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RESUMO

O presente trabalho descreve a construcdo de dispositivos em
poliéster-toner (DPTs) minimamente instrumentados para conduzir, pela
primeira vez, diagnosticos clinicos utilizando detec¢do colorimétrica e
transporte microfluidico com acao capilar. Uma camera digital convencional,
uma camera de celular, um microscopio 6ptico e o modo scanner de uma
impressora multifuncional foram avaliados como detectores colorimétricos.
No estudo do desempenho analitico utilizou-se uma plataforma com nove
zonas de deteccdo impressas diretamente em uma folha de poliéster. Todos
os dispositivos eletronicos avaliados podem ser aplicados como detector
colorimétrico. Entretanto, o scanner demonstrou facilidade no controle dos
dois problemas que dificultam a aquisicdo das imagens: quantidade de luz
do ambiente e foco. Frente a essa facilidade, realizou-se um estudo
comparando o desempenho analitico do scanner em relagdo a um
espectrofotdmetro, utilizando a determinacdo de Fe?* pelo método da 1,10-
fenantrolina. Calculos estatisticos foram realizados e ndo foram observadas
diferencas significativas entre o desempenho analitico dos equipamentos
(P=0,05). Apé6s, a avaliacdo do desempenho analitico, o scanner foi
escolhido para monitorar a resposta colorimétrica dos ensaios clinicos de
glicose, proteinas totais, colesterol e triglicerideos, usando os DPTs. O
dispositivo proposto apresentou boa repetibilidade inter e intra-dispositivos
com desvio padréo relativo abaixo de 6%. Uma andlise semi-quantitativa
para glicose, proteinas totais e colesterol foi conduzida utilizando uma
amostra de soro humano artificial. Os niveis de concentragdo encontrados
estavam de acordo com os dados fornecidos pelo fabricante. O tempo de
meia-vida dos DPTs foi avaliado ao longo de cinco dias, utilizando o ensaio
para glicose em diferentes temperaturas: 10 °C, 25 °C e 40 °C. A meia-vida
dos DPTs foi estimado em trés dias, considerando que nesse periodo houve
um decréscimo de 50% na intensidade média de pixels, da cor desenvolvida.
Observou-se que a adicdo de um dissacarideo (trealose) assegurou a
estabilidade enzimética em diferentes temperaturas ao longo de cinco dias
consecutivos. O custo total de um DPT, considerando o processo de
fabricacao, foi estimado em R$ 0,40.
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ABSTRACT

This report describes the fabrication of a minimally instrumented polyester-
toner device (PTD) to perform by the first time, clinical diagnostics with
colorimetric detection and microfluidic transport by capillary action. A
conventional digital camera, a cellphone camera, an optical microscope, and
a scanner mode from a multifunction printer were evaluated for using as
colorimetric detector. In order to study the analytical performance it was used
a platform containing nine detection zones directly printed on a polyester film.
It has been observed that all electronic devices studied could be applied as
colorimetric detector. However, the scanner exhibited the best performance
on the control of two problems often observed in the images acquisition,
which are related to the ambient light and focus. Due to the best results, the
analytical feasibility of the scanner was evaluated for the determination of
Fe?* in drugs samples by using the 1,10-phenanthroline method. The data
were compared to results achieved by a reference spectrophotometric
method. Based on a statistical analysis, it was not been found significance
differences (P=0,05). Afterwards, the scanner was chosen to monitor the
colorimetric response of clinical assays regarded to the detection of glucose,
total protein, cholesterol, and triglycerides on a PTD. The proposed device
exhibited good inter and intra-device reproducibility (relative standard
deviation values lower than 6%). A semi-quantitative analysis of glucose,
total protein, and cholesterol in an artificial serum sample provided results
similar to the data provide by the supplier. The shelf life of PTDs was
evaluated in a period of five days, using the glucose assay at three different
temperature: 10 °C, 25 °C e 40 °C. The shelf life was estimated to be c.a.
three days, taking into account that in this period there was a lost of 50% in
the mean color intensity. Lastly, it was observed that the addition of a
disaccharide (trehalose) ensures the enzymatic stability at the different
temperatures during five consecutive days. The cost of a PTD has been
estimated to be ca. R$ 0.40 taking into account the fabrication process.



1. Introducéao

1.1. Miniaturizacdo

Nas duas Ultimas décadas observou-se um crescente avango no
desenvolvimento de sistemas analiticos miniaturizados. No campo da
quimica analitica moderna esse processo de miniaturizacdo tem se

intensificado bastante. Em 1990, Manz e colaboradores (MANZ, GRABER e

WIDMER, 1990) introduziram o conceito de microssistemas para andlises

totais (UTAS, do inglés Micro Total Analysis Sistems), que também ficou
conhecido pelo termo lab-on-a-chip. O objetivo desse novo conceito foi
expressar a ideia de desenvolver varias etapas analiticas dentro de um chip

(NGE, ROGERS e WOOLLEY, 2013).

Essa nova linha de pesquisa, de carater interdisciplinar, surgiu
visando o aumento da frequéncia analitica. Seu surgimento ofereceu
inUmeras vantagens incluindo baixo consumo de amostras e reagentes (pL-
nL), curto tempo de analise, portabilidade, baixo custo da analise,
capacidade de integracdo de multiplas etapas analiticas em um Unico

dispositivo, facilidade de operacédo, dentre outras (ARORA et al., 2010).

Esses microssistemas tém sido aplicados em ensaios analiticos e
bioanaliticos incorporando, quando necessario, microcanais para promover a
separacao analitica de espécies presentes em uma amostra (AUROUX et

al., 2002; REYES et al., 2002; DITTRICH, TACHIKAWA e MANZ, 2006;

COLTRO et al., 2007; WEST et al., 2008; ARORA et al., 2010).

Os sistemas miniaturizados séo produzidos em vérias configuracoes e

em diferentes substratos (KOVARIK et al., 2013). A fotolitografia é a técnica




de fabricacdo convencional desses microdispositivos, que se baseia na
transferéncia de uma imagem para uma superficie planar com auxilio da
radiacdo ultra-violeta (UV). No entanto, essa tecnologia requer
instrumentacdo de custo elevado, ambientes limpos e profissionais

qualificados para o uso dos equipamentos (CHEN e PEPIN, 2001), fatores

gue corroboram para a limitacdo de acesso de muitos pesquisadores a esta
técnica.

