (6) com a agua, a
superficie pode ser classificada como super-hidrofilica (6 < 10°), hidrofilica (6 < 90°),
hidrofébica (90° < 6 < 150°) ou superhidrofobico (6 > 150°) [234]. Portanto, as superficies
do eletrodo antes e ap6s as modificacdes apresentaram um carater hidrofilico
apresentando um angulo de contato de 80 £ 1° e 66 + 1°, respectivamente. Essa diminuicao
do &ngulo de contato é resultado da imobilizacdo da cisteamina, pois mais da superficie
do eletrodo é coberta com tiol aquoso, tornando o filme mais hidrofilico em contato com

a agua, o que é crucial para o sucesso da imobilizacdo de biomoléculas.
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Figura 41. Imagens de angulo de contato (A) antes e (B) apds a modificacdo do sensor. Fonte: Elaborado

pelo autor.

6.2 Caracterizacdo Eletroquimica do Eletrodo de Platina

Os eletrodos de platina foram avaliados por voltametria ciclica na presenca de
[Fe(CN)s] *7* 5,0 mmol L preparado em KCI 0,1 mol L™*. A Figura 42 mostra o
voltamograma ciclico obtido a uma velocidade de varredura de 50 mV s*. Pode-se
observar pelo voltamograma obtido, pico anddico e catodico bem definidos. A relacédo
Ipa/lpc foi de 1,03 e um AE de 0,12 V, indicando a reversibilidade da sonda redox sob a
superficie do eletrodo. Além disso, uma boa magnitude de corrente pode ser observada
para o eletrodo de Pt, uma caracteristica decorrente de materiais metalicos. Os valores
aqui encontrados sdo comparados com o trabalho de Oliveira et al. [50] onde os
pesquisadores utilizando as técnicas de fotolitografia e pulverizacdo catddica,
desenvolveram um imunossensor para analises clinica da doenca de Parkinson.
Entretanto, este trabalho relata pela primeira vez 0 uso desse tipo de sistema para

aplicacdo da deteccdo da proteina spike da SARS-CoV-2.
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Figura 42. Voltamogramas ciclicos do eletrodo de platina flexivel em KCI 0,10 mol L™ na presenca (linha
vermelha) e na auséncia (linha preta) de uma mistura equimolar de [Fe(CN)g] *7* 5,0 mmol L™%; velocidade

de varredura: 50 mV s1, Fonte: Elaborado pelo autor.

A drea eletroativa do eletrodo de platina foi estimada. Para isso, estudos
voltamétricos ciclicos foram realizados em diferentes velocidades de varredura entre 10
a 250 mV st (Figura 43-A). A area eletroativa foi calculada com base na equagdo de
Randles-Sevcik (Equagdo 1), usando uma solugdo de [Fe(CN)s] >/ 5,0 mmol L
preparado em KCI 0,1 mol L. A érea eletroativa estimada foi de 0,31 + 0,1 cm? a partir
da area geométrica de 0,03 + 0,01 cm?. O aumento no valor da érea eletroativa quando
comparado a area geométrica do eletrodo, pode estar relacionado ao filme de Pt, resultante
da deposicdo por sputtering. Também estd relacionada aos defeitos observados na
superficie do eletrodo (Figura 40-A3), 0 que poderia aumentar a area e rugosidade. Além
disso, filmes finos de Pt apresentam alta funcdo de trabalho e excelentes propriedades
elétricas e eletrocataliticas [235], que o tornam atraentes para aplicacdes em sensores e
biossensores. A curva da Figura 43-B , relacionada ao grafico de corrente de
pico versus raiz quadrada de varredura (v *2), mostra um comportamento linear para
ambas as superficies com resposta linear de R?> =0,9970, seguindo a equagio: lpa (LA) =
1,146 (+ 1,526) +235,5 (+4,813) v 2 (Vv s1)¥2 o que indica que para o eletrodo de Pt

0 processo de transporte de massa é controlado por difusdo.
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Figura 43. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo de platina em mistura equimolar de
[Fe(CN)s] 3+ 5,0 mmol L™* em KCI 0,10 mol L™ variando a velocidade de varredura em 10, 20, 30, 50,
70, 90, 110, 130, 160, 200 e 250 mV s (B) Grafico de pontos | versus v *. Fonte: Elaborado pelo autor.

Para demonstrar o perfil caracteristico da platina foi investigado o comportamento
do eletrodo em meio contendo H>SO4 0,01 mol L~ dentro da janela de potenciais entre
0,0 e 1,2 V (Figura 44). E possivel observar um pico bem definido em 1,0 V proveniente
da formacédo de dxidos, resultado da reacdo semi-reversivel de formacgéo do PtO (H20)
[236]. Na regido de 0,0 a 0,2 V ha um pico discreto proveniente da adsor¢do do
hidrogénio. Para a regido intermediaria do voltamograma, ao qual apresenta corrente
constante, ndo ha transferéncia de carga entre o eletrodo e o meio, devido ao
comportamento idealmente polarizavel, apresentando apenas correntes capacitivas da
dupla camada elétrica. O pico caracteristico da primeira etapa de oxidacdo da platina ndo
pdde ser observado o que pode ser justificado pela descamacao do eletrodo durante as
medidas voltamétricas, provavelmente indicando que o filme sobre o eletrodo possui uma
espessura muito fina, sendo danificado na presenca do meio acido. Medidas foram
realizadas em velocidades mais altas e menores concentragcdes de H2SOa, porém nenhum

pico caracteristico foi obtido devido a danificacdo do eletrodo ser mais rapida e severa.



1/ pA

600
5001 |
4004 ¢
I —
3004 o]
E 20
200 YY) 02 4
J n‘ E/Vvs.Pt ///n
\ -
100 \ ///
] \A/// /
0 =/
00 02 04 06 0,8 1,0
E/V vs. Pt

127

Figura 44. Voltamograma ciclico utilizando eletrodo de platina flexivel em meio contendo H.SO4 0,01 mol

L%; velocidade de varredura: 100 mV s~. Fonte: Elaborado pelo autor.

6.3 Caracterizacdo e Deteccdo Eletroquimica de L-Cisteina

A L-Cys tem alto potencial como biomarcador associado a progressdo da doenca

Sars-CoV-2 [237], e sua deteccdo é uma importante ferramenta para anélise clinica do

Sars-CoV-2. Dessa forma, foi avaliado sua eletroatividade na deteccéo da L-Cys avaliado

por CV e uma solugéo de PBS 0,1 mol L™ (pH 6,0) a presenca de 500,0 umol L™ do

analito a uma velocidade de varredura de 50 mV st (Figura 45). E possivel notar que (L-

Cys) apresenta um comportamento reversivel com dois picos de oxidacdo bem definidos

em 0,50 e 0,90 V, e um pico de reducdo em 0,15 V, o que demonstra a eletroatividade da

L-Cys sobre do eletrodo de Pt.
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Figura 45. Voltamogramas ciclicos na presenca (linha vermelha) e auséncia (linha preta) de L-Cys 500
umol Lt (PBS pH 6,0); velocidade de varredura: 50 mV s, Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 46 demonstra o mecanismo de adsor¢do de L-Cys que ocorre na
superficie do eletrodo de Pt e € relatada pela literatura [238, 239]. O primeiro pico de
oxidacdo na regido de 0,50 V (P1) esta relacionado a geracdo de PtOH, enquanto o
segundo pico na regido de 0,90 V (P2) refere-se a formacdo de PtO. Isso sugere que o
primeiro pico esta relacionado a oxida¢do de L-Cys por PtOH enquanto o segundo pico
esta relacionado a oxidacdo por PtO. As mudancgas observadas se encontram relacionadas
a dependéncia da oxidacdo na etapa de adsorcdo, demonstrando que 0S Processos
observados em P2 sdo facilitados com o aumento da adsorc¢édo de L-Cys, ao passo que P1
é restringido pela adsorcéo de L-Cys. Estas observagdes sugerem que as espécies geradas

em P1 ainda estdo adsorvidas e as geradas em P2 séo dessorvidas.

NH5* NH5*

HOTl/k/SH + Pt HOW/K/SF’*(2 +H+ +e-
O

O
Figura 46. Mecanismo de adsor¢do de L-Cys na superficie do eletrodo de Pt. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Para obter uma melhor resposta catalitica do eletrodo de Pt a oxidacéo da L-Cys,
foram investigados estudos sobre a influéncia do pH da solugéo na resposta eletroquimica
do analito. Assim, CVs de solugBes de PBS contendo L-Cys 500,0 pmol Lt foram
obtidos em faixas de pH de 5,0 a 9,0 (Figura 47). Uma diminuig&o nas correntes de pico
anodico (Ipa) para oxidacdo da L-Cys pode ser observada com o aumento do pH, o que
implica um processo altamente dependente deste. Isso pode estar relacionado com a
ionizacdo de CySH dependendo do pH em solugdes aquosas, pois a CySH contém varios
grupos funcionais de COOH, SH e NH> com pKa de 1,92, 8,37 e 10,70, respectivamente.
Além disso, a mudanca dos picos anddicos e catodico junto ao aumento do pH é
consequéncia da desprotonacdo envolvida no processo de oxidacdo, que é facilitada em
valores de pH mais baixos. Outro ponto a ser mencionado é que o ponto isoelétrico de
CySH é 5,02; portanto, em meios &cidos fortes, a molécula de L-Cys é carregada
positivamente (CySH>" (H3A")), e 0 aumento do pH a altera para carga neutra ou negativa
[240]. Embora a resposta de corrente e Ipa sejam maiores em pH 5,0, optou-se por
trabalhar em pH 6,0 para estudos posteriores, pois esta dentro da faixa de pH fisiologico

(6,0 a 8,0), e por apresentar também uma maior corrente (Ipa).

50

00 02 04 06 08 10 1,2
E/V vs. Pt

Figura 47. Efeito do pH nas caracteristicas voltamétricas de L-Cys 500 umol L™*; velocidade de varredura:

50 mV s, Fonte: Elaborado pelo autor.
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Estudos do efeito da velocidade de varredura na eletrooxidagédo da L-Cys foram
investigados usando leituras de CV. A Figura 48-A mostra o CV da L-Cys 1000,0 pumol
L™t em pH 6,0 na faixa de velocidade de varredura de 10 a 300 mV s™%. E possivel
observar o aumento da corrente de pico (Ipa € lpc) com 0 aumento da velocidade de
varredura. A Figura 48-B mostra que Ipa e Ipc aumenta com a velocidade de varredura
(v) e é linearmente proporcional a v 2, com a equagéo de regressio Ipa aiy (LA) = —1,188
(+ 0,943) + 99,14 (+ 2,755) v ¥2 (V s71) 2 com R?= 0,990, indicando que o processo de
oxidacéo da L-Cys é controlado por difuséo [241].
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Figura 48. (A) Voltamogramas ciclico Pt/Bio-PET em PBS 0,1 mol L™* (pH 6,0) contendo L-Cys 1000,0
umol Lt em diferentes velocidades de varredura de 10 a 300 mV s*. (B) Gréfico linear da corrente de

oxidag&o da L-Cys versus velocidade de varredura (V s™) Y2, Fonte: Elaborado pelo autor.

Apos a otimizacdo do valor de pH ideal para o sensor, construiu-se uma curva
analitica para diferentes concentracfes crescentes de L-Cys. Para isso foi utilizado a
técnica de cronoamperometria sob condicdo de agitacdo. A Figura 49-A mostra 0s
cronoamperogramas em sistema sob agitacdo para o sensor com injecdes sucessivas de
L-Cys a um potencial de 0,55 V, que foi suficiente para promover a oxidagdo da molécula
com base no voltamograma ciclico. Além disso, a selecdo do menor potencial (primeiro
pico de oxidagdo) resulta em uma diminuigdo na oxidacdo de espécies interferentes
quando valores de potencial mais altos sdo usados. Sob sucessivas adigdes em um
intervalo de tempo de 100s, uma curva de calibragcdo foi obtida para concentragcOes
crescentes de L-Cys. E possivel observar duas faixas lineares entre as correntes de
resposta e as concentragdes de L-Cys em 3,98 a 39,0 umol L™ e 39,0 a 145,1 umol L7,
conforme observado na curva analitica (Figura 49-B), I, (LA ) = 6,297x10°8 (+ 8,846
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x107% + 0,0147 (+ 2,973x10*) Cir-cys (umol L), com R? de 0,996 para o primeiro
intervalo linear e lp (nA) = 4,538x1077 (+ 1,043x10°8) + 0,0047 ( 1,749x10%) Cir-cys
(umol L) com R? de 0,990 para a segunda faixa linear. Os limites de detecgdo (LOD) e
quantificacdo (LOQ) foram calculados de acordo com 3 e 10 vezes o0 desvio padrdo do
intercepto sobre a sensibilidade analitica da curva de calibracdo. Os valores de LOD e
LOQ obtidos foram 0,70 e 2,36 umol L.
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Figura 49. (A) Registros de cronoamperometria para concentragdes crescentes de L-Cys 3,98, 6,96, 9,93,
12,8, 16,8, 20,7, 24,5, 29,4, 34,2 e 39,0 umol L' e 39,0, 58,0, 67,3, 81,5, 95,5, 100,9, 127,0 e 145,1 umol
L™ para o Pt/Bio-PET, potencial de trabalho: 0,55 V; A solucdo foi agitada a uma taxa de 1000 rpm (B)
Gréfico da corrente de pico versus concentragéo de L-Cys em PBS 0,1 mol L (pH 6,0), obtido a partir de

A. Fonte: Elaborado pelo autor.

A seletividade do Pt/Bio-PET para determinagio de L-Cys (50,0 pmol L™?) foi
avaliada na presenca de possiveis concomitantes em fluidos bioldgicos ou produtos
farmacéuticos (500 pmol L), como metionina (MET), tirosina (Tyr), cafeina (CAFF),
acido citrico (CA), ureia, glicose (GLU) e frutose (FRUC). No caso de aplicacdes
médicas, a concentracdo média de metionina na corrente sanguinea estd na faixa de 5 a
10 pmol L [242], a concentracéo de frutose pode ser encontrada na excrecéo de urina
em individuos saudaveis na faixa de 23,0 umol L™ [243] e ap0s ingestdo de alimentos
ndo excedem 0,6 mmol L™ na corrente sanguinea [244]. Para a tirosina sua concentragio
plasmatica normalmente se encontra na faixa de 30 a 120 umol L™ [245] e para glicose
em niveis normais pode ser encontrada no soro humano na faixa de 4,0 a 6,0 mmol L™
[246]. Os demais analitos podem estar presentes em formulacGes de produtos

farmacéuticos e sua concentragdo pode variar de acordo com o produto.
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Dessa forma, a concentracao de 1:10 (L-Cisteina: interferente) foi estudada a fim
de avaliar niveis maximos de interferéncia destes analitos. E possivel observar na Figura
50 que apds a adicao dos interferentes a resposta de pico de corrente de L-Cys diminuiu
ligeiramente em 4,65%. Isso demonstra que o sensor Pt/Bio-PET ndo teve sua
seletividade afetada na presenca das moléculas interferentes. A sensibilidade para o

sensor Pt/Bio-PET foi calculada em 0,0047pAumol L1,
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Figura 50. Respostas cronoamperométricas a adi¢Oes sucessivas de L-Cys 50,0 umol L e vérias espécies
interferentes (indicadas por setas), incluindo metionina, tirosina, cafeina, acido citrico, uréia, glicose e
frutose em PBS 0,1 mol L™ (pH 6,0), potencial aplicado: 0,55 V; Sistema sob agitacdo. Fonte: Elaborado
pelo autor.