Outra desvantagem da fotolitografia sdo os tipos de substratos
utilizados. Vidro, quartzo e silicio sdo os mais comumente empregados.
Esses substratos possuem custo elevado (aproximadamente R$ 300,00, por
chip) e devem ser manuseados com bastante cuidado, pois sdo materiais
frageis e podem ser facilmente quebrados ou danificados. Por esse motivo, a
viabilizacdo de técnicas economicamente atrativas, bem como a utilizacédo
de novos substratos vem sendo o foco de muitos grupos de pesquisa
brasileiros (USP, UFMG, UNICAMP, USP-SC, UFG, UnB, UFPB).

Frente a essa problematica da microfabricacdo convencional, Do Lago

e colaboradores (DO LAGO et al., 2003) propuseram um método alternativo

e de baixo custo para prototipagem rapida de sistemas microfluidicos
baseando-se na impressao direta de microcanais em filmes de poliéster
(folha de transparéncia). Neste método de microfabricacdo, a configuracéo
dos dispositivos é desenhada em um programa gréafico e impresso por uma
impressora a laser, em uma folha de transparéncia. Apés a impresséao, o
dispositivo é selado termicamente utilizando uma plastificadora de
documentos. Uma alternativa ao uso da plastificadora de documentos € a

prensa térmica utilizada para fazer a estampagem de camisetas. Seu uso
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permite a selagem simultdnea de aproximadamente 80 dispositivos em
poliéster-toner (DPTs) (com 4 x 4 cm de area) em aproximadamente 10
segundos.

Indmeras vantagens sdo observadas nessa tecnologia alternativa,
guando comparada ao processo convencional. O método da impresséo
direta permite confeccionar DPTs em intervalos de tempo inferiores a 20
minutos e dispensa as etapas de fotolitografia, ativacdo por plasma e

tratamento térmico (MARTINEZ et al., 2007; DUNGCHAI, CHAILAPAKUL e

HENRY, 2010). Toda instrumentacdo necessaria (computador, impressora,

laminadora e programa grafico) para a confeccdo dos DPTs tem custo
estimado em R$ 1.400,00, o que torna essa técnica bastante atrativa e
acessivel.

Esse processo de microfabricacdo vem sendo explorado por
diferentes grupos de pesquisa na confeccao de microchips para separacdes
eletroforéticas. Os dispositivos eletroforéticos vem sendo empregados nas

separacdes de compostos inorganicos, (DO LAGO et al., 2003; COLTRO et

al., 2004; COLTRO, DA SILVA e CARRILHO, 2008a; GABRIEL et al., 2012),

compostos farmacéuticos (LIU et al., 2006) e neurotransmissores (YU et al.,

2008; LU, HU e XIA, 2009a) sendo monitorados por métodos de deteccéo

eletroquimicos, amperométricos ou condutométricos (COLTRO, et al., 2004;

LIU et al., 2006; COLTRO, DA SILVA e CARRILHO, 2008a: YU et al., 2008:

LU, HU e XIA, 2009a; GABRIEL et al., 2012; DA SILVA et al., 2013),

fluorescéncia induzida a laser (COLTRO, LUNTE e CARRILHO, 2008b:;

DUARTE et al., 2011; KIM et al., 2013) ou espectrometria de massas (DO

LAGO et al., 2003).




Outra vertente de aplicacdo dos DPTs, que tem-se intensificado nos
altimos anos, € 0 seu uso para conduzir ensaios bioanaliticos.
Recentemente, esses DPTs foram aplicados na extracdo em fase solida de

moléculas de DNA (DUARTE et al., 2011; OUYANG et al.,, 2013), na

separacao de fragmentos de DNA (DUARTE et al., 2012), na realizagéao de

diagnésticos clinicos (DE _SOUZA, ALVES e COLTRO, 2012) e ensaios

imunoenzimaticos (KIM et al., 2013). Oliveira e colaboradores (OLIVEIRA, et

al., 2013) desenvolveram uma plataforma produzida em poliéster-toner (PT)
para conduzir um ensaio ELISA, para deteccdo de imunoglobulina M (IgM)
em amostras de pacientes infectados com dengue.

Os DPTs fabricados pela técnica de impressdo direta oferecem
inUmeras vantagens sendo algumas importantes como reducéo de etapas e
dos custos de fabricacdo e instrumentacdo acessivel. Essas vantagens
potencializam a aplicabilidade destes dispositivos em conduzir bioensaios,
que necessitam ser rapidos, de baixo custo e oferecer resultados de

qualidade.

1.2. Microfluidica

A microfluidica surgiu como uma ciéncia que estuda o comportamento
de fluidos em escala micrométrica. Na ultima década essa ferramenta tem
sido vastamente utilizada em areas como a quimica analitica, bioquimica e
biologia. E um campo multidisciplinar e seu surgimento estéa relacionado com
desenvolvimento de algumas areas como microeletrdnica e analise

molecular (WHITESIDES, 2006 LIN e LEVCHENKO, 2012).

Sistemas microfluidicos miniaturizados permitem integralizar diversas
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etapas analiticas em um mesmo dispositivo. Essa vantagem possibilita
realizar processos que antes eram feitos em escala maior e em operacdes
separadas (injecéo, pré-concentracdo, separacao, deteccao, entre outras). O
uso dessas plataformas promove a reducédo no tempo de anélise, no volume
de reagentes e amostras, além de oferecer maior eficiéncia e menor custo.

(LIN e LEVCHENKO, 2012; QASAIMEH et al., 2013)

Um dispositivo microfluidico é constituido de um reservatério (ou
zona) que possibilite a introducdo de amostra nos canais, um sistema para
promover o movimento do fluido através dos canais (bombas e fontes de alta
tensdo, por exemplo) e possibilitar o acoplamento de um sistema de

deteccao eletroquimico ou colorimétrico, por exemplo (WHITESIDES, 2006).

Para que a solucdo percorra os canais microfluidicos € necessaria
uma forca para promover a impulsdo. Os métodos mais utilizados para

promover essa impulsdo sdo o bombeamento hidrodinamico (KARLINSEY,

2012; SAITO, COLTRO e DE JESUS, 2012), eletrocinético (BAKER, 1995;

KARLINSEY, 2012), forca centrifuga (CHEN e PEPIN, 2001) e capilaridade

(JUNCKER et al., 2002; ZIMMERMANN et al., 2007).