O sensor Pt/Bio-PET proposto foi comparado a outros dispositivos eletroquimicos
ja relatados para a deteccdo de L-Cys, conforme apresentado na Tabela 9. Singh et al.
[247] desenvolveram um sensor modificado com nanocomposito de 6xido de grafeno-
ciclodextrina-platina reduzido. Os autores obtiveram um LOD de 0,12 umol L™ com uma
faixa linear de 0,5 a 170 umol L. Embora o baixo LOD seja encontrado para o sensor
proposto, a preparacdo, montagem e confec¢do do material requer muitas etapas, 0 que
torna o sensor mais caro. Atacan et al. [248] também trabalham com grafeno para a
deteccdo de L-Cys. O sensor de Oxido de grafeno reduzido (rGO) decorado com ferrita

de cobre e AuNPs obteve um LOD de 0,383 pmol L™ com uma faixa linear de 50,0 a
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400,0 umol L1, As etapas de fabricagio do sensor proposto pelos autores também exigem
varias etapas de preparacdo do material, mas o0 uso de um eletrodo de carbono vitreo
(GCE) como substrato restringe o sensor para anélise no local de atendimento. Depois
disso, Abbas et al. [242] desenvolveram um sensor de pasta de grafite modificado com
nanoparticulas de ferro e ftalocianina. O sensor mostrou uma faixa linear de 50,0 a 1000
umol L™t em um LOD de 0,27 pmol L. Embora a ftalocianina com nanoparticulas de
ferro melhore o efeito catalitico para deteccdo de L-Cys, 0 uso de eletrodos de pasta de
grafite preparados com adicdo de 6leo de parafina nem sempre garantem a uniformidade
do material, que pode sofrer sedimentacdo e, assim, variar a espessura da membrana

formada.
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Tabela 9. Desempenho analitico Pt/Bio-PET para determinacdo de L-Cys comparado com a literatura.

Fonte: Elaborado pelo autor

Faixa linear

LOD

Eletrodo Técnica Ref.
(umol L) (umol L)
AUNP/MnP/FTO Cronoamperometria 12,0t0 34,0 2,40 [249]
SPE/PB-ammine Cronoamperometria  100,0 to 500,0 72,0 [250]
0,510 40,0
GR/CD/Pt/SPE DPV 0,12 [247]
40,0 to 170,0
Poli (acido p -
cumarico) / DPV 7,5 to0 1000 1,1 [251]
MWNT/GCE
CuFez04 IrGO-
CVv 50,0 to 400,0 0,383 [248]
Au
PLA-GpwmE- _
Cronoamperometria 3,0t0 230 0,858 [252]
ec+tPB
FePc—
DPV 50,0 to 1000 0,27 [242]
AuUNP/GPE
GC/RGO/cabalto _
) Cronoamperometria 1000 to 6,6x10° 0,79 [253]
(1) porphyrazine
_ 3,98t0 39,0 0,70 Este
Pt Cronoamperometria
39,0 to 145,1 2,36 trabalho

Notas: AuNP: nanoparticulas de ouro; MnP: porfirina metalada; FTO: vidro revestido com 6xido de

estanho e fllor; SPE: eletrodos serigrafados; PB: Azul da Prussia; GR: grafeno reduzido; CD: éxido-B-

ciclodextrina; Pt: platina; MWNT: nanotubos de carbono de paredes multiplas; GCE: eletrodo de carbono

vitreo; CuFe204: ferrita de cobre; rGO: 6xido de grafeno reduzido.

6.4 Construcdo e Avaliagdo do Desempenho Eletroquimico do SARS-CoV-2-

AB/Pt/Bio-PET como um imunossensor label-free.

Para avaliar a eficiéncia da montagem do imunossensor, foram realizadas medidas

de SWV (direta e reversa) e EIS apds cada etapa de imobilizagdo, bem como para o

imunossensor na presenca da proteina spike SARS-CoV-2, usando [Fe(CN)e]*7* 5,0

mmol L™ como uma sonda eletroquimica.
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Primeiramente, a Cys foi adsorvida pela superficie do eletrodo de trabalho da
platina através de seus grupos tiol. Essa interacdo € bem difundida para superficies de Au,
mas pode ser justificada da mesma forma para superficies de platina [254]. Para as
superficie de Au, ha a formacéo da interacdo do grupo tiol-metal que ocorre através da
formacéo de ligacdes coordenadas entre —SH e Au, ocorrendo também para o eletrodo de
platina como —SH e Pt. Posteriormente, ocorre dissociacdo dessa ligacdo, resultando em
um radical tiila e consequente formacéo da ligacao covalente platina-tiolato.

A Figura 51 mostra os voltamogramas (A e B) e diagramas de Nyquist (D) obtidos
para o Pt/Bio-PET antes e apés as etapas de modificagdo. Os valores de corrente de pico
e impedancia ap6s cada etapa de modificagcdo podem ser observados na Figura 51-C e E.
Os valores de resisténcia obtidos sdo determinados a partir do ajuste de determinados
pontos no diagrama de Nyquist ao circuito do tipo Randles. E possivel extrair desse
circuito informacdes de relevancia como o valor da resisténcia da solugéo trabalhada (Rs),
valor da resisténcia a transferéncia de carga (Rct) e valor da capacitancia da dupla camada
que funciona como um capacitor, parametro este que simula a interacdo da interface do
eletrodo com a solucdo (Cdc) além da impedancia de Warburg (W) — referente ao
comportamento difusional das espécies eletroativas. O circuito equivalente de formacéao
do imunocomplexo sobre a superficie do eletrodo de platina encontra-se na inser¢do da
Figura 51-D.
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Figura 51. Voltamogramas de onda quadrada (A) direto e (B) reverso. (C) Grafico de corrente de pico apés
cada etapa de modificacéo, obtido de A e B. (D) Diagrama de Nyquist. (E) Circuito equivalente utilizado
para simulacdo dos dados experimentais, na presenca de pares redox: Rct, resisténcia a transferéncia de
elétrons; Rs, a resisténcia da solucdo eletrolitica; Cdc, é a capacitancia de dupla camada e; W, impedancia
de Warburg; (F) Grafico de impedéancia apds cada etapa de modificagdo, obtido de D. Eletrodo impresso
em platina (Pt/BioPET), Pt/BioPET-cisteamina (Pt/BioPET-Cys), Pt/BioPET-Cys-glutaraldeido
(Pt/BioPET-Cys-GLA), Pt/BioPET-Cys-GLA-anticorpo (Pt/BioPET-Cys-GLA-Ab), Pt/BioPET-Cys-
GLA-(BSA)-Ab and Pt/BioPET-Cys-GLA-(BSA) Ab-SARS-CoV-2 Spike Protein (Pt/BioPET-Cys-GLA-
(BSA)Ab-Spike). Fonte: Elaborado pelo autor.
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Inicialmente, na presenca de apenas Cys na superficie Pt/Bio-PET, observou-se
um aumento na intensidade do pico do par redox para SWV em Alpa = 72,89 pA e Alpc
=74,28 pA. Para EIS a houve uma diminuigdo em ARct = —32,76 Q. Este comportamento
resulta da atragéo eletrostatica entre [Fe(CN)s]*’*" e os grupos amina protonados de Cys,
levando ao aumento da resposta de corrente (SWV) e diminuicdo de Rct (EIS). Esse
comportamento é bem relatado na literatura para confeccdo de imunossensores e foi
relatado por Figueira et al. [33], que detectaram a proteina NS1 do virus da dengue, e
mais recentemente por Liv et al. [63], para o diagndstico de SARS-CoV-2, entre outros
[64, 65].

Em seguida, o GLA foi usado como ligante para ligar covalentemente o anticorpo
a superficie do eletrodo de trabalho do sensor. Antes que isso possa acontecer, 0 GLA
com suas extremidades de carbonila liga-se aos grupos amino primarios livres da Cys. Ja
na outra extremidade de GLA um grupo aldeido fica livre para realizar a ligacdo com o
grupo amina presente na molécula do anticorpo. Dessa forma, apds sua adicdo, foi
possivel observar uma reducdo significativa da corrente redox (SWV) e o crescimento
dos valores de Rct (EIS) com o0 aumento do ARct para 121,0 Q (PEPt-Cys-GLA), devido
ao bloqueio de transferéncia de carga na superficie do eletrodo e da sonda redox,
demonstrando assim a interferéncia do solvente na constru¢do do imunossensor. Essa
interferéncia foi relatada no trabalho de Mauruto et al. [25] em que a faixa de pH é
responsavel pela reacdo reversivel do GLA com os grupos amino. Para faixas de pH
superiores a 7,0, ha melhor repetibilidade no comportamento do imunossensor, além de
impossibilitar a quebra de ligacGes superficiais, tornando o imunossensor mais estavel
para as etapas seguintes das modificacGes. Em seguida, o anticorpo da proteina Spike,
rico em grupos carboxilicos, foi imobilizado na superficie do PEPt-Cys-GLA-ADb,
levando a uma diminuicdo da corrente redox, corroborando com o aumento de Rct para
176,5 Q.

A imobilizacdo de BSA ndo afetou significativamente os valores de corrente redox
(SWV) e nem uma mudanca nos valores de Rct (EIS). Embora ndo tenha demonstrado
alteracdo na corrente e Rct, o BSA foi utilizado para bloquear &cidos carboxilicos ativos
e estabilizar biomoléculas ja imobilizadas na superficie do eletrodo (PEPt-Cys-GLA-
(BSA)AD). Isso reduz as ligagdes nao especificas e, assim, evita resultados falso-positivos
no sinal analitico, levando ao aumento da robustez do sensor. Finalmente, a incubacéo do
antigeno (proteina Spike) levou a uma redugédo adicional da corrente redox de 264 pA

para lpa € de —270 pA para lpc e um aumento de Rct em 219,0 Q (PEPt-Cys-GLA-
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(BSA)Ab-Spike) devido ao confinamento da transferéncia de elétrons entre a superficie
do eletrodo e a sonda redox, causada pela formagdo do complexo antigeno-anticorpo.
Portanto, a diminui¢do do valor e da corrente redox final (SWV) e o aumento do Rct (EIS)
comprovaram que a formacdo do imunocomplexo foi realizada com sucesso, atestando o
funcionamento do imunossensor. Para a técnica EIS, foi realizada uma simulacéo do
ajuste do circuito equivalente para a primeira e Gltima etapa de modificacdo do
imunossensor (Figura 52). A partir dos resultados observados na montagem do
imunossensor, pode-se concluir que os estudos por SWV e EIS apresentam uma excelente
correlacdo dos resultados obtidos ap0s cada etapa de modificacao, indicando que ambas

as técnicas podem ser utilizadas para estudos posteriores.
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L5 —Fit (X’ =0.01)
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Figura 52. Simulacdo de ajuste do circuito equivalente para a primeira e Gltima etapa de modificacdo do

imunossensor. Fonte: Elaborado pelo autor.

6.5 Determinacao Eletroquimica da Proteina Spike

Com o objetivo de verificar o desempenho analitico do imunossensor proposto, as
concentracdes da proteina Spike foram avaliadas por meio de SWV e EIS, e analisadas
em termos de Ipa, Ipc e NIC%. A influéncia dos parametros operacionais (amplitude
frequéncia e incremento de potencial) na resposta eletroquimica foi realizada usando
SWV. Os voltamogramas obtidos sdo apresentados na Figura 53, bem como os graficos
correspondentes da resposta da corrente. O aumento nos valores de amplitude de pulso
leva a um aumento na corrente (Figura 53-A"). Embora a amplitude de 120 mV apresente
0 maior valor na resposta da corrente, o valor de 80 mV foi selecionado por apresentar

uma melhor definicdo de pico. O mesmo também foi observado para a variagdo do
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incremento de potencial, onde a resposta de corrente maxima foi alcancada no potencial

de 10 mV (Figura 53-C"). Portanto, este valor foi selecionado como 6timo.
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Figura 53. Voltamogramas de onda quadrada direto (A-C) e reverso (A'-C"), e respectivos graficos de
corrente de pico em funcdo dos pardmetros variados (A"-C") para 3,0 pmol L-! de proteina Spike em PBS
1x no presenca de mistura equimolar de [Fe(CN)s]*"* 5,0 mmol L* em KCI 0,1 mol L (pH 7,0);
amplitude de 20 a 120 mV (A"), frequéncia de 20 a 120 Hz (B") e incremento de potencial de 2 a 10 mV
(C"). Fonte: Elaborado pelo autor.

Todos os parametros, faixas estudadas e valores escolhidos durante a otimizagéo
estdo demonstrados na Tabela 10.

Tabela 10. Otimizagdo de parametros para técnica de voltametria de onda quadrada. Fonte: Elaborado pelo

autor.

Parametro estudado Faixa estudada Valor selecionado
Amplitude 20a 120 mV 80 mV
Frequéncia 20a 120 Hz 80 Hz

Incremento de potencial 2al0mv 10 mV

Sob parametros otimizados, uma curva de calibracdo em funcdo de log da
concentragdo [255] foi construido em concentragdes crescentes da proteina Spike SARS-
CoV-2 (Figura 54 A-C). Um comportamento linear foi obtido em uma faixa de
concentragéo de 0,7 a 7,0 pmol L1, conforme observado na curva inserida (Figura 54 A-

B), sequindo as equacbes e R% In (andédico) = 9,016 (+ 0,304) + 0,7253 (+ 0,026) x
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logCspike (pmol L), com R% = 0,994 ¢ In (catddico) = 9,671 (+ 0,359) + 0,7795 (+ 0,031)
x 10ogCspike (pmol L), com R? =0,993. O limite de deteccéo (LOD) foi escolhido para ser
0,7 pmol L™ (primeiro ponto detectavel) para a proteina Spike (concentrag@es inferiores
a0,7 pmol L™* ndo causam alterag&o no pico da corrente redox), conforme ja demonstrado
em sistemas semelhantes na literatura [256, 257]. Com o aumento das concentracdes da
proteina, é possivel observar um decaimento da corrente de pico e aumento da
impedancia, levando a supressédo do sinal da sonda redox. Embora concentragdes acima
de 7,0 pmol L-*n&o apresentem linearidade com a sonda redox (Ipa € Ipc), 0 imunossensor
ainda pode ser utilizado como sensor qualitativo, pois sua aplicagdo depende apenas da

seletividade durante o processo de formacdo do imunocomplexo, independente da

concentracao.
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Figura 54. Voltamogramas de onda quadrada direto (A) e reverso (C) obtidos para diferentes concentraces
de proteina Spike (0,7, 1,0, 3,0, 5,0 e 7,0 pmol L), em presenca de [Fe (CN)g]*”* 5,0 mmol L™* em KCI
0,1 mol L (pH 7,0). (B) e (D) Gréficos de In de corrente versus log de concentracdo de proteina Spike.
CondicGes experimentais SWV: amplitude de pulso: 80 mV; frequéncia: 80 Hz; potencial de passo: 10 mV.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Para EIS, a deteccio de pico foi realizada na faixa linear de 1,0 a 30,0 pmol L
conforme observado na Figura 55. O diagrama de Nyquist foi ajustado ao circuito de
Randles (inserido na Figura 51-D) e utilizado para o calculo dos valores de resisténcia a
partir da formacéo do imunocomplexo formado. O sinal analitico foi dado em termos de
NIC%, que é dado em funcdo da variacdo da impedancia na superficie do eletrodo. Essa
variacdo ocorre a medida que mais espécies ndo eletroativas e ndo eletricamente
condutoras — como a adicdo crescente da proteina Spike, por exemplo — sdo adicionadas
a superficie do sensor. Desta forma, o aumento da proteina Spike leva ao aumento da
resisténcia ao sistema devido a formacdo do imunocomplexo formado pelo antigeno-
anticorpo. A curva apresentou um coeficiente de linearidade (R?= 0,999), e a regressao
mostra que os dados seguem a equacdo NIC% =—40,60 (+ 1,288) + 1,11 x10% (* 5,047
x10%%) Cgike (pmol L™1). O LOD foi escolhido para ser 1,0 pmol L™ (primeiro ponto
detectavel) para a proteina Spike (concentrag@es inferiores a 1,0 pmol L™ ndo causam

alteracdo significativa no semicirculo).
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Figura 55. (A) Gréficos de Nyquist obtidos para diferentes concentracdes da proteina Spike (1,0, 3,0, 5,0,
7,0, 10,0 e 30,0 pmol L), em presenca de [Fe(CN)s]* 7 5,0 mmol L™* em KCI 0,10 mol L™* (pH7,0); (B)
Grafico de concentraces de proteina Spike versus N1C%. Sonda redox: [Fe (CN)]*”* 5,0 mmol L™ em
KCI 0,1 mol L™ (pH 7,0). Fonte: Elaborado pelo autor.

O desempenho analitico do imunossensor foi comparado a outros imunossensores
para deteccdo de SARS-CoV-2 apresentados na literatura. Pode-se observar que o
imunossensor de platina apresenta desempenho eletroquimico comparavel ou superior a
outros imunossensores para deteccdo de SARS-CoV-2, conforme apresentado na Tabela
11. Mehmandoust et al. [35] propuseram um imunossensor para a determinacdo de
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SARS-CoV-2 usando estruturas metal-organicas (UiO-66) com a incorporacdo de
nanoparticulas de SiO2. Apesar da alta sensibilidade do imunossensor proposto, a sintese
de SiO 2 @ UiO-66 leva a mais uma etapa de modificacdo e preparagdo do sensor, o que
acarreta o custo do produto final obtido. Em contrapartida, nosso imunossensor proposto
apresenta menos etapas de modificacdo, o que leva a um ganho no tempo de preparo e
consequentemente a um melhor custo final do dispositivo obtido. Liv et al. [63]
detectaram 0 SARS-CoV-2 usando um eletrodo de carbono vitreo (GCE) modificado com
Au-clusters, obtendo uma resposta ultrassensivel. No entanto, o uso do GCE restringe a
aplicacdo do dispositivo como um sensor portatil para analise no local de atendimento.
Em outro trabalho, Vasquez et al. [75] detectaram o SARS-CoV-2 usando esferas
magnéticas carboxiladas funcionalizadas com anticorpos do SARS-CoV-2 ligados ao
receptor do hospedeiro da enzima conversora de angiotensina (ACE2), adicionalmente
marcado com a enzima reporter estreptavidina (poli) peroxidase de rabano (HRP). Apesar
do uso do HRP como amplificador de sinal, um segundo marcador pode levar ao aumento
dos custos de preparagdo do imunossensor, o que pode afetar a acessibilidade do teste
para regides subdesenvolvidas. Nesse sentido, nosso imunossensor utiliza a prépria
platina como amplificador de sinal, sendo confeccionado em poli (tereftalato de etileno)
(Bio-PET), substrato utilizado para a producdo de sensores flexiveis devido as suas
excelentes propriedades mecanicas e térmicas, aliadas ao seu baixo - custo [9].
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Tabela 11. Desempenho analitico do imunossensor de platina flexivel sem rétulo para determinacdo de SARS-CoV-2 em comparacdo com a literatura. Fonte: Elaborado pelo

autor.
Eletrodo Técnica Faixa linear LOD Aplicacao Refs.
_ Amostra de saliva
SPCE Cronoamperometria 0,5a210,0 ng mLt 0,19 ng mL? o [258]
artificial
Sensor impresso em tela )
- Amostra de saliva
modificado com carbon SWV 0,04 a10,0 pg mL* 19,0 ng mL* i [259]
clinica
black
Amostra de saliva
SPCE EIS 10 a 10" mol L 19,0 ngmL? [260]
humana
Amostra de saliva
Gpt-PLA CVv 5,0a 75,0 nmol L™ 1,36 nmol L o [261]
artificial
_ _ 100,0 fg mL~* a 10,0 ng Amostra de fluido
SiO,@ UiO-66 / SPCE EIS 100,0 fg mL? [256]
mL? nasal
Amostras clinicas
de saliva e swab
GCE SWv 0,1a1000,0 ag mL™* 0,01 ag mL? [262]

orofaringeo



G/PLA EIS 1,0a10 pg mL™? 0,5 ug mL?
SPAUE Cronoamperometria ~ 0e 1,0 pgmL™* 22.55ng mL™*
SWV 0,7a7,0 pmol L™ 0,7 pmol L™

Platinum immunosensor
EIS 1,0 2 30,0 pmol L™ 1,0 pmol L™

Amostra de soro
humano
Amostras clinicas
de swab
nasofaringeo
Amostra de

saliva artificial
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[263]

[264]

Este trabalho

Notas: SPCE: eletrodos de carbono serigrafados; Gpt-PLA: grafite-acido polilatico; @ UiO-66: universidade em Oslo-66; GCE: eletrodo de

carbono vitreo; G/PLA: grafeno/acido polilatico; SPAUE: eletrodo de ouro serigrafado.
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6.6 Determinacdo da Proteina Spike da SARS-CoV-2 em amostra de saliva artificial

A saliva como meio comum de transmissdo de SARS-CoV-2 e outras doencas
infecciosas, e como método nédo invasivo de analise foi usada para este trabalho. Assim,
o0 desempenho analitico do imunossensor foi realizado em saliva sintética em
concentragfes conhecidas da proteina Spike. A Figura 56 e 57 mostra as medicOes de
SWV e EIS registradas na presenca de [Fe (CN)s]*”* 5,0 mmol Lt em concentragdes
de 0,7 a 7,0 pmol Lt e 1,0 a 10,0 pmol L™ da proteina Spike ap6s incubagéo,
respectivamente. Pode-se observar que as curvas analiticas (Figura 56 B-D) e Figura 57-
B apresentam comportamento semelhante aquelas onde o PBS foi usado, com uma
diminuicdo da corrente redox para SWV mostrando R? (anddico) e (catddico) de 0,983 e
um aumento linear na impedancia com um R? de 0,967 com a adi¢do do analito. No
entanto, uma maior diminuicéo da corrente redox para SWV e um aumento da Rct podem
ser observados a partir da primeira adi¢cdo do analito, demonstrando a interacdo com
outros componentes inespecificos da saliva em relacdo a solugcdo tampéo.

Assim, foi comprovada a aplicabilidade do imunossensor na deteccao da proteina
Spike em meio de saliva artificial, demonstrando assim sua eficiéncia em relacdo a técnica
padrdo-ouro de RT-PCR. Nesse sentido, como comparacao, o estudo de Basso et al. [265]
detectaram o antigeno SARS-CoV-2 em amostras de saliva usando RT-PCR com um
LOD de 0,2 ng mLt Isso mostra que o imunossensor proposto apresenta alta
sensibilidade para detectar a presenca do virus SARS-CoV-2 no estagio inicial, onde a
carga viral é extremamente baixa, e a repeticdo do teste ndo é necessaria para a deteccao

precisa.
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Figura 56. Voltamogramas de onda quadrada direto (A) e reverso (C) obtidos para diferentes concentraces
de proteina Spike (0,7, 1,0, 3,0, 5,0 e 7,0 pmol L) em amostras de saliva sintética, com [Fe (CN)g]* 75,0
mmol L™t em KCI 0,1 mol L (pH 7,0). (B) e (D) Gréficos de In de corrente versus log de concentragéo
de proteina Spike. CondigGes experimentais SWV: amplitude de pulso: 80 mV; frequéncia: 80 Hz; potencial
de passo: 10 mV. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 57. (A) Graficos de Nyquist obtidos para diferentes concentragcfes da proteina Spike (1,0, 3,0, 5,0
7,0 e 30,0 pmol L) em amostras de saliva, com [Fe (CN)g]*7# 5,0 mmol L™* em KCI 0,10 mol L™* (pH7,0);

(B) Gréfico das concentracdes de proteina Spike versus NIC%, obtido de A. Fonte: Elaborado pelo autor.

6.7 Aplicacao do dispositivo proposto em impressao 3D para analises clinicas

A tecnologia de impressdao 3D permite um controle preciso sobre dispositivos
eletroquimicos personalizados, com design e dimensdo (miniaturizados) para atender a
analises point of care. Além disso, 0 uso da impressdo 3D na confec¢do de novos
dispositivos permite a substituicdo de células eletroquimicas convencionais que
demandam maiores volumes de amostras. Um exemplo de dois sistemas eletroquimicos
completos desenvolvidos pelo uso da tecnologia de impressao 3D foi realizado pelo grupo
de pesquisa. Richter et al. [87] desenvolveram uma plataforma de deteccéo eletroquimica
confeccionada totalmente em impressdao 3D com capacidade para 5mL de solugdo. A
célula foi projetada como um cilindro, fixado a uma base com parafusos. A possibilidade
de retirar a base da célula possibilitou o encaixe do eletrodo de trabalho, também impresso
em 3D em forma de placa retangular. Como mencionado anteriormente, a tecnologia de
impressdo 3D permite a fabricagdo de diferentes designs de células e, portanto, outra
abordagem é apresentada por Silva et al. [266] que projetaram uma célula de formato
cilindrico projetada para trabalhar com eletrodos de formato cilindrico foi construida sem
a necessidade de parafusos para montar a base. A célula apresentou uma capacidade de
30 mL de solugédo. Apesar dos sistemas abordados apresentarem alta versatilidade, um
baixo volume de amostra e miniaturizacdo sao requeridos. Isso garante um menor gasto

com reagentes e melhor portabilidade do dispositivo. Assim, é proposto uma nova célula
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eletroquimica para o eletrodo de Pt com capacidade de 10 puL de volume de amostra.
Além do baixo volume de amostra o dispositivo permite delimitar a area do eletrodo de
trabalho, melhorando a reprodutibilidade do sistema para o imunossensor. A Figura 58

apresenta a montagem do dispositivo proposto.

B

Figura 58. Montagem do dispositivo proposto em impressdo 3D para anélises clinicas. Fonte: Elaborado

pelo autor.
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CONCLUSOES

Este trabalho relatou o desenvolvimento de um sensor e imunossensor feito de
substratos flexiveis contendo platina em sua superficie e ecologicamente corretos (Bio-
PET). E importante mencionar que o eletrodo produzido nio necessita de nenhum
tratamento fisico ou quimico para amplificacdo do sinal e consequentemente seu uso,
levando a um menor custo e tempo na producao do imunossensor. Além disso, 0 uso da
plataforma 3D para conexdo de eletrodos e anélise eletroquimica permite um baixo
volume de amostra (10 pl) e alta robustez, o que garante seu uso na analise point-of-care.
O dispositivo também permitiu a deteccdo satisfatoria de L-Cys e proteina Spike da
SARS-CoV-2, demonstrando baixo LOD (0,7 pmol L) e (0,7 e 1,0) pmol L™,
respectivamente. Esses recursos tornam o dispositivo uma alternativa no diagnostico de

biomarcadores relacionados ao SARS-CoV-2, permitindo respostas rapidas e precisas.
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CAPITULO I

FABRICACAO VERDE DE ELETRODOS DE CARBONO DESCARTAVEIS FEITOS
DE FOLHAS DE ARVORES CAIDAS DA ESPECIE Persea americana MILL
USANDO UM LASER DE CO, E SUA APLICACAO ANALITICA PARA
DETECCAO DE DOPAMINA.

MATERIAIS E METODOS

7.1 Materiais

Todos os reagentes utilizados neste trabalho eram de grau analitico. Agua
ultrapura (Milli Q, EUA), com resistividade > 18 MQ cm, foi usada para preparar todas
as solucdes aquosas. A caracterizacao eletroquimica dos eletrodos foi realizada utilizando
uma solucéo de Ks[Fe (CN)s]) 5,0 mmol L2, preparado em KCI 1,0 mol L. Eletrodo de
carbono serigrafado da marca DropSens® foi utilizado para comparacdo com o eletrodo
proposto neste capitulo. Para a deteccdo de dopamina foi utilizado PBS (pH 7,0) 0,1 mol
L™ como diluicdo e eletrdlito de suporte. A urina sintética foi preparada seguindo a
literatura com adaptac@es [267], e era composta por uma mistura de ureia 170,0 mmol
L2, de cloreto de calcio dihidratado 2,5 mmol L™, sulfato de sodio anidro 10,0 mmol
L%, &cido rico 0,4 mmol Lt e creatinina 7,0 mmol L™ (Sigma-Aldrich ®, EUA); acido
citrico 2,0 mmol L, cloreto de aménio 25,0 mmol Lt (Dinamica®, Brasil) e cloreto de
sddio 90,0 mmol L da Synth (Diadema, Brasil). O soro AB humano filtrado estéril
(codigo H6914) foi adquirido da Sigma-Aldrich®, EUA.

7.2 Fabricacao dos Sensores Sustentaveis

Os eletrodos foram produzidos com um cortador a laser de CO2 (Work Special
Laser com comprimento de onda de 10,6 pm e duragéo de pulso de ~ 14 pus). O software
RDWorks 8.0 foi usado para projetar a geometria do eletrodo, consistindo em uma
configuracdo integrada de trés eletrodos. A Figura 59 mostra uma imagem representativa
do processo de fabricacdo. As folhas foram obtidas da espécie de arvore Persea
americana Mill, que foram coletadas do solo a uma distancia maxima de 2m da arvore.

As folhas coletadas ndo foram tratadas por meio de lavagem. O laser de CO; foi utilizado
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para carbonizar seletivamente, em atmosfera aberta, a geometria do eletrodo sobre as
folhas secas. A poténcia do laser otimizada foi definida em 6,6% (0,9 W), velocidade de
varredura de gravagdo 80,0 mm s, intervalo de varredura de 0,03 mm e distancia focal
de 7. mm. Apos a carbonizacgdo, a area da célula eletroquimica foi delimitada com esmalte

transparente. As folhas foram conectadas por meio de conectores do tipo jacaré.

Figura 59. Representagdo do processo de fabricagdo e geometria dos eletrodos de folha. As folhas foram
coletadas do solo a uma distancia maxima de 2m da arvore (Etapa 1). Utilizando o software RDWorks 8.0
foi feito o dimensionamento e os eletrodos foram pirolisados com laser de CO, (etapa 2). O eletrodo foi
cortado com laser (etapa 3) e apds a pirdlise, a area da célula eletroquimica foi delimitada com esmalte de
unha transparente (etapa 4). Apés 10 minutos, o esmalte estava completamente seco e os eletrodos estavam

prontos para uso (etapa 5). Fonte: Elaborado pelo autor.
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7.3 Caracterizacdo Morfologica e Quimica dos Sensores

A avaliagdo da superficie do sensor foi realizada por microscopia eletrénica de
varredura (MEV) usando um microscépio Thermo Fisher Scientific Prisma E com
tecnologia Color SEM e integrado a um espectrometro de raios-X de dispersdo de energia
(EDS) para 0 mapeamento quimico da superficie do eletrodo. A espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi realizada com um
espectrofotometro Tensor Il (Bruker). Os espectros Raman foram adquiridos usando um
Renishaw inVia microRaman, com um laser de 785 nm. Para adquirir espectros sobre
folhas ndo carbonizadas, a poténcia do laser foi ajustada para 1% e 50 medic¢des, com
duracgéo de 1 segundo cada, foram integradas. Para folha carbonizada, a poténcia do laser
foi ajustada para 10% e 10 medicOes, com duragéo de 10 segundos cada, foram integradas.
A diferenca nas configurac@es foi realizada para evitar danos pelo laser sobre pontos ndo

carbonizados.