1.3. Microfluidica em plataformas descartaveis

Atualmente, os dispositivos de toner, assim como 0S prototipos
fabricados em papel, integram a atual geracéo de plataformas microfluidicas

descartaveis (COLTRO et al., 2010). O papel foi o primeiro substrato

utilizado para a constru¢do dessas plataformas microfluidicas descartaveis

(MULLER e CLEGG, 1949). Neste trabalho foi desenvolvida uma geometria

fluidica, em papel cromatogréfico, utilizando barreiras hidrofébicas
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produzidas em parafina. Foram constatados um aumento na velocidade de
difusdo da amostra através do canal e uma reducéo no volume de reagente
utilizado.

Porém, o desenvolvimento das plataformas em papel foi atribuido ao
grupo de pesquisa do Prof. George M. Whitesides, da Universidade de

Harvard, em 2007 (MARTINEZ et al., 2007; BRUZEWICZ, RECHES e

WHITESIDES, 2008; MARTINEZ et al., 2008a; MARTINEZ, PHILLIPS e

WHITESIDES, 2008b; MARTINEZ et al., 2008c).

Nos ultimos cinco anos, essas plataformas em papel tém sido

vastamente utilizadas para conduzir bioensaios (SCHILLING, JAUREGUI e

MARTINEZ, 2013). Esses dispositivos se destacaram pela simplicidade

instrumental de fabricacdo e por adicionarem indmeras vantagens aos
ensaios realizados, como reducdo nos gastos de reagentes e amostras,
tempo de resposta rapido, facilidade de transporte para analises remotas,

entre outras (NGE, ROGERS e WOOLLEY, 2013). Os canais microfluidicos

no papel sédo formados basicamente por barreiras hidrofébicas como cera ou

fotorresiste, por exemplo (CARRILHO, MARTINEZ e WHITESIDES, 2009a;

NIE et al., 2012; SCHILLING, JAUREGUI e MARTINEZ, 2013). Existem

inimeras técnicas para producdo destes dispositivos, sendo que a
impressao a cera e a jato de tinta utilizando dimero de alquilceteno (AKD, do
inglés Alkyl Ketene Dimer) sdo as técnicas mais promissoras devido as suas
simplicidades instrumentais, permitirem a confeccdo de varios dispositivos

em tempo reduzido, entre outras (LI, BALLERINI e SHEN, 2012).

Plataformas em papel tém-se apresentado adequadas para analises

rapidas e simples no ponto de necessidade (SCHILLING, JAUREGUI e
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MARTINEZ, 2013; NGE, ROGERS e WOOLLEY, 2013). Além disso, o papel

€ um material facilmente encontrado e as tecnologias de fabricacéo
estimulam a producéo desses microssistemas em larga escala. Na literatura
podem ser encontrados diversos trabalhos utilizando plataformas em papel,
demonstrando a potencialidade na conducdo de bioensaios. Os trabalhos

envolvem métodos de deteccdo colorimétrica, eletroquimica ou por

espectrometria de massas (MARTINEZ et al., 2007; BRUZEWICZ, RECHES

e WHITESIDES, 2008; MARTINEZ et al., 2008a; MARTINEZ, PHILLIPS e

WHITESIDES, 2008b; MARTINEZ et al., 2008c; CARRILHO et al., 2009b;

DUNGCHAI, CHAILAPAKUL e HENRY, 2010; KLASNER et al., 2010;

MARTINEZ et al., 2010). Recentemente, Pollock e colaboradores

(POLLOCK et al., 2012) demonstraram o uso dos chips em papel para

aplicacdo no monitoramento e diagndsticos das func¢des hepaticas, utilizando
um scanner como detector colorimétrico.
Nos microchips a base de papel, o fluxo de solucdo € denominado

fluxo lateral (PELTON, 2009). Nesse transporte acontece o movimento do

fluido através do canal devido a forca capilar. Isso acontece dada a estrutura
porosa do papel, que é constituido, basicamente, de celulose. A estrutura do
papel permite a realizagdo de um pré-tratamento da amostra ou uma
separacdo, pois particulas de tamanhos maiores ficam aprisionadas na
matriz porosa. Esta caracteristica, por exemplo, permitiu que Sangjaroen e

colaboradores (SONGJAROEN et al., 2013) desenvolvessem um trabalho

em que pbde ser feita a remocgao das hemacias, de uma amostra de sangue,
atraves dos poros da matriz celulésica do papel, por diferenca de tamanho.

Outra vantagem atribuida a esta plataforma € o aumento da area superficial,
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de modo que a solucdo pode ser exposta a uma série consecutiva de sitios

ativos ao longo do canal (PELTON, 2009). Um exemplo de produto

comercial que utiliza o fluxo lateral para o transporte de fluidos sdo os kits
para teste de gravidez.

Assim como nas plataformas em papel, o transporte capilar utilizado
nos DPTs se mostrou bastante eficaz na conducédo do fluido através do
microcanal. O transporte capilar depende, basicamente, da geometria do
canal e da tensdo superficial da solu¢cdo. Quando comparado com outras
modalidades de transporte microfluidico, o transporte capilar acrescenta

vantagens devido a sua simplicidade instrumental.

1.4. Transporte microfluidico

Existem muitas maneiras de manusear o fluido através dos canais
microfluidicos. As modalidades mais conhecidas incluem o uso das forcas
eletrocinéticas, hidrodinAmicas e capilares.

No transporte hidrodinamico, o fluido em um reservatorio sofre a acao
de uma pressédo que o impulsiona através do microcanal. Essa pressao pode
ser gerada através de bombas de vacuo, bombas seringas, ou simplesmente
criando um desnivel entre o reservatorio de adicdo de amostra e os demais

reservatoérios (SAITO, COLTRO e DE JESUS, 2012).

O transporte eletrocinético ocorre apos se aplicar uma diferenca de

potencial (ddp) na solucdo eletrolitica dentro do microcanal (KARLINSEY,

2012). Uma fonte de alta tensdo é utilizada para aplicar a ddp, seja por
imersdo das extremidades do capilar de vidro na solucdo eletrolitica (como
em eletroforese capilar) ou através de um arranjo de eletrodos colocados
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nos reservatorios contendo a solucdo (como na eletroforese em chips de
poliéster-toner).

O transporte capilar, dentre os meios de transporte microfluidicos
citados anteriormente, oferece uma grande vantagem, uma vez que
dispensa o uso de fontes externas, como bombas e fontes de alta tenséo,

por exemplo, para conduzir o fluido através do canal (JUNCKER et al., 2002;

ZIMMERMANN et al., 2007; GERVAIS e DELAMARCHE, 2009; YANG et al.,

2011; HITZBLECK et al., 2012). Neste transporte as dimensdes do

microcanal influenciam majoritariamente a velocidade do fluido.

1.4.1. Forgas eletrocinéticas
O transporte eletrocinético consiste ha movimentagédo de uma solucao
eletrolitica através de um canal microfluidico, quando aplicado uma diferenca

de potencial (ddp). O movimento dos eletrélitos da solucdo devido a ddp é

conhecido com fluxo eletrosmatico (FEO) (KARLINSEY, 2012).

Em vidro, por exemplo, o FEO é formado ap0s se aplicar uma ddp na
solucédo tampdao, promovendo a ionizacdo dos grupos silandis da superficie
do canal que atraem os cétions da solucdo eletrolitica formando uma
camada positiva ao longo do canal, chamada de camada fixa. Apoés, é
observada a formacdo de outra camada de cations que é chamada de
camada movel. Através da aplicacdo da ddp a camada movel é transportada
em direcdo ao catodo (ou anodo, a depender do pH da solugéo eletrolitica)
e, Como as espécies positivas estdo solvatadas, carregam toda a solucéo

tampao, gerando o FEO (BAKER, 1995; BABAIE, SAIDI e SADEGHI, 2012).




O uso do transporte eletrocinético do fluido € aplicado em separacdes
eletroforéticas. A instrumentacdo envolve uma fonte de alta tensdo, para
aplicar a ddp, e um arranjo de eletrodos que fica em contato com a solucéo
eletrolitica dentro dos reservatorios. Porém, seu uso pode ser desvantajoso,
uma vez que € necessario uma fonte de alta tensdo, o que pode néo ser
financeiramente viavel. Outra desvantagem € a necessidade em se fazer
uma otimizacado dos parametros para aplicacdo da ddp (potencial de injecao
e separacdo), no caso de separacOes eletroforéticas, para que esse
transporte seja adequado ao tipo de amostra. Essa etapa demanda tempo, o
gue torna essa técnica desvantajosa quando comparada ao transporte

capilar.

1.4.2. Forgas hidrodinamicas

No transporte hidrodindmico, uma pressédo é aplicada em uma das
extremidades do canal microfluidico, promovendo o deslocamento do fluido
através do canal. Este tipo de transporte fluidico pode ser utilizado em
plataformas miniaturizadas visando aplicacbes em  separacfes

eletroforéticas (KARLINSEY, 2012; SAITO, COLTRO e DE JESUS, 2012) e

cromatograficas (QUIRINO e ARANAS, 2012).

O modo mais simples para realizar o bombeamento hidrodinamico é
promover um desnivel entre os reservatorios ao longo do canal. Esse modo
consiste em fazer com que um reservatdrio fique mais elevado que os
demais reservatérios, de modo que a pressdo devido ao desnivel,

impulsione a solucéo através do canal (KARLINSEY, 2012; SAITO, COLTRO

e DE JESUS, 2012).

10



Outros dois tipos de transporte hidrodinamico utilizados consiste na
aplicacdo de uma presséao positiva (PP) ou uma presséo negativa (PN) no
reservatorio de amostra. Na PP, é aplicada uma pressdo empurrando a
solucdo para o interior do canal. Bombas seringas e membranas sao
comumente utilizadas para conduzir esse bombeamento. Para a PN é
aplicada uma forca de succédo, ou vacuo, em um reservatorio. Bombas
seringas também sado utilizadas para realizar esse bombeamento

(KARLINSEY, 2012; SAITO, COLTRO e DE JESUS, 2012).

Quando comparado com o transporte via forca capilar, o
bombeamento hidrodinamico apresenta algumas desvantagens, como a
utilizacdo de instrumentacao sofisticada e a dificuldade em se controlar o

bombeamento da solucdo (SAITO, COLTRO e DE JESUS, 2012). A

dificuldade na miniaturizacdo das bombas e problemas com vazamentos sao

outras desvantagens observadas no uso do bombeamento hidrodinamico.

1.4.3. Forgas Capilares

No transporte capilar o fluxo através do canal € espontaneo e
depende, basicamente, da superficie e geometria do canal e da tenséo

superficial do liquido (JUNCKER et al., 2002). Este transporte é muito

utilizado em plataformas de papel, por exemplo, pois a celulose forma uma
matriz porosa que favorece o fluxo capilar. Ao utilizar a forga capilar para
induzir o fluxo através do canal, ndo ha a necessidade de se aplicar for¢as
externas (como fontes de alta tensdo e bombas), sendo essa a principal

vantagem no uso da forga capilar.
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Todavia, o controle da velocidade do fluido através do canal, € a
maior desvantagem desse método. Uma vez que essa velocidade é regida
pelas dimensdes do canal microfluidico. De modo que, para alterar a
velocidade é necessaria fazer a mudanca nas dimensdes do canal (largura,
profundidade ou comprimento).

Nos DPTs os canais microfluidicos ndo possuem uma matriz porosa
como observado no dispositivos de papel. Com isso, é observado uma
reducao significativa na retencédo de amostra através do canal e um aumento

na velocidade do fluxo dentro do canal (TIAN et al., 2010). Outra vantagem

apresentada € a maior eficiéncia na conducdo da amostra devido a menor
superficie de contato. Além dos fenbmenos capilares, ainda existe a acédo da
pressdo hidrostatica que contribui para o movimento do fluido através do
canal. A pressao hidrostatica € definida pela pressdo exercida pela massa

de ar na superficie do liquido.

1.5. Analise colorimétrica

A deteccdo colorimétrica consiste em identificar ou quantificar
produtos que, apdés uma ou varias sequéncias de reac¢des, desenvolvam
coloragédo que possa ser observada (Fig. 1). Um exemplo desse processo é

a reagdo enzimatica em bioensaios (MAATTANEM et al., 2011; DE SOUZA,

ALVES e COLTRO, 2012) ou uma reagao de oxi-reducdo (ZARGAR e

HATAMIE, 2013).
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(B)

Figura 1. Micrografias Opticas demonstrando o desenvolvimento de cor
para bioensaio de (A) colesterol, (B) glicose, (C) proteinas totais e (D)
triglicerideos.