7.4 Medidas Eletroquimicas

Todas as medicbes eletroquimicas foram  realizadas com um
potenciostato/galvanostato AutoLab PGSTAT128N, equipado com um modulo de
impedancia (FRA32M) e controlado pelo software NOVA 2.1.4 (Metrohm, Holanda).
Para caracterizacdo dos sensores foi utilizado uma solucdo de Ks[Fe (CN)g]) 5,0 mmol
L1, preparado em KCI 1,0 mol L2,

Experimentos de CV e LSV foram realizados para caracterizar
eletroguimicamente o sensor obtido e avaliar o comportamento eletroquimico da DA. Os
parametros LSV foram avaliados por (DoE, do inglés “design of experiment) usando
Statistica 64 da Statsoft (Dell, Tulsa, EUA). O objetivo do DoE ¢ identificar os principais
fatores que afetam a medicdo eletroquimica e determinar os niveis ideais desses fatores
que produzirdo a saida desejada sob os parametros estudados.

A possibilidade de usar os eletrodos a base de folhas como um sensor para DA foi
avaliado usando urina sintética e amostras de soro humano. As amostras de urina sintética
foram preparadas de acordo com a formulacdo sugerida na literatura [267]. Para o soro
humano foi realizada uma diluicdo em 1:10 em PBS para posterior analise. Um teste de
recuperacdo foi realizado apos a fortificacdo das amostras com quatro concentracoes

diferentes de DA (300,0, 700,0 e 1000,0 umol L1). Todas as fortificagdes foram
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realizadas em concentracfes dentro da faixa de trabalho linear. Por fim, ensaios de
reprodutibilidade, repetibilidade e interferentes foram realizados para o sensor e sob

condigdes anteriormente otimizadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1 Caracterizacdo Morfoldgica e Quimica

As morfologias da folha antes e apds o processo de carbonizacdo foram
caracterizadas por MEV. As micrografias apresentadas na Figura 60-Al a A3, sdo da
folha antes da carbonizacdo, onde se observa a estrutura celular [268-270]. Apds a
carbonizacdo (Figura 60-B1 a B4) as morfologias das estruturas superficiais sofrem
alteracdes significativas, possivelmente decorrentes do depdsito de carbono, gerado a
partir da queima do substrato celulésico. A intersecdo entre as areas carbonizadas e ndo
carbonizadas (Figura 60-C1), mostra um claro contraste entre as duas regides, com a parte
tratada revestida com folhas de carbono, conforme comprovado pela tecnologia
ColorSEM na Figura 60-C2. Atribui-se a condutividade elétrica do eletrodo as folhas de
carbono formadas na superficie. O espectro EDS mostrando a composi¢do média da
superficie do eletrodo € apresentada na Figura 61. Os elementos mais abundantes
encontrados na superficie do material foram C (50,6%) e O (26,6%), elementos
originarios da queima da celulose. Observa-se também uma quantidade significativa de
Si (16,7%), que pode ser proveniente do solo, pois se trata de folhas caidas, coletadas do
solo, e ndo houve tratamento, nem mesmo lavagem, das folhas antes da confec¢do dos

eletrodos.
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Figura 60. Imagens MEV da (A) Folha ndo carbonizada com uma ampliagdo de (A1) 200x, (A2) 500x e
(A3) 1000x; (B) Folha carbonizada com uma ampliagdo de (B1) 22x, (B2) 30x, (B3) 70x, (B4) 3000x. (C1)
Intersecdo entre folha carbonizada e ndo carbonizada com ampliagéo de 100x, (C2) Tecnologia ColorSEM
mostra carbono, oxigénio e silicio na superficie do eletrodo, ampliacdo de 500x. Fonte: Elaborado pelo

autor.
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Figura 61. EDS com mapeamento da tecnologia Color SEM da distribuicdo dos elementos quimicos na

superficie do eletrodo. Fonte: Elaborado pelo autor.

O espectro Raman obtido em folha ndo carbonizada mostra um grande fundo
fluorescente (Figura 62-A), caracteristico de matrizes organicas [271]. Isso é altamente
contrastante com os espectros Raman obtidos em regibes carbonizadas (Figura-62-B),
gue mostram uma superficie mais ordenada, com menos fluorescéncia. O espectro
registrado no local carbonizado sobre a folha mostra bandas claras D e G em 1340 e 1570

cmL, respectivamente. Os espectros corretos de fundo registrados em varios (n = 60)



158

locais carbonizados sobre a folha foram usados para calcular a razdo média da intensidade
das bandas D e G, encontrada como 0,85 % 0,13. Este valor demonstra que o filme
formado na superficie da folha é composto por carbonos sp?. A distribuicdo das razdes
D/G para o espectro € retratada na Figura 62-C. O histograma mostra que a superficie de
carbonos formada sobre a folha € heterogénea, com algumas areas mais ordenadas
(grafiticas - maiores valores de D/G), do que outras (menores valores de D/G). A
heterogeneidade resulta da falta de uma atmosfera controlada durante a carbonizagéo,
pois foi demonstrado que o controle da atmosfera local pode influenciar a formacéo de

material grafitico [272].
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Figura 62. Espectros Raman (A) folha ndo carbonizada, (B) folha carbonizada e (C) DG Histograma. Fonte:

Elaborado pelo autor.

O espectro infravermelho de transformada de Fourier (FTIR) da folha nao
carbonizada (Figura 63, traco vermelho) mostra bandas de absorcdo em 3340 cm™
(estiramento O—H), 2919 e 2848 cm™! (estiramento C—H), 1739 cm~* (alongamento C=0),
1602 cm (alongamento C=C), 1367 e 1247 cm~* (alongamento C-O) e 1033 cm!
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(alongamento C-O-C). Muitas dessas bandas de absorcdo enfraqueceram
significativamente ou até desapareceram no espectro FTIR da folha ap6s a carbonizagédo
(Figura 63, traco preto), indicando que os heterodtomos foram removidos durante a

pirélise a laser [273], suportando a formacao de uma camada de carbono condutora.
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Figura 63. Espectros FTIR de materiais (==) folha ativada por laser e (==) folha ndo ativada por laser.

Fonte: Elaborado pelo autor.

8.2 Caracterizacao Eletroquimica dos Eletrodos

A otimizag&o dos parametros do laser, como poténcia, velocidade de varredura de
gravacdo e espacamento de varredura do laser, foi realizada avaliando a resposta
voltamétrica usando o par redox Ferri/Ferrocianeto. O desempenho do eletrodo foi
avaliado pela separacdo de potencial de pico catdédico e anddico (AEp). Esses
experimentos foram realizados com o projeto integrado de trés eletrodos. Foi avaliado o
possivel impacto da utilizacdo de um eletrodo de pseudo-referéncia de carbono em vez
de um eletrodo de referéncia verdadeiro, no perfil voltamétrico (Figura 64), e nenhuma

distor¢do na onda voltamétrica, além de uma mudanga de potencial esperada, € observada.
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Figura 64. Voltamogramas ciclicos de eletrodos de folhas obtidos na presenca de [Fe(CN)¢]* "+ 5,0 mmol
L1, em solugéo de KCI 1 mol L1 usando carbono (==) e um Ag/AgCI/KClsat (=) eletrodo de referéncia.

Velocidade de varredura: 20 mV s™*. Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 65 mostra os voltamogramas ciclicos para os eletrodos de folha a uma
velocidade de varredura de 20 mV s™X. Primeiro, a poténcia do laser variando de 5,8 a
6,6% foi avaliada (Figura 65-A). Nenhuma carbonizacédo apreciavel ocorreu na superficie
da folha em 5,8 e 6,0% de poténcia, com 0s eletrodos resultantes apresentando um
comportamento resistivo (Figura 65-A). Por outro lado, acima de 6,6%, o laser queimou
a folha, destruindo completamente a superficie do eletrodo. Uma tendéncia clara de
diminui¢do de AEp com o aumento da poténcia do laser ¢ observada para valores de 6,2,
6,4 e 6,6 % (Figura 65-A) e os maiores valores de poténcia foram escolhidos para a
fabricacdo dos eletrodos. As velocidades de varredura de gravacdo do laser foram
avaliadas de 70 a 90 mm s, e pouco impacto ¢ visto nos valores de AEp (Figura 65-B).
Foi selecionado 80 mm s, pois foi relatado que velocidades de varredura mais altas
resultam em eletrodos resistivos e velocidades de varredura mais lentas podem danificar
0 substrato [274]. Por fim, foi investigado o efeito do espagamento do laser na resposta
voltamétrica dos eletrodos, explorando valores de line gap entre 0,03 e 0,09 mm. O menor
valor de lacuna resultou no menor AEp (Figura 65-C) e, portanto, um espagamento de

varredura de 0,03 mm foi selecionado para fabricar os eletrodos a base de folha.
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Figura 65. Voltamogramas ciclicos de eletrodos de folhas produzidos em diferentes condigdes de
carbonizacdo. Os pardmetros incluem (A) poténcia do laser (B) velocidade de varredura e (C) lacuna de
varredura. As medidas eletroquimicas foram registradas em mistura equimolar de [Fe(CN)s]*#~ 5,0 mmol

L%, em solugéo de KCI 1 mol L. Velocidade de varredura: 20 mV s™*. Fonte: Elaborado pelo autor.

O desempenho eletroquimico de eletrodos fabricados com os parametros de laser
selecionados foi medido por CV e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS)
usando o par redox Ferri/Ferrocianeto. Voltamogramas de fundo registrados em solucéo
de KCI (Figura 65-B, traco preto) mostram uma grande contribuicéo capacitiva, resultante
da superficie porosa do eletrodo (ver Figura 60). Os CVs registrados na presenca do par
redox (Figura 65-B, traco vermelho) mostram um pico anddico e catodico bem definido.
A razdo das correntes de pico catddicas e anddicas foi de 0,97, e AEp 0,68 V, indicando
um comportamento irreversivel. Essa grande separacdo de pico, pelo menos em parte,
surge da resisténcia de contato. A camada de carbono sobre a folha tem uma resisténcia
de folha média de 101 Q mm, medida a partir de curvas de polarizagdo de se¢Ges das
trilhas de carbono (Figura 66-A). Como o eletrodo de trabalho e o contra eletrodo

(caminho da corrente) sdo feitos da mesma camada de carbono (Figura 66-B), a
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resisténcia de contato geral pode chegar a 3000 Q, o que representaria a maior parte da

separacdo de potencial de pico nas correntes registradas.

40 05 00 05 10
E/V

Figura 66. (A) Curva de polarizacdo de uma se¢do de carbono de 3 eletrodos de folha a partir da qual a
resisténcia de folha pode ser derivada. (B) Desenho do projeto do eletrodo mostrando o comprimento
aproximado do caminho do fluxo de corrente nos eletrodos, usado para calcular a resisténcia de contato
aproximada. (C) Imagem da configuracdo usada para registrar as curvas de polarizacdo no painel A. O
comprimento de cada se¢do foi medido com paquimetro para calcular a resisténcia da folha. O valor médio

entre os 3 aparelhos foi de 101 Q mm™. Fonte: Elaborado pelo autor.

A EIS (Figura 67-C) mostra uma resposta com dois semicirculos e uma linha reta
com angulo de 45°, caracteristica de sistemas bifasicos. Olhando a literatura sobre este
comportamento, existem alguns artigos que auxiliam no processo de adequacdo do
sistema [275-277]. Neste contexto, os dados de impedancia foram analisados ajustando-
se um circuito elétrico equivalente [R(RQ)([RW]Q)], que é mostrado inserido na Figura
67-C. Este consiste nos componentes Rs, R e Rct, correspondendo a resisténcia do
eletrolito (Rs), a resisténcia de superficie (R) e a resisténcia de transferéncia de carga
(Rct), respectivamente. Além disso, o circuito contém a impedancia de Warburg (W). Em
particular, o circuito inclui um elemento de fase constante (CPE) para explicar a

heterogeneidade da superficie de carbonizagéo do laser de CO..
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Figura 67. (A) Imagem de eletrodo ativado por laser produzido a partir de folha de arvore caida. (B)
Voltamogramas ciclicos do eletrodo na presenga (=) ¢ auséncia (==) de uma mistura equimolar de
[Fe(CN)e]>** 5,0 mmol L™*; Velocidade de varredura: 20 mV s (C) Diagramas de Nyquist de folha de
arvore caida na presenca de equimolar de [Fe(CN)s]* 7+~ 5,0 mmol L%, em KCI 1,0 mol L. A insercio

apresenta o circuito de Randles correspondente. Fonte: Elaborado pelo autor.

O célculo da area eletroativa foi utilizado para verificar a pirolise a laser, pois, em
alguns casos, dependendo dos parametros do laser, a superficie resultante ndo €
totalmente carbonizada. Como a area eletroativa reflete a geométrica, podemos assumir
que toda a rea é pirolisada ou pelo menos ha uma sobreposicédo difusional completa entre
todos os caminhos condutores. Dessa forma, a é&rea eletroativa do eletrodo foi
determinada por cronoamperometria (Figura 68), com um passo de potencial de circuito
aberto de 0,3 V. Este estudo foi realizado usando a equacao de Cottrell. Os parametros
utilizados no célculo foram a constante de Faraday: 96,485 C mol ™ (e7); concentragéo de
[Fe(CN)s]*: 5%107° mol cm™3; 0 niimero de elétrons transferidos: 1; o coeficiente médio
de difusdo de [Fe(CN)s]* em 1,0 mol L™ KCI: 6,3x107® cm?s™t [278]. O eletrodo
apresentou uma area eletroativa de 0,17 cm?. A area geométrica do eletrodo é ligeiramente
maior (0,23 cm?) do que a area da superficie eletroativa do eletrodo carbonizado. O limite

superior para 0 método usado [279] sugere que os parametros do laser, particularmente o



164

line gap, foram suficientes para cobrir a maior parte do area do eletrodo de trabalho com

material condutor.
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Figura 68. (A) Cronoamperograma usando [Fe(CN)g]*7* 5,0 mmol L%, em solugdo de KCI 1 mol L
(curvas de decaimento de corrente, | x t). (B) Dependéncia de | versus t™V/2 a partir da equagdo de Cottrell

para o eletrodo (intervalo de tempo utilizado: 10s). Fonte: Elaborado pelo autor.

O impacto da resisténcia de contato no perfil voltamétrico é evidente quando os
experimentos séo realizados em velocidades de varredura mais altas (Figura 69), como

esperado.