Para realizar a deteccéo colorimétrica de determinado analito é feito a
captura da cor desenvolvida para o bioensaio. A intensidade de cor
correlaciona-se diretamente com a concentracdo do produto formado na
reacdo. Com o auxilio de um programa grafico, é possivel construir uma
curva de correlacdo entre a concentracdo e a intensidade de cor

(MARTINEZ et al., 2008a).

O uso de equipamentos comerciais como cameras digitais e de
celulares, microscopios Opticos portateis, scanner de mesa ou bancada para

fazer a deteccdo colorimétrica tem crescido bastante (SHEN, HAGEN e

PAPAUTSKY, 2012). Esses equipamentos possuem vantagens como:

facilidade no manuseio, prego acessivel (R$ 200,00 a R$ 1.000,00) além de
serem equipamentos robustos, facilmente transportados e de manutencao
reduzida. Outra grande vantagem é que estes equipamentos funcionam a
bateria e podem ser conectados a um laptop via conexdo USB (Universal
Serial Bus), tanto para fazer o envio das imagens para analise quanto para
carregar a bateria. Outro fator atrativo é que a transmissédo dos dados pode
ocorrer via Bluetooth, e-mail ou mensagens multimidia (MMS, Multimidia

Messaging Service). A associacdo das vantagens da deteccéo colorimétrica
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com os DPTs estimula a utilizacdo dessa ferramenta instrumental para
conduzir analises em areas remotas.
Trabalhos reportados na literatura utilizam estes dispositivos

alternativos como detectores (GODINHO et al.,, 2008: IQOBAL e

BJORKLUND, 2011; LEE, et al., 2011; MAATTANEN et al., 2011; WANG et

al., 2011; SHEN, HAGEN e PAPAUTSKY, 2012). Estes trabalhos vém

demonstrando bons resultados e comprovando as vantagens no uso destes

eguipamentos comerciais para realizar a deteccéo colorimétrica.

1.6. Diagnosticos clinicos

O diagnostico clinico € muito importante e fornece informacgdes do
estado geral de satde de um paciente. E uma ferramenta muito utilizada na
investigacdo, prevencao, controle e acompanhamento do tratamento de
algumas doencas. Basicamente, os diagndsticos clinicos sdo realizados em
laboratorios e utilizam fluidos bioldégicos como plasma sanguineo e urina.

Muitas técnicas analiticas séo utilizadas para conduzir esses
bioensaios como espectrofotometria (UV/Vis), eletroforese capilar e em gel
de agarose, precipitacbes com polianions, cromatografia (em coluna, de

troca idnica, por afinidade), entre outras (MCPHERSON, PINCUS 2011).

Esses equipamentos possuem um custo elevado (> R$ 5.000,00) e
necessitam de méo-de-obra especializada para seu manuseio.

Todavia, apos o desenvolvimento dos dispositivos produzidos em
plataformas descartaveis (papel e PT), alguns diagndésticos clinicos mais

comuns ja sao conduzidos de uma maneira mais simplificada, rapida, com
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reducdo de volumes de reagentes e reducdo no custo total da analise

(KLASNER et al., 2010; MARTINEZ et al., 2008a; DE SOUZA et al., 2012).

A sequir, estdo apresentados quatro bioensaios comumente
realizados em laboratorios de analises clinicas, que foram avaliados nas
plataformas desenvolvidas neste trabalho, sendo eles proteinas totais,

glicose, colesterol e triglicerideos.

1.6.1. Proteinas totais

As proteinas sdo estruturas que possuem uma massa molecular
elevada (> 5 kDa) e consistem de cadeias continuas de atomos de carbono

e nitrogénio, unidos por ligacdes peptidicas (MCPHERSON e PINCUS,

2011). As cadeias proteicas sao constituidas de 20 aminoacidos diferentes
reunidos em combinacfes praticamente infinitas, possibilitando a formacao
de milhdes de estruturas diversas. As proteinas sao classificadas e divididas
em seis grandes grupos; transportadoras, de armazenamento, contrateis,
estruturais, de defesa e reguladoras. Existem ainda proteinas de dificil
classificacdo que pertencem a um grupo nao-identificado.

A triagem de uma proteina especifica no plasma sanguineo € muito
importante, uma vez que alteracdes em sua concentracdo podem evidenciar
algumas doencas relacionadas com o funcionamento de alguns oOrgéaos,
como os rins e o figado. Dois diagnosticos para proteinas podem ser
realizados: um para proteinas totais e outro para proteinas especificas (teste
para albumina, por exemplo). O teste para proteinas especificas fornece
maior quantidade de informacdes do estado de saude do paciente, enquanto
o teste de proteinas totais fornece informacdes clinicas do estado geral do
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paciente, podendo ser um pré-diagnostico rapido na prevencdo de doencas
gue causam complicacdes no funcionamento do rim.

O diagnostico das proteinas totais pode evidenciar a
hiperproteinemia (onde ocorre 0 aumento de todas as fracGes proteicas na
mesma propor¢cdo) e a hipoproteinemia (neste caso observa-se o
decréscimo na concentracdo de proteinas no soro, levando a suspeita de
disfuncédo renal, uma vez que as concentracdes de proteinas na urina
aumentam consideravelmente). Neste segundo caso (disfuncdo conhecida
com albumindria) € necessario realizar um teste complementar, que detecta

a presenca de proteinas na urina (MCPHERSON e PINCUS, 2011).

1.6.2. Glicose

A Diabetes Melito € uma doenca crénica e pode ser caracterizada
pela deficiéncia de producdo de insulina pelo pancreas ou quando o corpo
nao consegue utilizar de maneira eficaz a insulina produzida. De acordo com
a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) existem hoje, no mundo, 347

milhdes de pessoas com diabetes (WHO, 2012). A Diabetes é uma

enfermidade que ataca todas as nacdes, tanto desenvolvidas como em
desenvolvimento. O exame comum, realizado na suspeita de diabetes ou
para exames de rotina, € a determinacdo dos niveis de agucar (glicose) no
sangue ou urina.

Existem dois tipos de diabetes, Tipo 1 e Tipo 2 (DT1 e DT2), sendo
que a DT2 é mais comumente diagnosticada. Na DT1 ocorre uma destruicdo
auto-imune de células B produtoras de insulina nas ilhotas pancreaticas,

produzindo uma deficiéncia absoluta na produgéo de insulina (MCPHERSON
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e PINCUS, 2011). Este tipo de diabetes ndo possui uma causa conhecida,

todavia acredita-se que seu aparecimento esta relacionado, em parte, com a
suscetibilidade genética.

Assim como a DT1, a DT2 também possui causa desconhecida, mas
alguns fatores como obesidade, sedentarismo, historico familiar, idade
avancada, etnia (negros, latinos, norte-americanos nativos, asiaticos e
insulanos do pacifico), entre outros podem induzir ao desenvolvimento da
doenca. A maioria das pessoas com DT2 podem ser efetivamente tratadas
com dieta, atividades fisicas regulares e agentes hipoglicemiantes orais.
Todavia, alguns casos ainda necessitam de terapia utilizando insulina

(MCPHERSON e PINCUS, 2011).

1.6.3. Colesterol

Os lipidios sao estruturas de origem biologica e sdo insolaveis em
agua. Desempenham papel importante nas diversas funcdes do corpo. Os
lipidios atuam como hormdnios ou precursores hormonais, na reserva
energética, componentes estruturais e funcionais das biomembranas,

isolantes na conducdo nervosa e previnem a perda de calor (MCPHERSON

e PINCUS, 2011). Os lipidios que devem ter niveis de concentragdes

controlados e diagnosticados sdo os acidos graxos, os triglicerideos, os
fosfoglicerideos e o colesterol livre e esterificado. Estes lipidios séo
encontrados no plasma sanguineo e possuem maior importancia clinica e
fisiologica.

Para diagnosticar dislipidemias é feito um teste para determinar os

niveis de colesterol total e suas fragbes no plasma sanguineo. Os
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diagnésticos comumente realizados nos laboratorios de analises clinicas séao
para dosagem de Colesterol Total (CT), e suas fracdes: Triglicerideos (TG),
Colesterol HDL (lipoproteinas de densidade alta) e Colesterol LDL
(lipoproteinas de densidade baixa).

No teste para colesterol total é considerada, no plasma, toda a fracao
de colesterol, onde sédo incluidos triglicerideos e colesterol HDL e LDL. A
fracdo LDL atua transportando colesterol do figado para os tecidos. E
interessante ter um controle de sua concentracdo no plasma sanguineo, pois
em grandes quantidades pode aumentar o risco do desenvolvimento de
doencas cardiovasculares (DCV) como acidente vascular cerebral (AVC),
trombose venosa e embolia pulmonar, por exemplo. Por outro lado, a fracédo
HDL desempenha um papel importante no organismo, uma vez que ela
transporta o colesterol dos tecidos para o figado onde é catabolizado e
eliminado, em um processo denominado transporte reverso de colesterol.
Foi observado que individuos com prevaléncia de DCV apresentavam
concentracbes menores de HDL, quando comparado com individuos
normais. Os triglicerideos ou triacilglicerdis sdo estruturas sintetizadas no

figado e intestino e sdo as formas mais importantes de armazenamento e

transporte de acidos graxos (MCPHERSON e PINCUS, 2011).

O teste para CT, incluindo suas fracdes, é muito importante na
avaliacao do risco de DCV, que é a maior causadora de mortes no mundo.
Dados da OMS (atualizados em Setembro de 2012) mostram que em 2008,
30% do total de mortes registradas em todo mundo foram causadas por

doencas cardiovasculares (WHO, 2012).
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1.6.4. Triglicerideos

Como comentado no item 1.6.3, os triglicerideos sdo uma fracdo do
colesterol total e seu diagnoéstico é muito importante. Os triglicerideos séo
sintetizados pelo figado e intestino. Sua funcéo principal € armazenamento e

transporte de acidos graxos (MCPHERSON e PINCUS, 2011).

A alimentacéo € a principal fonte de ingestédo de triglicerideos. Cerca
de 90% das gorduras ingeridas em uma dieta sao triglicerideos formados por
acidos graxos. Por esse motivo deve-se fazer um controle rigoroso da
ingestao de lipidios, pois todo excesso ingerido e ndo consumido pelo corpo
€ transformado em triglicerideos que sdo armazenados nas células de
gordura, preferencialmente na regido abdominal.

No plasma sanguineo é aceitavel concentracdes de triglicerideos até
150 mg/dL. Acima dessa concentracao o risco de desenvolver DVCs é muito
alto. O tratamento para controlar os niveis de triglicerideos envolve mudanca
nos habitos alimentares evitando ingestdo de gorduras, bebidas alcodlicas e
acucares. O exercicio aerdbico também € indicado e em casos que a
concentracdo esteja muito elevada, acima de 200 mg/dL, é fortemente

recomendado o uso de medicamentos.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi o desenvolvimento de uma
plataforma microfluidica descartavel e minimamente instrumentada para

conduzir diagnaosticos clinicos com deteccao colorimétrica.

2.2. Objetivos Especificos

> Avaliar o uso de uma camera de celular, uma camera digital
convencional, um microscopio 6ptico e 0 modo scanner de uma impressora
funcional como detectores colorimétricos.

> Comparar o desempenho analitico do scanner com o de um
espectrofotdbmetro utilizando o ensaio para determinacdo de Fe?*, com o
método da 1,10-fenantrolina.

> Conduzir um estudo do tempo de meia-vida dos DPTs em trés
temperaturas diferentes, para o ensaio de glicose, com e sem a adicdo de
um estabilizante enzimético.

> Realizar um ensaio simultdneo com uma mistura padrdo de
glicose, colesterol, proteinas totais e triglicerideos.

> Simular um ensaio simultaneo para detectar glicose, colesterol

e proteinas totais em uma amostra artificial de soro humano.
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3. Procedimento Experimental

3.1. Materiais e reagentes

Sulfato de amonio e ferro, 1,10-fenantrolina, acetato de sodio e
hidroxilamina, celulose em po, glicose oxidase (181 U/mg), D-glicose,
horseradish peroxidase (73 U/mg), iodeto de potassio, azul de metileno,
corante azul brilhante G, fosfato de so0dio monobasico, fosfato de sodio
dibasico, acido latico, acido citrico, bicarbonato de sodio, ureia, cloreto de
calcio, cloreto de sdédio, sulfato de magnésio, sulfato de sodio, fosfato de
potassio monobasico, fosfato de potassio dibasico, cloreto de amoénia e
acido cloridrico foram adquiridos da Sigma Aldrich Co. (Saint Louis, MO,
USA). Amostras artificiais de soro humano, padrdes de proteinas totais (40,0
mg/mL), colesterol (2,0 mg/mL), triglicerideos (2,0 mg/mL) e os reagentes de
cor para o ensaio de colesterol e triglicerideos foram obtidos da empresa
Doles® Reagentes (Goiania, GO, Brasil). As folhas de poliéster (tamanho A4,
modelo CG 3300) e o cartucho de toner (modelo CB435A) foram adquiridos
da 3M (S&o Paulo, SP, Brasil) e Hewlett Packard (Palo Alto, CA, USA),

respectivamente.