2004 A . 2004 B
100 mV s

100 - x 4
6.25mVs"t <
§. ] <
—_— 0 T J
\/ -1004

100

-100-
-200- 200
09 06 03 00 03 06 09 005 010 015 020 025 030 035
E (V) vs.C v1/2 (v’,‘s—l)lfz

Figura 69. (A) Medicdes voltamétricas ciclicas do sensor baseado em folha na presenca [Fe(CN)s]* 7~ 5,0
mmol L%, em solugdo de KCI 1 mol L=tem diferentes velocidades de varredura (6,25 - 100 mV s 71). (B)
Relaco das correntes de pico anddicas e catddicas versus a raiz quadrada da taxa de varredura (v¥?). Fonte:

Elaborado pelo autor.
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A grande superficie porosa vista na Figura 60 pode impactar a resposta
eletroquimica de processos que ndo sao reversiveis (difusdo limitada) [280]. O eletrodo
proposto também é comparado com um eletrodo de grafite comercial (Figura 70). E
possivel notar um maior deslocamento de potencial para o eletrodo folha, o que esta de
acordo com as caracteristicas do material utilizado discutidas na analise morfologica e
eletrogquimica. No entanto, quando comparado ao eletrodo comercial, observa-se um
aumento na magnitude corrente de pico, 0 que 0 torna interessante para aplicacdes

eletroanaliticas.
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Figura 70. Voltamogramas ciclicos de (A) eletrodo de folha e (B) eletrodo de grafite comercial na presenca
(=) e auséncia (==) de [Fe(CN)e]*’* 5,0 mmol L, em solucdo de KCI 1,0 mol L; Velocidade de

varredura: 20 mV s™L. Fonte: Elaborado pelo autor.

Por fim, a reprodutibilidade do processo de fabricacdo foi avaliada com cinco
sensores diferentes (Figura 71). O estudo foi realizado com a mesma leva de folhas secas
coletadas a uma distancia maxima de 2m da arvore. A distancia de 2m indica que as folhas
caidas sdo mais recentes e ndo se encontram em processo avangado de degradacao.
demonstrando consisténcia na resposta analitica (desvio padrao relativo, RSD = 2,29 %
para valores de Ip para n = 3). O baixo valor de RSD demonstra que o0 sensor pode ser
utilizado em analises point of care, com respostas consistentes para tomada de decisdo

em analises clinicas.
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Figura 71. Dados de reprodutibilidade (n = 5) obtidos de voltamogramas ciclicos sucessivos usando uma
mistura equimolar de [Fe(CN)g]*"* 5,0 mmol L%, em solugdo de KCI 1 mol L™%; Velocidade de varredura:

20 mV s, Fonte: Elaborado pelo autor.

8.3 Caracterizacdo e Deteccdo Eletroquimica de Dopamina

O desempenho eletroquimico dos eletrodos na deteccdo de DA foi inicialmente
avaliado por CV em uma solugdo de PBS 0,1 mol L™ (pH 7,0) na presenca de DA 3,0
mmol L™ a uma velocidade de varredura de 50 mV s. A Figura 72-A apresenta 0s
voltamogramas obtidos para o sensor na presenca (linha vermelha) e auséncia (linha
preta) de DA. Um pico de oxidacdo em 0,46 V, atribuido a oxidagcdo da dopamina em
Dopaminaquinona, e um pico de reducdo em —0,08 V correspondente a reacdo de reducao
da Dopaminaquinona s&o vistos, mostrando a capacidade do eletrodo & base de folha em
detectar DA. Sabe-se que a resposta eletroquimica da DA é limitada a superficie em
algumas superficies de carbono [281], o que pode ser 0 caso aqui, apesar da separagdo de
pico observada na Figura 72-A, que é atribuida a resisténcia de contato. A reacdo da
dopamina a Dopaminaquinona € mostrada na Figura 72-B.
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Figura 72. (A) Voltamogramas ciclicos do eletrodo na auséncia (==) e presenca (=) de DA 3,0 mmol L™
em PBS 0,1 mol L™ (pH 7,0); Velocidade de varredura: 50 mV s, (B) Possivel reacdo de eletrooxidagio

de DA. Fonte: Elaborado pelo autor.

A otimizacdo dos pardmetros do LSV (velocidade de varredura e potencial) foi
realizada para garantir a melhor resposta eletroquimica. Para isso, uma curva de resposta
foi tracada para determinar os niveis 6timos dos fatores testados. Este estudo foi realizado
em uma solugio contendo DA 300 pmol L™ (Figura 73). Maiores valores de corrente sdo
observados na area roxa, maior velocidade de varredura e valores de passo, 0 maior valor
de corrente sob os valores avaliados realizados foi obtido em 100 mV st e 10 mV,
respectivamente, velocidade de varredura e valores de passo. Com base nisso, os valores

foram escolhidos como condic¢des otimizadas para as etapas seguintes.



168

9200605

9,200E-05

7.500E-06

5,800E-05
< 4,100E-05
N |

2,400E-05

7.000E-06
-1,000€-05

7,500E-05
5,800E-05
4,1006-05

2,400E-05

7.000€-06
I1 000E-05

Velocidade de varredura/V s

0,00
0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 0,012 0,014 0,016

Potencial / V

Figura 73. Otimizacéo dos parametros do LSV através do mapeamento dos experimentos realizados no
software STATSTICA® (A) Grafico 3D referente ao valor atual obtido no LSV. (B) Grafico 2D referente
ao valor da corrente, estrela vermelha posicionada sobre os maiores valores da corrente dentro do intervalo

de confianca. Fonte: Elaborado pelo autor.

Sob condi¢bes otimizadas, um grafico de calibragdo foi obtido para diferentes
concentracdes de DA (Figura 74-A). Uma relacdo linear entre a concentracao e a corrente
de pico foi obtida em uma faixa de concentragio variando de 10 a 1200 pmol L™ (Figura
74-B), seguindo a equagdo: Ip (pA)=2,286x107° (+1,597x107°% +0,076 (+
0,004) Cpa (umol L), com R? de 0,993. O limite de deteccio (LOD) foi calculado como
3 vezes 0 desvio padrdo do intercepto linear sobre a inclinagcdo do gréafico de calibracdo
[282].
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Figura 74. (A) Voltamogramas de varredura linear registrados em diferentes concentragdes de DA (10,0;
50,0; 300,0; 500,0; 700,0; 1000,0 ¢ 1200,0 umol L™t em PBS 0,1 mol Lt (pH 7,0); Velocidade de

varredura: 100 mV s%, passo: 10 mV (B) Gréfico de calibragdo para DA (Ip versus Cpa). Fonte: Elaborado

pelo autor.

O valor de LOD foi de 1,1 umol L2, indicando que o sensor apresenta potencial

para a deteccdo de DA em uma ampla faixa linear de trabalho. Além disso, para

demonstrar a precisao dos testes de repetibilidade (n =10) e reprodutibilidade (n = 5) do

sensor foram realizados (Figura 75), com valores de RSD de 1,46% e 6,47%,

respectivamente.
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Figura 75. (A) Dados de repetibilidade obtidos a partir de voltamogramas de varredura linear sucessivos

(n = 10) usando uma solugdo de DA 300,0 pmol L%; Eletrélito de suporte: solugdo de PBS 0,1 mol L™ (pH

7,0). (B) Os dados de reprodutibilidade foram obtidos a partir de voltamogramas de varredura linear

sucessivos (n = 5) usando uma solugéo de DA 300,0 umol L1, Eletrdlito de suporte: PBS 0,1 mol L™ (pH

7,0). Fonte: Elaborado pelo autor.
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A possibilidade de usar os eletrodos a base de folhas como um sensor de DA foi
avaliada usando urina sintética e amostras de soro humano. Um teste de recuperacéo foi
realizado ap0s a fortificacdo das amostras com quatro concentracfes diferentes de DA

(300,0, 700,0 e 1000,0 umol L1), os resultados obtidos s&o apresentados na Tabela 12.

Tabela 12. Valores de recuperacao (n = 3) para adi¢des de dopamina em soro humano e amostra de urina.

Elaborado pelo autor.

Encontrado
Amostra Fortificacdo (umol L) Recuperado (%)
(umol L)
300,0 334,0+2,8 111,3+1,0
Soro humano 700,0 732,055 1046 +1,0
1000,0 925,0+3,4 925+1,0
Urina
300,0 344,0+ 3,8 1146 +6,0
sintética
700,0 716,0 £ 4,6 102,2+5,0
1000,0 984,0+2,2 98,43 +4,0

Valores de recuperagéo variando de 92,5 % + 1,0 a 114,6 % + 6,0 foram obtidos,
indicando gque ndo ha interferéncias da matriz da amostra. A seletividade do sensor para
determinacéo de DA (300,0 pmol L™) foi avaliada na presenca de possiveis espécies
concomitantes encontradas em fluidos bioldgicos [92, 283] como acido ascérbico, &cido
arico, uréia, creatinina e glicose, na proporcao de 1:1 (dopamina: interferente). A Tabela
13 mostra os resultados de interferéncia obtidos para determinacdo de DA na presenca de
cada espécie. Um desvio de corrente de pico inferior a 10% € observado em todos 0s
casos, 0 que foi considerado satisfatorio para a determinacdo de DA nessas amostras. Os
dados LSV obtidos para o estudo de interferéncia podem ser vistos na Figura 76.
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Tabela 13. Estudo de possiveis interferentes para quantificagdo de DA, na proporcao 1:1 (dopamina:

interferente), presentes nas amostras testadas. Elaborado pelo autor.

Interferentes

Variacdo do sinal de corrente (%)

Acido ascorbico 8,50+0,3
Acido Urico 2,3340,1
Ureia 8,32+0,7
Creatinina 7,44+0,5
Glicose 4,03%0,5
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Figura 76. Dados de interferéncia obtidos a partir de voltamogramas de varredura linear (n = 3) usando

uma propor¢io de 1:1 (dopamina: interferente); (A) solugdo de 4cido ascorbico + DA 300,0 umol L72; (B)
Solugdo de 4cido urico + DA 300,0 umol L2; (C) solugdo de Uréia + DA 300,0 pmol L7%; (D) solugéo de
Creatinina + DA 300,0 umol L™ e (E) solugdo de Glucose + DA 300,0 umol L7%; Eletrélito de suporte:
solucéo de PBS 0,1 mol L™* (pH 7,0). Fonte: Elaborado pelo autor.

O desempenho analitico dos eletrodos baseados em folhas foi comparado a outros

métodos eletroquimicos relatados para deteccdo de DA, conforme apresentado na Tabela

14. Por exemplo, Jia et al. [284] desenvolveram um sensor usando um filme hibrido de
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nanoparticulas de ouro-poli(luminol) e nanotubos de carbono de paredes multiplas com
eletrodo de carbono vitreo modificado com B-ciclodextrina incorporado. Os autores
obtiveram um LOD de 0,19 pmol L™* com uma faixa linear de 1,00 a 56,0 umol L.
Embora o LOD relatado pelos autores seja um pouco melhor do que o relatado para este
trabalho, a preparacéo e confeccdo do material requer muitas etapas. Essas etapas incluem
polimento de GCE em pasta de alumina e ativacdo em H2SOg, eletrodeposicédo de AuNPs
e, finalmente, funcionalizacdo de MWCNTS para posterior deposi¢do na superficie do
eletrodo. Isso torna o processo de fabricagdo do sensor mais demorado e mais caro. Em
outro trabalho, Sharma et al. [285] propuseram um sensor baseado em nanofibras de
carbono suportadas por niquel para deteccdo de DA, apresentando um LOD de 0,11 pumol
L%, A fabricagdo do sensor modificado por Ni@CNF requer primeiramente sua sintese,
que leva aproximadamente 20h, tornando o processo de fabricacdo do sensor mais
demorado. Depois disso, Kalinke et al. [286] desenvolveram eletrodos de PLA-grafeno
impressos em 3D. Embora o eletrodo seja simples de fabricar e apresente LODs proximos
aos relatados neste trabalho, seu desempenho depende de tratamentos quimicos e
eletroquimicos para posterior aplicacdo. Assim, o sensor proposto feito de folhas caidas
de arvores ativado por laser ndo requer tratamentos quimicos ou varias etapas de
modificacdo de superficie para aplicacdo. 1sso torna 0s sensores propostos um sistema

eletroquimico ecologicamente correto e altamente versatil.
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Tabela 14. Desempenho analitico do sensor de folha de arvore para determinacdo de DA comparado com a literatura. Fonte: Elaborado pelo autor.

Eletrodo Técnica LDR (umol L) LOD (umol L) Aplicacéo Refs.

Au-Cu0/rGO DPV 10 to 90 3,9 Soro humano e urina [287]

B-CD-MWCNTS)/Plu-AuNPs/GCE DPV 1to 56 0,19 - [284]

MWCNT-BPVCM-e/GCE CcVv 5t0 1000 2,3 Farmacéutica [288]

Ni@CNF/SPCE CVv 0,1to0 10 0,11 Urina e soro humano [289]

WS, QDs Fluorescéncia 50 to 450 20 Soro sanguineo [290]

CoTMPyP/Sr2NbzO10 DPV 2010 1620 7,6 Urina humana [291]

CPC/a-ZrP DPV 13 to 520 3,3 Urina humana [292]

AUNPs@PANI core-shell DPV 10 to 1700 5,0 Urina humana [293]
CcVv 10 to 500 3,49

PLA-G NaoH-30-EC DPV 7,0 to 100 2,17 Urina e soro humano [286]
SWV 5,0 to 100 1,67

Sensor de folha de arvore LSV 10 to 1200 1,1 Soro hu-man-o e urina este

sintética trabalho

LDR: Faixa dinamica linear; Au-Cu20/rGO: Ouro- Oxido cuproso/6xido de grafeno reduzido; f-CD-MWCNTS)/Plu-AuNPs/GCE: Filme hibrido de nanoparticulas de ouro-
poli(luminol) (Plu-AuNPs) e nanotubos de carbono de paredes multiplas com eletrodo de carbono vitreo modificado com B-ciclodextrina incorporado; BPVCM-e: Polimero
anfifilico ramificado fotossensivel e eletroativo; Ni@CNF: Nanoparticulas de niquel suportadas por nanofibra de carbono; SPCE: Eletrodos de carbono serigrafados; WS2QDs:
Pontos quanticos de tungsténio cetilpiridinio; CoTMPyP/Sr2NbsO10: Nanofolhas de Sr.NbsO1o carregadas negativamente foram montadas com 5,10,15,20-tetraquis (N-
metilpiridinio-4-il) porfirinato cobalto (CoTMPyP) carregados positivamente; CPC/a-ZrP: Cloreto de cetilpiridinio/fosfato de a-zirconio; AuNPs: Nanoparticulas de ouro;
PANI: Polianilina; PLA-G NaOH-30-EC: Acido polilatico-grafeno.



175

CONCLUSOES

O uso de folhas de arvores caidas como substrato para sensores eletroquimicos,
combinado com pirdlise a laser de CO>, representa uma abordagem inovadora e ecoldgica
para a fabricacdo de sensores. Os sensores resultantes mostraram resultados promissores
para a deteccdo de DA, um neurotransmissor com funcBes importantes no cérebro. O
sensor de folha demonstrou uma resposta linear variando de 10,0 a 1200 pmol L%, boa
repetibilidade e reprodutibilidade, valores de 1,46% e 6,47%, respectivamente e um baixo
LOD de 1,1 umol L%, indicando seu potencial para uso pratico formulados. No geral,
esta pesquisa destaca o potencial do uso de materiais sustentaveis e técnicas avancadas
de fabricacdo para criar sensores eficazes e acessiveis para uma variedade de aplicaces.
Como perspectiva futura € interessante realizar estudos com a mesma espécie de arvore
nas quatro estacdes do ano, folhas verdes e outras regides de coleta a fim de ser avaliado

a estabilidade do eletrodo e mudancas no perfil voltamétrico.
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CAPITULO IV

NOVA PLATAFORMA REUTILIZAVEL PARA CONFECCAO DE ELETRODOS A
BASE DE GRAFITE E SUA APLICACAO ANALITICA MULTIVARIADA

MATERIAIS E METODOS

9.1 Materiais

Todos os reagentes utilizados neste trabalho s&o de grau analitico. Agua ultrapura
(Milli Q, EUA), com resistividade > 18 MQ cm, foi usada para preparar todas as solugdes
aquosas. Grafite da Fisher Chemical™ (New Jersey, EUA) e NP incolor (Base brilho
cuidados, Cora®©, Séo Paulo, Brasil) foram utilizados para a preparacdao da tinta
condutiva. Acido Urico, metanol ferroceno, cloreto de potassio, glicose, creatinina,
tirosina, epinefrina, L-Dopa e cloridrato de dopamina foram adquiridos da Sigma-
Aldrich®, EUA. Acido ascorbico, 4cido acético, acido latico, cloreto de aménio e uréia
da Dinamica ®, Brasil; Cloreto de sodio; Paracetamol; Parkidopa® (Cristalia — Produtos
Quimicos Farmacéuticos Ltda).