3.2. Preparo das solucdes

Para avaliagdo do desempenho analitico da camera digital, cAmera de
celular, microscopio 6ptico e scanner foi utilizada uma solugdo do corante
azul de metileno. Uma solugdo estoque de 100 mg/mL foi previamente

preparada.
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Na determinacdo de Fe?* em medicamentos foram preparadas
solucBes estoque de ferro, hidroxilamina e acetato de sédio, com 100 mg/mL
cada e uma solucdo de 1,10-fenantrolina 1,0 mg/mL. A partir da solucéo
estoque de ferro foram preparadas solu¢cdes com concentracao entre 1,0 e
5,0 mg/mL, utilizadas para construir a curva de calibracao.

Para realizar os ensaios de determinacdo de glicose preparou-se
duas solugbes distintas. Uma contendo iodeto de potassio 0,6 mol/lL e
trealose 0,3 mol/L, e a segunda contendo glicose oxidase e horseradish
peroxidase a 1 mg/mL, ambas preparadas em tampéao fosfato 100 mmol/L,
pH 6,0.

Para o ensaio de proteinas totais preparou-se uma solucéo do corante
Azul Brilhante G na concentracéo de 10 mmol/L.

No ensaio de colesterol foi utilizado reagente de cor comercial (Doles®
Reagentes) contendo tampdo Piperazina-1,4-bis(acido 2-etenosulfénico)
(PIPES) 35 mmol/L (pH 7,0), 4-aminoantipirina 0,5 mmol/L, colesterol
esterase (300 U), colesterol oxidase (204 U) e peroxidase (828 U).

Para o ensaio de triglicerideos foi utilizado reagente de cor comercial
(Doles® Reagente) contendo solugédo tampdo PIPES 50 mmol/L (pH 7,5), 4-
clorofenol 6 mmol/L, cloreto de magnésio 5 mmol/L, 4-aminoantipirina 0,75
mmol/L, ATP 0,9 mmol/L, Lipase (22200 U), glicerol quinase (225 U),
glicerol-3-fosfato oxidase (=267U) peroxidase (=13,8U).

O padrao de glicose foi preparado na concentracao de 200 mmol/L e,
posteriormente, diluido em 100 mL de agua ultrapura.

A urina artificial foi prepara como relatado por Martinez e

colaboradores (MARTINEZ et al., 2008a). A urina artificial foi preparada com
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uma mistura de &acido latico 1,0 mmol/L, &cido citrico 2,0 mmoliL,
bicarbonato de sodio 25 mmol/L, ureia 170 mmol/L, cloreto de calcio 2,5
mmol/L, cloreto de so6dio 90 mmol/L, sulfato de magnésio 2 mmol/L, sulfato
de sodio 10 mmol/L, fosfato de potassio dibasico 7 mmol/L, fosfato de
potassio monobasico 7 mmol/L e cloreto de amdnio 25 mmol/L, misturados e
agua ultrapura. O pH da solucéo foi ajustado para 6,0 com uma solucéo de

acido cloridrico 1,0 mol/L.

3.3. Fabricacéo dos dispositivos microfluidicos

Os DPTs foram fabricados utilizando o método da impressao direta,

proposto por Do Lago e colaboradores (DO LAGO et al., 2003). A

configuracdo prévia do dispositivo foi projetada em um programa grafico
(Corel Draw v. 13.0) e impressa sobre uma folha de transparéncia (3M)
utiizando uma impressora a laser (modelo LaserJet 1102w, Hewlett
Packard) com resolucdo de 1200 dpi (dots per inch) e equipada com
cartucho modelo CE285A. No presente trabalho, trés configuracdes de
dispositivos foram estudadas. A primeira consistiu de um arranjo de nove
zonas (ou zonas de deteccdo) impressas diretamente sobre uma folha de
transparéncia (Geracédo I). A segunda configuracdo foi composta de quatro
zonas de deteccao interconectadas com canais microfluidicos a uma zona
central para adicdo e distribuicdo da amostra (Geragao Il). A terceira
configuracdo é composta de 8 zonas de deteccdo também interconectadas
com canais microfluidicos a uma zona central de adicdo da amostra

(Geracao Ill).
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3.3.1. Zonas Impressas — Geracao |

Estes dispositivos foram produzidos para fazer a avaliacdo do
desempenho analitico dos dispositivos comerciais. A Figura 2 mostra o
formato destes DPTs que possuem 9 zonas de detec¢cdo com diametro de 6

mm. O dispositivo final possui dimenséao de 30 x 30 mm.

30 mm

30 mm

Figura 2. Representacdo da configuracdo do DPT-Geracdo | com nove
zonas de deteccédo impressas.

3.3.2. Dispositivo microfluidico integrado — Geracéo |1

A Figura 3-A apresenta um esquema de fabricagcdo do dispositivo
microfluidico em trés dimensbes (3D). Para construir estes DPTs, trés
camadas de transparéncia (filme de poliéster) foram alinhadas. A primeira
camada possui a folha de poliéster com a impressao do layout do dispositivo
impresso (i). Essa camada, antes de ser laminada, passa por um processo
de perfuragéo das zonas de detecgédo e da zona de adicdo da amostra. A

camada intermediaria (i) consiste em uma folha de poliéster, na qual foi
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cortado, com auxilio de uma maquina de corte a laser, 0 mesmo layout do
dispositivo. A terceira camada (iii) consiste de uma imagem especular da
primeira camada.

(A) imagem em 3D (B) secao transversal

imagem especular perfurada
N

I ——

poliéster cortado

B | | #

toner

%60 —

P
00
< F_q —
\.\'e’v\'e DISpOSltIVO Impresso

(C) Dispositivo

controle

glicose

proteinas

Figura 3. Representacdo do processo de fabricacdo dos dispositivos
microfluidicos integrados em (A) 3D e (B) secao transversal. Em (C), é
representado o DPT (Geracéo-ll) pronto, exemplificando seu uso para
conduzir os bioensaios.