A caracterizacdo eletroquimica dos eletrodos foi realizada utilizando uma solucéo
1,0 mmol L™ de FcMeOH em 0,1 mol L™t KCI. Para a detecgéo de L-Dopa, foi utilizado
como solugéo eletrolitica suporte 0,1 mol L™ tamp&o Britton-Robinson (BR) (pH 4,0),
preparado com acido acético, acido borico (Dinamica®, Brasil) e &cido fosforico (Sigma-
Aldrich®, EUA). Para a detec¢do de DA, foi utilizada como eletr6lito de suporte solucao
salina de tampéo fosfato (PBS) 0,1 mol L™ (pH 7,0), o qual foi preparado com fosfato de
sodio dibasico (Dinamica®, Brasil), cloreto de potassio, e fosfato de sddio monobaésico
(Sigma-Aldrich®, EUA). O filamento flexivel e ndo condutor de acrilonitrila butadieno
estireno (ABS), utilizado na construcéo de um dispositivo eletroquimico, foi adquirido da
3DLAB® (Minas Gerais, Brasil).

9.2 Construcao da Plataforma Eletroquimica e Confeccédo dos Eletrodos

O layout desejado dos eletrodos foi desenhado com o auxilio do software
AutoCAD (AutoDesk, EUA) e uma pega de PMMA de 2,8 mm de espessura foi gravada

e cortada com o auxilio de uma cortadora a laser (Laser 6000, Combat Laser) (parametros



177

de gravacéo - velocidade 100 mm s, espacamento de varredura 0,1 mm, poténcia de 15
W; velocidade de corte 10 mm s, poténcia de 90 W; 85 W) fornecendo o layout dos
eletrodos para posterior deposicdo de tinta. Para medidas estacionarias, uma gota de
solucéo foi inserida diretamente na superficie dos eletrodos. Para analise de fluxo, uma
plataforma de polidimetilsiloxano (PDMS) foi usada. Para isso, uma fina camada de
PDMS (espessura 0,8 mm) foi preparada a partir de uma mistura de Sylgard 184 (Dow,
EUA) (relacdo 1:10 p/p) curado a 125°C por 10 min em uma placa de Petri de vidro. O
PDMS foi entdo gravado com um caminho para as solucdes fluirem usando um cortador
a laser (velocidade 40 mm s, forca 90;90) e posicionado sobre os eletrodos para realizar
as medicdes de fluxo. As estruturas finais foram acopladas formando uma plataforma
sanduiche (PMMA, PDMS, PMMA), prensadas entre si por meio de parafusos metalicos
para evitar vazamentos.

Para a confeccdo dos eletrodos a base de grafite sobre a plataforma acrilica foram
utilizadas mascaras recortadas em papel adesivo (Colacril, Office CC185) para delimitar
os eletrodos e evitar o espalhamento excessivo ultrapassando os trajetos gravados (Figura
72, etapa A). Para a confeccao da mascara foi utilizada uma impressora de recorte, sendo
os desenhos criados com o software Silhouette Studio versdo 4.4. As mascaras foram
entdo coladas na superficie da peca de PMMA gravada. A tinta condutora foi preparada
misturando NP e grafite (48:52% (p/p), composi¢do previamente otimizada por Andreotti
et al. [174, 294]. Apobs a deposicdo da tinta na superficie do PMMA, a plataforma foi
acoplada a um suporte impresso em 3D contendo conexdo elétrica ligando os eletrodos
ao potenciostato para aplicacdo em diferentes sistemas na detec¢do dos analitos (Figura
72, etapa B). Apos andlise, a plataforma pode ser reutilizada retirando a tinta com auxilio
de uma pinga e acrescentando uma nova camada de tinta para uso posterior (Figura 77,

etapa C). A Figura 78 mostra a montagem do dispositivo eletroguimico portéatil proposto.
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Figura 77. Representacdo do processo de fabricagdo do dispositivo para deteccdo eletroquimica portatil.
(A) Preparacdo dos eletrodos com a tinta condutora composta de NP e grafite. (B) Diferentes sistemas de

deteccdo de analitos. (C) Reutilizacdo da plataforma removendo a tinta condutora. Fonte: Elaborado pelo

autor.

Figura 78. Montagem do dispositivo portatil proposto em impressdao 3D para deteccdo eletroquimica
portétil. (A) Bomba de seringa. (B1) Seringa com PBS. (B2) Seringa com amostra. (C) Vélvula injetora

comutadora. (D) Dispositivo eletroquimico. (E) Descarte de amostra. Fonte: Elaborado pelo autor.
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9.3 Caracterizacdo Morfologica e Eletroquimica dos Sensores

Todas as medigbes eletroquimicas foram  realizadas em um
potenciostato/galvanostato AutoLab PGSTAT204 com médulo de impedéancia FRA32M
gerenciado pelo software NOVA 2.1.4 (Metrohm, Holanda). A tinta condutora foi
misturada e moida com uma centrifuga assimétrica dupla (DAC) SpeedMixer™ Dac
150.1 FVZ-K (FlackTec Inc) e os caminhos dos eletrodos foram fornecidos com uma
impressora de corte (Silhouette, Cameo 3) [294]. A microscopia eletronica de varredura
(MEV) do modelo Prisma E da Thermo Fisher Scientific com tecnologia ColorSEM e
espectroscopia de raios-X de energia dispersiva integrada (EDS) foi usada para a
aquisicdo de imagens MEV.

Medicdes de voltametria ciclica (CV) foram realizadas de —0,2 a +1,0 V para L-
Dopa a uma velocidade de varredura de 50 mV s, e medicOes de voltametria de pulso
diferencial (DPV) foram realizadas com uma amplitude de modulacdo de 90 mV; tempo
de modulacdo de 40 ms e incremento de potencial de 8 mV para a determinacéo de L-
Dopa. Para a determinacdo de DA, foram realizadas medidas de CV de -0,2a +1,0V a
uma velocidade de varredura de 50 mV s e medidas FIA amperométricas com potencial

aplicado de + 0,45 V; velocidade de fluxo de 150 pL min—t e volume de injecdo de 200

ML.

9.4 Preparo de Amostras

Para avaliar a eficiéncia do sensor proposto na determinacdo de L-Dopa, uma
formulacdo farmacéutica contendo o analito alvo foi analisada [295]. Para isso, o
medicamento estudado foi o Parkidopa® (Cristalia — Produtos Quimicos Farmacéuticos
Ltda) contendo cada comprimido de 250 mg de L-Dopa. Dois comprimidos de L-Dopa
foram macerados com pildo e almofariz e diluidos em tampéo Britton-Robinson (pH 4,0)
para adquirir uma solugdo estoque de concentragio de 0,01 mol L™ com base na descrigdo
do medicamento e metodologia proposta pela literatura [295]. A solucdo estoque foi entéo
homogeneizada com auxilio de banho de ultrassom por 5 minutos, seguido de agitacao
por 30 segundos. Para a determinacdo de L-Dopa, na amostra farmacéutica, foram
realizados testes de recuperacdo. Nesse sentido, a partir dos valores rotulados, foi

realizada a diluicdo da solugdo amostral em tampéo Britton-Robinson (pH 4,0) para
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atingir trés concentragdes diferentes (20,0, 25,0 e 70,0 pumol L) de L-Dopa, dentro da
faixa linear de deteccédo da curva analitica.

Para avaliar a eficiéncia do sensor proposto na determinacdo de DA, foi preparada
urina sintética seguindo a literatura com adaptagdes [267]. A amostra foi composta por
uma mistura de ureia 170,0 mmol L™, cloreto de célcio dihidratado 2,5 mmol L™, sulfato
de sddio anidro 10,0 mmol L™, 4cido urico 0,4 mmol L1 e creatinina 7,0 mmol L2, 2,0
mmol L 4cido citrico, 25,0 mmol L™ cloreto de amdnio e 90,0 mmol L™ cloreto de
sodio. Para analise DA, a urina sintética foi adicionada com 3 concentracdes diferentes

de DA (5,0, 20,0 e 50,0 umol L1), que estavam dentro da faixa de trabalho linear.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

10.1 Caracterizacao Morfoldgica e Eletroquimica

A morfologia dos eletrodos condutivos a base de tinta de grafite foi caracterizada
por MEV e as imagens obtidas s&o mostradas na Figura 79A-D. As regides em amarelo
na Figura 79-A mostram os pseudoeletrodos de referéncia, de trabalho e contra eletrodo
apos a deposicao da tinta condutiva. Conforme observado em diferentes magnitudes de
amplificacdo (Figura 79-B e C), as imagens obtidas revelaram uma superficie com
laminas de grafite distribuidas homogeneamente. A presenca de grafite pode ser
comprovada pela tecnologia ColorSEM na Figura 79-D. Além disso, a camada de tinta
apresentou uma topografia com presenca de cavidades, caracteristicas que contribuem
para 0 aumento da area eletroativa e condutividade do sensor. O mapeamento quimico
EDS mostrou a estimativa semiquantitativa dos elementos no eletrodo, atestando a
presenca de carbono e oxigénio (Figura 80).

HFW det ode e — # 9/21 g8 | WD

magEl | w HY v et | mode
28.5mm  10.00kV___123mm _ETD 349PM | 250x  274mm | 10.00kV  829um | ABS | Al

magE RV pu—

HY HAW de od um 0 magil | WD HY w det | mode
400x | 275mm _ 10.00kV__ 518um | ABS | All CCA UFSCar : 1000x  27.4mm  10.00kV_ 207um _ ABS _All CCA UFSCar

Figura 79. Imagens MEV do eletrodo com uma ampliagdo de (A) 17x, (B) 250x e (C) 400x. (D) Tecnologia
ColorSEM mostra carbono e oxigénio na superficie do eletrodo, ampliacdo de 1000x. Fonte: Elaborado

pelo autor.
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Figura 80. EDS com mapeamento da tecnologia ColorSEM da distribuicdo dos elementos quimicos na

superficie do eletrodo. Fonte: Elaborado pelo autor.

Apos a caracterizacéo fisico-quimica da superficie do eletrodo, foram realizadas

caracterizacdes eletroquimicas usando CV para estudar oS processos que ocorrem no

eletrodo (Figura 81). E possivel observar que com o aumento da velocidade de varredura,

a relacdo das correntes de pico catodica e anddica permanece em 1,08 £ 0,1 e AEp de

0,073 £ 0,001 V (Tabela 15), indicando comportamento semi-reversivel.

10 4 A 104 B
5 54
<
< o] — Z o
= 250 mV .5'1 -
54 -54
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104 104
04 02 00 02 04 08 08 015 020 025 030 035 040 045 050 055

E / V vs. Graphite

VI2y s1)112

Figura 81.Voltamogramas ciclicos para ferrocenometanol 1,0 mmol L=t em KCI 0,1 mol L™ variando a
velocidade de varredura em 30, 50, 70, 90, 110, 130, 160, 200 e 250 mV s7*. (B) Gréafico de pontos I versus

v *. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 15. Parametros voltamétricos obtidos para FcMeOH em diferentes velocidades de varredura de

potencial (mV s?). Fonte: Elaborado pelo autor.

VvV (mVs?) Ipa/lpc AEp
30 1,08 £ 0,01 0,071 £ 0,001
50 1,08 £ 0,01 0,072 £ 0,001
70 1,08 £ 0,01 0,073 £ 0,001
90 1,08 £ 0,01 0,073 £ 0,001
110 1,08 £ 0,01 0,073 £ 0,001
130 1,08 £ 0,01 0,073 £ 0,001
160 1,08 £ 0,01 0,073 £ 0,001
200 1,08 £ 0,01 0,073 £ 0,001
250 1,08 £ 0,01 0,073 £ 0,001

A érea eletroativa do eletrodo de trabalho foi estimada por voltametria ciclica com
base na equagio de Randles-Sevéick em velocidades de varredura variando de 30 a 250
mV s, usando uma solugio de FcMeOH 1,0 mmol Lt em KCI 0,1 mol L. Foi obtido
um valor de 0,027 cm?. A area geométrica do eletrodo é aproximadamente 2 vezes menor
(0,014 cm?) que a érea da superficie eletroativa do eletrodo. A maior area de superficie
eletroativa do eletrodo em aproximadamente 2 vezes pode ser atribuida as cavidades
observadas no eletrodo fabricado com tinta condutiva a base de carbono (Figura 79B-C),
aumentando as propriedades eletroquimicas do eletrodo. A Figura 81, relacionando o
grafico da corrente de pico versus raiz quadrada da velocidade de varredura (v?),
apresenta um comportamento linear, indicando que a reacdo é carateristica de um

processo tipico de controle de difusdo [296].

10.2 Caracterizacao e Deteccao Eletroquimica de L-Dopa

Para demonstrar o potencial de aplica¢do do dispositivo eletroquimico proposto,
diferentes analitos e sistemas foram investigados. Primeiro, a determinacdo de L-Dopa
foi realizada por DPV usando a plataforma de trés eletrodos. Para alcangar um melhor
desempenho eletroquimico do sensor, o estudo de pH foi realizado para verificar o melhor
sinal (corrente e deslocamento de potencial) para o analito usando solugdes tampéo

Britton-Robinson (pH 3,0 a 7,0). Os voltamogramas ciclicos e os perfis redox séo
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mostrados na Figura 82. E possivel observar que o pH influenciou o comportamento
eletroquimico da L-Dopa, ocorrendo um deslocamento do potencial de pico de oxidagdo
da L-Dopa para valores mais positivos com o aumento do pH.

T T T T T T T T T T T
0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
E / V vs. Grafite

Figura 82. Efeito do pH nas caracteristicas voltamétricas de L-Dopa 50,0 umol L%; velocidade de

varredura: 50 mV s%; Eletrélito de suporte: solugdo BR 0,1 mol L™, Fonte: Elaborado pelo autor.

Isso demonstra a participacdo direta dos prétons na etapa de oxidacao do analito.
A partir dos voltamogramas ciclicos, observa-se uma diminui¢do gradativa do Ipc com o
aumento do pH da solucéo. Essa diminui¢do gradual do Ipc em valores de pH superiores
a 4,0 pode estar ocorrendo devido ao grupo amina desprotonado na estrutura da quinina
de cadeia aberta, que atua como um agente nucleofilico [297]. Assim, o valor de pH de
4,0 foi considerado a melhor condicao para estudos posteriores, pois proporcionou melhor
perfil redox e maior corrente Ipa. Apos o estudo do pH, foi obtido um voltamograma para
L-Dopa, mostrando picos de oxidacdo e reducdo bem definidos, demonstrando a
reversibilidade do sistema (Figura 83-A). O eletrodo apresentou um pico de oxidagdo em
+0,40 V e um pico de reducdo em +0,04 V. A oxidacdo eletroquimica da L-Dopa envolve

dois elétrons e dois protons, conforme mostrado no mecanismo da Figura 83-B.
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Figura 83. (A) Voltamogramas ciclicos na auséncia (==) e presenca (=) de L-Dopa 200,0 umol L™* em
BR 0,1 mol L (pH 4,0) para o eletrodo proposto; Velocidade de varredura: 50 mV s*. (B) Mecanismo

eletroquimico de oxirredugdo da L-Dopa. Fonte: Elaborado pelo autor.

Diferentes técnicas voltamétricas foram testadas para avaliar a resposta
eletroquimica de L-Dopa. Para isso, foram realizadas medi¢bes para uma solucdo
contendo L-Dopa 50,0 umol L™! usando as técnicas SWV e DPV, e os respectivos
voltamogramas sdo mostrados na Figura 84. Um valor de corrente de pico mais alto foi
obtido por DPV (0,064 pA) em comparacao com SWV (0,024 pA).
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Figura 84. Comparacéo entre as técnicas SWV (=) e DPV (=) na presenca de L-Dopa 50,0 umol L™ e
na auséncia de L-Dopa (==), usando uma solucdo BR 0,1 mol L™t (pH 4,0) para o eletrodo proposto.
Pardmetros SWV: f=10Hz,a=50mV, step 1mV; Pardmetros DPV: a=50mV, tempo de

modulagdo = 25 ms, v = 10 mV s, Fonte: Elaborado pelo autor.
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Portanto, a técnica DPV foi selecionada para experimentos posteriores. Apds a
selecdo da técnica, a otimizacao dos parametros operacionais de DPV (amplitude, tempo
de modulacdo e incremento de potencial) foi realizada para garantir a melhor resposta
eletroquimica (Figura 85). Observa-se que o aumento dos valores do incremento de
potencial a um aumento da resposta de corrente, sendo escolhido um incremento de
potencial de 8 mV para experimentos posteriores, pois para valores maiores foi observado
um aumento na largura do pico, assim como um aumento do desvio padréo (Figura 85-
A). O mesmo aumento na resposta de corrente foi observado para a variacao de amplitude,
onde um méaximo na resposta de corrente é alcancado na amplitude de 100 mV (Figura
85-B). No entanto, o valor de 70 mV foi selecionado por ter o menor RSD. Portanto, esse
valor foi selecionado para etapas seguintes. Também pode ser visto que 0 aumento no
tempo de modulacdo aumenta a corrente de pico de L-Dopa (Figura 85-C) e, como séo
direcionadas respostas eletroquimicas mais altas, o tempo de modulacdo de 40 ms foi

escolhido por apresentar um menor RSD.
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Figura 85. Resposta DPV para L-Dopa 50,0 pmol L~* em solugdo BR 0,1 mol L™ (pH 4,0) obtida em
diferentes (A) incremento de potencial (2, 3, 4,5, 6,7, 8,9 e 10 mV ), (B) amplitude (10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90 e 100 mV) e (C) tempo de modulacéo (10, 10, 20, 25, 30, 40 e 50 ms ), e respectivos graficos

de corrente de pico versus pardmetros variados (A'-C"). Fonte: Elaborado pelo autor.

Todos os pardmetros, faixas estudadas e valores escolhidos durante a otimizacao

estdo demonstrados na Tabela 16.
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Tabela 16. Otimizagdo de parametros para técnica de voltametria de pulso diferencial. Fonte: Elaborado

pelo autor.

Parametro estudado Faixa estudada Valor selecionado
Incremento de potencial 1al0 mV 8 mv
Tempo de modulagéo de

10a50 ms 40 ms
pulso
Amplitude 10 a 100 mV 90 mV

Sob condigdes experimentais otimizadas, uma curva de calibracgao foi obtida para
concentracgdes crescentes de L-Dopa. Foram realizadas medidas sucessivas de L-Dopa em
diferentes concentragdes no intervalo de 5,0 a 1000,0 pmol L™, obtendo voltamogramas
para cada concentragdo (Figura 86-A). E possivel observar um aumento linear na corrente
de pico com a adigéo sucessiva e crescente de L-Dopa (Figura 86-B). As medidas para
cada concentracao foram realizadas com o mesmo eletrodo, sendo possivel observar uma
boa estabilidade do sensor. A curva apresentou um coeficiente de determinagdo de
linearidade (R?=0,999), e a regressdo mostra que os dados seguem a equacio
Ip (WA) = —0,0247 (+ 0,0017) + 0,0046 (+ 7,9993x1075) CL-popa (umol L1).
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Figura 86. (A) Voltamograma de pulso diferencial obtido em solugdo BR 0,1 mol L™ (pH 4,0) em
diferentes concentracdes de L-Dopa (5,0; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0; 50,0; 75,0; 100,0; 150,0; 200,0; 300,0;
500,0; 700,0 e 1000 umol L™2). (B) Gréfico da corrente de pico versus concentragdo de L-Dopa, obtido a
partir de A. Condi¢des experimentais DPV: amplitude: 90 mV; tempo de modulagdo: 40 ms; incremento

de potencial: 8 mV s, Fonte: Elaborado pelo autor.

O limite de detec¢édo (LOD) foi calculado de acordo com 3 vezes o desvio padrédo
do intercepto linear sobre a sensibilidade analitica da curva de calibragdo [282], e
forneceu um valor igual a 0,11 pmol L-1. Para demonstrar a precisdo do sensor (Figura

87), um teste de repetibilidade (n = 10) foi realizado apds registros sucessivos de DPV e
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mostrou um valor de desvio padréo relativo (RSD) de 1,44%, demonstrando que o sensor

proposto apresenta desempenho satisfatorio.
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Figura 87. Dados de repetibilidade obtidos a partir de sucessivos voltamogramas de pulso diferencial (n =
10) usando uma solugéo de L-Dopa 50,0 pmol L%; Eletrélito de suporte: solugdo BR 0,1 mol L™* (pH 4,0).

Fonte: Elaborado pelo autor.

O dispositivo proposto também foi aplicado para deteccdo de L-Dopa em uma
amostra farmacéutica contendo o analito alvo. O valor de concentracdo encontrado e 0s
valores de recuperacdo sdo apresentados na Tabela 17. Com este método, foi possivel
obter valores de recuperacdo entre 95,57 + 1,18% e 100,41 £+ 3,09% para a amostra do
farmaco. Além disso, para demonstrar a reutilizacdo da plataforma removendo e
adicionando uma nova camada de tinta, cinco sensores diferentes foram testados
realizando medicdes de DPV em uma solucio contendo L-Dopa 50,0 pmol L, e os
voltamogramas sdo mostrados na Figura 88. Um baixo valor de RSD (1,70%) foi obtido,

indicando que a construcdo dos sensores € reprodutivel.
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Tabela 17. Quantificacdo de L-Dopa em amostra de farmaco com trés niveis diferentes de concentragao e

a diferenca entre a quantidade esperada rotulada. Fonte: Elaborado pelo autor.

Encontrado
Amostra Fortificacdo (umol L) Recuperado (%)
(umol L)
20,0 20,08 £ 0,85 100,41 + 3,09
Parkidopa
25,0 23,89 £0,38 95,57 +1,18
35,0 33,94 £ 2,59 96,97 £ 5,16
0,5
Sensor 1
044 Sensor 2
Sensor 3
Sensor 4
< 0,3 1 Sensor 5
=
= 0,2
0,1
0,0

T T — 1 r T T T 7T T
01 00 01 02 03 04 05 06 07
E /V vs. Graphite

Figura 88. Dados de reprodutibilidade (n = 5) obtidos a partir de sucessivos voltamogramas de pulso
diferencial (n = 5) usando uma solucéo de L-Dopa 50,0 pmol L™, Sensor 1: (==), sensor 2: (==), sensor 3:

(=), sensor 4: (=) e sensor 5: (==); Eletrélito de suporte: solugdo BR 0,1 mol L™ (pH 4,0). Fonte:
Elaborado pelo autor.

Um estudo de interferéncia foi realizado para avaliar o comportamento de L-Dopa
na presenca de outras moléculas normalmente presentes em amostras farmacéuticas e
bioldgicas [298] como paracetamol, acido ascorbico, acido urico, glicose e dopamina.
Para isso, 0s possiveis interferentes foram avaliados na propor¢do de 1:1 (L-Dopa:
interferente), fixando a concentragéo de L-Dopa em 10,0 umol L™, Os resultados obtidos

séo apresentados na Tabela 18.
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Tabela 18. Estudo de seletividade no sinal DPV de L-Dopa 10,0 pmol L. Fonte: Elaborado pelo autor.

Variacéao do sinal

Interferentes (L-Dopa: interferente)
(%)
Paracetamol (1:1) + 8,75
Acido ascorbico (1:1) —9.45
Acido Urico (1:1) —-7,93
Glicose (1:1) - 6,18
Dopamina (1:1) + 94,36

Pode-se notar que na presenca de dopamina, houve interferéncia significativa na
resposta da L-Dopa, com aumento da resposta atual de 94,36%. Essa interferéncia ja foi
relatada na literatura na deteccdo de L-Dopa [299, 300], e provavelmente ocorre porque
os analitos sdo da mesma familia das catecolaminas e oxidam em potenciais de pico
idénticos. Uma solucdo para melhorar a seletividade desse sistema é o uso de
modificadores de superficie de eletrodos, que podem aumentar a seletividade dos
sensores. Isso foi demonstrado por Stankovi¢ et al. [301] que, modificando o sensor com
microesferas de MnO2 semelhantes a dente-de-ledo, demonstraram que a corrente de pico
de oxidacdo DA era o dobro da L-Dopa, diferenciando assim as correntes destes analitos.

O desempenho analitico do sensor proposto foi comparado com outros
dispositivos eletroquimicos ja relatados na literatura para detec¢do de L-Dopa, conforme
apresentado na Tabela 19. Por exemplo, Guo et al. [302] desenvolveram um sensor
eletroquimico para detectar L-Dopa de In,S3 em um eletrodo de vidro ITO modificado
com grafeno 3D. Embora o LOD (0,087 umol L™?) relatado para o trabalho seja
relativamente menor do que o LOD observado em para o trabalho proposto, todo o
processo para obtencdo do sensor requer mais de 13h. Além disso, a utilizagdo de um
reator hidrotérmico para a sintese de In2Ss NSPs/3D Gr torna o produto final mais caro e
inacessivel em regides com menor investimento tecnolégico. Outro exemplo de trabalho

que utiliza a sintese de materiais para a construcao de sensores foi realizado por Afkhami
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et al. [303]. Através da sintese de nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO NPs) foi possivel
obter uma maior separacdo do pico de oxidacdo da L-Dopa na presenca de &cido
ascorbico. Ji et al. [304] usando eletrodos impressos em tela modificados com
nanoparticulas de ouro (AuNPs), nanotubos de carbono de parede simples (SWCNT) e
quitosana, mostraram alta sensibilidade para L-Dopa. Os nanotubos de carbono de parede
simples e as nanoparticulas de ouro, além de proporcionarem melhor desempenho do
eletrodo, possuem excelente condutividade. J& a quitosana, devido a sua excelente
capacidade de formacéo de filme, alta permeabilidade, boa adesdo, atoxicidade e baixo
custo, foi utilizada para melhorar a adesdo de AuNPs e o SWCNT aumentou a
estabilidade do sensor. Pode-se constatar que 0 sensor proposto apresenta desempenho
analitico semelhante aos relatados na Tabela 19. Porém, como grande vantagem, nao
requer materiais e modificacdes e todo o processo de producdo do sistema leva cerca de
5 horas. Além disso, a plataforma eletroquimica pode ser reaproveitada para confecgédo

de novos eletrodos, 0 que torna a construcao dos sensores simples, rapida e de baixo custo.
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Tabela 19. Desempenho analitico do sensor proposto para determinacéo de L-Dopa comparado com a literatura. Fonte: Elaborado pelo autor.

Eletrodo Técnica LDR (umol L2) LOD (umol L) Aplicagdo Refs.

ZnO NFs-rGO NSs DPV 1,0a60 1,0 Urina [305]

In2Ss NSPs/3D Gr DPV 0a60 0,087 Soro [302]

pCAF SWvV 1,0a50,0 0,14 Soro fetal bovino [306]
Comprimidos

Fe203NP-MWCNT DPV 0,1a8,0 0,21 o [307]
farmacéuticos

Fe304@SiO/MWCNT DPV 10 a 600 2,0 Urina [308]

PreparacOes
PG/ZnO/CNTs/CPE DPV 5,0 a500,0 0,08 [303]

farmacéuticas e urina

304
SWCNT/AuNPs/chitosan DPV 0,5a200 0,1 Soro [304]

Amostras farmacéuticas
nPt-5ADMBCNPE DPV 0,50 a 100,0 0,31 ) [309]
e produtos lacteos

MoS,-GR DPV 5,0a60 0,30 Plasma humano [310]

Eletrodo de grafite reutilizavel DPV 5,0 a 1000 0,11 Farmacéutica Este trabalho

LDR: Faixa dinamica linear; ZnO NFs-rGO NSs: nanofolhas de ZnO-6xido de grafeno; In2S3 NSPs/3D Gr: Nanosferas de sulfeto de indio/grafeno tridimensional; pCAF:
poli (acido cafeico); Fe2OsNP-MWCNT: nanoparticulas de 6xido de ferro (I11) - nanotubos de carbono de paredes maltiplas; PG/ZnO/CNTs/CPE: poliglicina/nanoparticulas
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de ZnOleletrodo de pasta de carbono modificada com nanotubos de carbono de paredes mdaltiplas; nPt-5ADMBCNPE: Eletrodo de Pasta de Nanotubos de Carbono-Pt

Nanoparticulas; MoS2-GR: Nanoflakes de dissulfeto de molibdénio-grafeno.
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10.3 Caracterizacao e Deteccao Eletroquimica de Dopamina em Sistema de Injecao
em Fluxo (FIA)

A aplicabilidade do sensor também foi avaliada na deteccdo FIA-amperométrica
de DA. Para isso, 0 eletrodo de trabalho foi associado a um sistema analitico de fluxo
(FIA) com o auxilio de uma plataforma portatil impressa em 3D. Inicialmente, a técnica
CV foi usada para investigar o comportamento voltamétrico de DA no eletrodo proposto
usando uma solugdo de PBS 0,1 mol L™ (pH 7,0) na presenca de DA 200,0 umol L™ a
uma velocidade de varredura de 50 mV s, A Figura 89-A apresenta os voltamogramas
obtidos para o sensor na presenca (linha vermelha) e na auséncia (linha preta) de DA. O
par redox obtido na voltametria ciclica caracteriza o processo de oxidacéo inicial (+0,42
V) da molécula, onde é possivel observar o processo inverso (+0.21 V), com a presenca
do pico de reducdo. O mecanismo de reacdo da dopamina a Dopaminaquinona é mostrado
na Figura 89-B.
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Figura 89. (A) Voltamogramas ciclicos na auséncia (=) e presenca (=) de DA 200,0 umol L™ em PBS
0,1 mol L (pH 7,0) usando o eletrodo proposto; Velocidade de varredura: 50 mV s, (B) Mecanismo

eletroquimico de oxirreducdo de DA. Fonte: Elaborado pelo autor.

O proximo passo foi investigar os efeitos do potencial de trabalho, vazéo e volume
de injecdo, a fim de obter o maior sinal analitico para determinacdo de DA. A Figura 90
mostra a influéncia do potencial de trabalho (+0,30 a +0,60 V) no sinal de corrente de
pico anddico da DA. O sinal analitico aumentou com o aumento do potencial de trabalho

para valores mais positivos, até +0,50 V e seguindo uma diminui¢do em +0,60 V.
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Figura 90. Gréfico de potencial aplicado versus altura da corrente de pico. Solu¢do padrdo de DA 50,0
umol L™t em PBS 0,1 mol L™ (pH 7,0). Potencial aplicado: 0,30; 0,35; 0,40; 0,45; 0,50 e 0,60 V; Vazio:
150 pL min~; Volume de injecdo: 100 pL. Fonte: Elaborado pelo autor.

O potencial de trabalho de +0,45 V foi escolhido por apresentar o0 menor desvio
padrdo. Além disso, potenciais acima de +0,45 V pode levar a oxidacdo de espécies
interferentes. O estudo de vaz&o também foi realizado (50 a 250 uL min?), e o resultado

é mostrado na Figura 91.
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Figura 91. Estudo sobre o efeito da vazio no sistema FIA usando uma solugdo de DA 50,0 pmol L™t em
PBS 0,1 mol L™ (pH 7,0) no eletrodo. Vazéo: (a) 50, (b) 70, (c) 100, (d) 150, (e) 200 e (f) 250 puL min=*;
Volume de inje¢do: 100 pL; Potencial aplicado: 0,45 V. Fonte: Elaborado pelo autor.
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A vazdo 6tima selecionada para deteccdo de DA foi de 150 pL min-?, devido ao
maior sinal de corrente (0,037 uA) em comparagcdo com as menores vazdes estudadas.
Vazoes inferiores fornecem menores valores de corrente e picos mais largos, ocasionado
por uma maior dispersdo da zona da amostra na tubulacéo [311]. Além disso, vazdes mais
baixas podem levar a contaminacdo da superficie do eletrodo. Embora a vazdo de 250 pL
min~! apresente um sinal de corrente mais alto (0,039 pA) do que a vazio selecionada,
ele nédo foi selecionado a fim de minimizar o consumo de reagentes. Além disso, a largura
do pico para 150 pL min—! apresentou um desvio padrdo menor em comparagio com 250
pL mint,

Outro parametro estudado foi o volume de injecdo (50 a 250 uL) e o resultado é
mostrado na Figura 92. Pode ser visto que o sinal de corrente aumenta ligeiramente com
0 aumento do volume de injecdo. Este aumento ocorre devido a maior quantidade de
moléculas do analito que entram em contato com a superficie do eletrodo. O volume de
injecdo selecionado foi de 200 pL, que apresentou um valor de corrente de 0,053 pA.
Embora o sinal de corrente obtido a 250 pL (0,061 pA) tenha sido maior, optou-se

também por utilizar um baixo volume de amostra para garantir um menor consumo de

reagente.
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Figura 92. Otimizacéo do volume de injecdo no sistema FIA usando uma solucdo de DA 50,0 umol L
em PBS 0,1 mol L™ (pH 7,0) no eletrodo; Volume de injegdo: (a) 50, (b) 100, (c) 150, (d) 200 e (e) 250
uL; Vazdo: 150 L min~?; Potencial aplicado: 0,45 V. Fonte: Elaborado pelo autor.

Todos os parametros, faixas estudadas e valores escolhidos durante a otimizacgéo

estdo demonstrados na Tabela 20.
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Tabela 20. Otimizacdo de parametros para sistema FIA. Fonte: Elaborado pelo autor.

Parametro estudado Faixa estudada Valor selecionado
Potencial 0,30a0,60 V 0,45V
Vazédo 50 a 250 puL min! 150 pL min!
Volume de injecéo 50 a 250 pL 200 pL

Sob condicdes otimizadas, a aplicabilidade do eletrodo foi avaliada para a
determinacdo de DA (Figura 93-A). Um comportamento linear foi obtido em uma faixa
de concentragdo variando de 2,0 a 100,0 pumol L, conforme observado na curva analitica
(Figura 93-B), seguindo a equacdo: | (uA) = -8,7034x10~* ( 4,866x10~%) + 0,0018 (+
3,233x10°) Cpa (umol L), com R%?de 0,998. O LOD para DA foi calculado
considerando 3 vezes o desvio padréo da corrente antes da primeira inje¢do (120s) sobre
a sensibilidade analitica da curva de calibracdo, e o valor de 0,26 pmol L™ foi obtido. A

frequéncia analitica calculada foi de 9 injecdes por hora.
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Figura 93. (A) Amperograma obtido pelo sistema FIA para a determinacéo de DA em amostras de urina
sintética (Al, A2, A3). (B) Curva analitica para DA (Ip versus Cpa), obtido de A. Concentragdo das
solugdes de DA: (a) 2,0, (b) 5,0, (c) 10,0, (d) 20,0, (e) 30,0, (f) 50,0, (g) 70,0 e (h) 100,0 umol L 2. Potencial
aplicado: 0,45 V; Vazdo: 150 uL min~%; Volume de injecdo: 200 L. Solugdo de transporte: PBS 0,1 mol
L™ (pH 7,0). Fonte: Elaborado pelo autor.

Para demonstrar a preciséo do sensor, foi realizado um teste de repetibilidade (n
=10), mostrando um valor RSD de 4,91% (Figura 94). Nota-se no fiagrama, que 0s sinais
de corrente anddica da DA ndo decresce linearmente entre a primeira e ultima injecdo do

analito. Essa caracteristica demonstra que ndo uma mudanca significativa na superficie
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eletroativa do eletrodo, indicando que ndo houve adsorcao do analito, o que geralmente é

um problema na aplicacdo deste método.
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Figura 94. Injecdes repetidas (n = 10) no sistema FIA usando uma solugéo padrdo de DA 30,0 umol L™

em PBS 0,1 mol L™ (pH 7,0) no eletrodo. Volume de injecdo: 200 uL; Vazdo: 150 uL min~?; Potencial

aplicado: 0,45 V. Fonte: Elaborado pelo autor.

O eletrodo proposto foi aplicado na detec¢do de DA em amostra de urina sintética.

Para isso, foi realizado um teste de recuperacdo apos a fortificacdo da amostra com trés

concentracdes diferentes de DA (A1, A2, A3) (Figura 93-A), e os resultados obtidos séo

apresentados na Tabela 21.

Tabela 21. Valores de recuperagdo (n = 3) para adi¢des de dopamina em amostras de urina sintética. Fonte:

Elaborado pelo autor.

Encontrado Recuperado
Amostra Fortificacdo (umol L)
(wmol L) (%)
5,0 5,62+0,12 112,46 £ 1,70
Urina sintética
20,0 22,86 £ 0,41 114,28 + 1,58
50,0 54,74 £ 0,25 109,48 + 0,39
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Pela tabela, pode-se observar que foram obtidos valores de recuperacéo variando
de 109,48% + 0,39 a 114,28% =+ 1,58, indicando que ndo ha interferéncias de matriz da
amostra. Além disso, foi realizado um estudo de possiveis interferentes presentes nas
amostras a fim de avaliar a presenca de diferentes compostos no sinal analitico de DA.
Para isso, foi avaliada a seletividade do sensor na determinacio de DA (10,0 pmol LY)
na presenca de possiveis espécies concomitantes encontradas em fluidos biologicos [92,
283] como 4acido ascorbico, &cido Urico, acido latico, &cido acético acido, glicose,
creatinina, epinefrina e tirosina. Uma mistura de DA e interferente foi avaliada na
proporcdo de 1:1 (dopamina: interferente). A Tabela 22 mostra os resultados de
interferéncia obtidos para DA na presenca de cada espécie. Pode-se notar que na presenca
de epinefrina, houve uma interferéncia significativa na resposta da dopamina, com
aumento da resposta atual de 106,33%. Essa interferéncia ja foi relatada na literatura para
a detec¢do de dopamina [312-314]. Isso ocorre devido ambos analitos possuirem estrutura

quimica semelhantes.

Tabela 22. Estudo de seletividade no sinal do fiagrama de DA 10,0 umol L. Fonte: Elaborado pelo autor.

Variacéao do sinal

Interferentes (Dopamina: interferente)
(%)
Acido ascorbico (1:1) 8,5
Acido Urico (1:1) 7,4
Acido lético (1:1) 4,1
Acido acético (1:1) 4,9
Glicose (1:1) 5,1
Creatinina (1:1) 4,7
Epinefrina (1:1) 106,33

Tirosina (1:1) 2,79
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O desempenho analitico do eletrodo proposto foi comparado com outros que
empregaram o método FIA ja relatado para deteccdo de DA, conforme apresentado na
Tabela 23. Pode-se observar que varios tipos de eletrodos modificados foram relatados
para deteccdo de DA. Por exemplo, del Pozo et al. [315] desenvolveram um eletrodo de
carbono vitreo (GCE) modificado com o complexo Cucurbit[8]uril (CB[8]) e Nafion.
Antes de cada modificacdo, o GCE foi polido com pasta de alumina seguido de enxéague
com agua ultrapura, sonificado trés vezes alternadamente em etanol e 4gua deionizada
(30 s) e finalmente seco sob fluxo de nitrogénio. Outro exemplo de modificacdo do GCE
foi realizado no trabalho de Chen et al. [316] onde os autores usaram nanotubos de
carbono de paredes multiplas, quercetina e nafion. Neste trabalho, o eletrodo compésito
apresentou um potencial de pico anddico para dopamina de cerca de +0,37 V, comparado
ao valor de +0,27 V com o eletrodo GCE n&o modificado. Esse deslocamento do potencial
de oxidagdo ocorre devido & multicamada de modificadores na superficie do GCE,
resultando também em uma maior resisténcia a corrente de difusdo da DA. Quanto a
outros trabalhos como o de Wong et al. [317] e Guimenes et al. [318], eletrodos
convencionais como o eletrodo de diamante dopado com boro e eletrodos de carbono
vitreo sdo usados, respectivamente. Embora esses eletrodos ndo precisem de
modificagbes e tenham valores de LOD (0,011 e 0,05 pumol L) melhores do que o
observado neste trabalho, os autores observaram que o uso constante dos eletrodos pode
levar a efeitos de memoria, o que diminui seu desempenho eletroquimico. Assim, o
eletrodo proposto neste capitulo para deteccdo de DA pode efetivamente competir com
os eletrodos relatados anteriormente. Além disso, o eletrodo proposto ndo requer
procedimentos de modificacdo e limpeza longos e tediosos, e a superficie do eletrodo
pode ser renovada com uma nova camada de tinta de carbono de baixo custo, produzida

em laboratério.



Tabela 23. Desempenho analitico do sensor para determinacdo de dopamina comparado com trabalhos da literatura. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Frequéncia
Eletrodo LDR (umol %)  LOD (umol L) Analitica Aplicagéo Refs.
(Injecoes h™1)
EVA-cobre (1) 1000 a 10000 870 25 Amostras farmacéuticas [319]
Eletrodo de diamante dopado - Amostras de soro e dgua do
0,5a130 0,011 ) [317]
com boro rio
Eletrodo de trabalho de carbono 40
; 1a100 0,05 - [318]
vitreo
SPCE/rGO/CBCC-Nafion 200 a 1000 27,8 - - [320]
Cucurbit[8]uril (CBI[8]) 0,07a10 0,026 55 Soro humano [315]
Nafion/GCE 2000 a 10’ 15 - - [321]
Nafion/Q/MWCNTs/GCE 1,4a300 1,4 - Soro humano [316]
Carbono vitreo nu 0,410 20 0,05 - Amostras farmacéuticas [322]
Eletrodo de grafite reutilizavel 2,0 to 100 0,26 9 Urina sintética Este trabalho

LDR: Faixa dinamica linear; EVA: poli(etileno-co-acetato de vinil); SPCE: Eletrodo impresso; rGO: Oxido de grafeno reduzido; CBCC: complexo de cloreto de bis(2,2'-
bipiridil)cobre(Il) ([Cu(bipy)2CI]CI 5H20); GCE: Eletrodo de carbono vitreo; P: Quercetina; MWCNTS: Nanotubos de carbono de paredes multiplas.
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CONCLUSOES

Pela primeira vez que € apresentado um dispositivo de serigrafia com
microfluidica totalmente integrado em uma Unica plataforma. O eletrodo apresentou
excelente desempenho analitico para determinagéo de L-Dopa em uma ampla faixa linear
de 5,0 2 1000 pmol L™t e um LOD de 0,11 umol L. O eletrodo miniaturizado também
permitiu a analise do analito em aproximadamente 50 pL de solucdo, o que o torna
interessante na reducdo do custo dos reagentes. Além disso, o eletrodo foi avaliado em
uma amostra farmacéutica, demonstrando eficiéncia em sua determinagédo. A associagdo
do eletrodo a um sistema FIA em conjunto com o dispositivo impresso em 3D permitiu a
determinacéo rapida e de baixo volume de amostra de DA. O desempenho analitico do
sistema para determinacio de DA apresentou LOD de 0,26 umol L™t e apresentou
potencial para determinacdo em amostra biolégica apresentando recuperacdes entre
109,48 a 114,28% para deteccdo de DA em urina sintética. Portanto, o dispositivo
eletroquimico proposto pode ser aplicado a diferentes analitos e sistemas, mostrando
grande eficiéncia em todos 0s casos. Também permite que a superficie do substrato seja
facilmente renovada com uma nova camada de tinta, diminuindo o custo de producgéo de

novas plataformas eletroanaliticas.
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CONCUSAO GERAL

Esta tese descreve a utilizacdo de diferentes substratos e meios de fabricagdo de
eletrodos, visando a obtencdo de novos dispositivos eletroquimicos completos para
aplicacdes de interesse clinico. Estes novos dispositivos permitem possiveis aplicacdes
em analises point-of-care, considerando que ndo possuem aparelhagem complexa e
apresentam caracteristicas interessantes como boa repetibilidade e reprodutibilidade,
além de um baixo custo de producdo. No primeiro capitulo, foi desenvolvido um novo
sensor e biossensor eletroquimico a partir da modificacdo do eletrodo de trabalho com
azul da Prussia. Como substrato, utilizou-se garrafas PET recicladas a custo zero e a tinta
pode ser considerada atdxica, uma vez que nenhum solvente organico é utilizado, sendo
considerada uma arquitetura ambientalmente amigavel. J& o segundo capitulo, discutiu-
se 0 desenvolvimento de um sensor e imunossensor para deteccao de biomarcadores (L-
Cisteina e proteina Spike) relacionados a SARS-CoV-2. A producéo de eletrodos de finos
filmes de platina sobre a superficie de folhas de BioPET ainda ndo havia sido abordada
em literatura para estes biomarcadores, utilizando as técnicas de fotolitografia e
pulverizacdo catodica. O terceiro capitulo é apresentado uma abordagem inovadora e
ecologica para a fabricacdo de eletrodos atraves de substratos de folhas de arvores caidas
da espécie Persea americana MILL. O sensor de folha apresentou um desempenho
satisfatorio na deteccdo de dopamina, um importante biomarcador relacionado a doenca
de Parkinson. Para demonstrar a aplicacdo do sensor, 0 mesmo foi utilizado na detec¢do
do analito em amostras de urina sintética e soro humano, apresentando um O6timo
desempenho. Por fim, o quarto capitulo, discutiu-se uma nova plataforma reutilizavel para
0 desenvolvimento de eletrodos de tintas condutoras. A capacidade de reutilizacdo do
sistema permitiu uma economia de reagentes e tempo de preparo de novas plataformas
sensoriais. O dispositivo pode ser aplicado de maneira multivariada para sistemas de
andlises e analitos, demonstrando grande eficiéncia. Espera-se que estes dispositivos
contribuam e auxiliem no diagnostico de diversas doencas, permitindo analises nédo

invasivas e de rapida resposta.
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