Apos o alinhamento das trés camadas (Fig. 3-B), o dispositivo foi
selado termicamente, a temperatura de 150 °C, em uma plastificadora de
documentos com velocidade de 60 cm/min. A configuracdo do dispositivo
utilizado (35 mm x 35 mm) possui quatro zonas de deteccéo interconectadas
por canais microfluidicos a um reservatério central, onde ocorre a introducao
da amostra (Fig. 3-C). O dispositivo resultante foi projetado com canais

microfluidicos de 100 um de profundidade, 1 mm de largura e 10 mm de
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comprimento. O didmetro das zonas de deteccéo e adicdo de amostra foram
de 5 mm de diametro.

Nas zonas de deteccdo dos DPTs (Geracédo Il) adicionou-se uma
pasta de celulose feita em agua, na proporcao de 1:4 (m/v). A adicdo da
pasta de celulose foi feita com auxilio de uma micropipeta. Em cada zona de
deteccdo foram adicionadas cerca de 10 pyL da pasta de celulose. Apds a
adicao, o dispositivo foi mantido a temperatura ambiente durante 30 min até

a secagem da celulose.

3.3.3. Dispositivo microfluidico integrado — Geragéo 111

Este dispositivo foi construido para realizar o teste de repetibilidade
com o ensaio de glicose e para conduzir o ensaio de recuperacdo. O
processo de fabricacdo desse dispositivo é idéntico ao dos DPTs Geracéao Il.
A mudanga ocorre somente na configuragdo do dispositivo (Fig. 4).
Esses DPTs, Geracédo Ill, possuem oito zonas de deteccdo conectadas a

uma zona de adi¢cado de amostra.

Geragao lll

Figura 4. Imagem da terceira geracéo dos dispositivos microfluidicos.
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3.4. Deteccdo colorimétrica

Quatro equipamentos eletrénicos foram avaliados na realizacdo dos
ensaios colorimétricos. Os dispositivos eletronicos utilizados foram (Fig. 5-A)
uma camera de celular (modelo Nokia N95) com 5,0 MP de resolucéo, (Fig.
5-B) o0 modo scanner de uma impressora Deskjet multifuncional (modelo
F4280, Hewlett Packard), (Fig. 5-C) uma camera digital (modelo Sony Cyber-
shot) com 7,2 MP de resolucéo e (Fig. 5-D) um microscoépio Optico portatil
(iluminado com oito LEDs brancos) equipado com camera digital de 1,3 MP
(megapixel). A resolucdo de captura das imagens para 0 microscopio,
scanner e camera de celular foi igual a 300 dpi. A camera digital capturou

imagens com 72 dpi de resolucéo.

Figura 5. Equipamentos comerciais avaliados para conduzir a detec¢éo
colorimétrica.

Para a obtencdo das informacdes colorimétricas, todos o0s
equipamentos eletrdnicos (exceto o scanner) foram posicionados a 10 cm de

distancia da parte superior dos DPTs. Esta posicdo se mostrou mais pratica
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para fazer a aquisicdo das imagens, facilitando a adicdo da amostra nas
zonas sem que houvesse mudanca na posi¢cao do detector e possibilitando o
melhor controle da iluminacéo focalizada nas zonas de deteccéo. Para cada
concentracdo, a resposta analitica foi avaliada em funcé&o do valor médio da
intensidade de cor obtido das nove zonas de deteccdo dos DPTs Geracéo |.
As leituras em todas as 9 zonas foram feitas simultaneamente.

As imagens capturadas pelos diferentes dispositivos eletrénicos foram
convertidas para a escala de cores CMYK (Cyan, Magenta, Yellow e Key) 32
bits e analisadas no programa grafico Corel Photo-Paint®. A correlacdo da
intensidade de cor com a concentracdo analitica foi avaliada a partir do uso
da ferramenta histograma, disponivel no programa grafico, a qual realiza
uma andlise estatistica da intensidade de pixels. As imagens foram
analisadas a partir da definicdo de uma mascara padrdo do programa grafico

de modo a gerar um histograma de uma é&rea fixa (Fig. 6).

Range Individual
Start: 0 End: 255 Level: 139

Mean: | 106.64| Std.Dev.:| 18.25 Pixels: 122

dian: 109 Percent: | 100.00 Clipping
Pixels: 57268

Figura 6. Exemplo da zona de detec¢do selecionada com a mascara e do
histograma gerado em funcédo da area selecionada.
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4. Resultados e discussao
4.1, Comparacdo dos equipamentos eletronicos para deteccdo

colorimétrica

O wuso de equipamentos eletrbnicos para conduzir ensaios
colorimétricos adicionam algumas vantagens aos DPTs, incluindo facilidade
Nno manuseio e baixo custo para aquisicao de equipamentos (R$ 200,00 — R$
1.000,00). Além disso, esses equipamentos podem ser facilmente
encontrados em qualquer loja de comércio de eletrbnicos. Outra grande
vantagem € que, assim como os DPTs, estes equipamentos podem ser
facilmente transportados para uso andlises em campo, pois funcionam a
bateria e podem também ser alimentados via conexdo USB ou tomadas de
12 V (encontrados em veiculos automotivos, por exemplo). Devido aos
avancos tecnoldgicos na telefonia mével, a cdmera de celular é, dentre os
dispositivos avaliados, o sistema mais comercializado.

O desempenho analitico desses dispositivos comerciais foi avaliado
com uma solucdo de azul de metileno nos DPTs Geracdo |. Para estes
ensaios preparou-se solucdes do corante azul de metileno com
concentracéo variando de 10 a 55 mg/mL, utilizando um volume de 30 pL
por zona de deteccdo. As curvas analiticas obtidas para os quatro

equipamentos eletrdnicos estao apresentadas na Figura 7.
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Figura 7. Curvas analiticas para cada dispositivo avaliado. As equacdes
obtidas da regressao linear de cada curva sao:
Ymicroscopio = 1,656 + 2,078%[corante]; Ycamera digitat = -0,462 + 0,609%[corante];
Ycamera celular = 1,889 + 1,558x%[corante]; Yscanner = -1,645 + 1,699%[corante].

A partir de cada curva de calibragéo foram encontrados os valores de
LD e sensibilidade analitica. Todos os resultados obtidos estdo sumarizados
na Tabela 1. A sensibilidade analitica foi obtida a partir do coeficiente linear
da curva de calibragcdo. O LD foi calculado pela razdo entre o valor
correspondente a trés vezes o desvio padrdo (3xDP) do branco e o
coeficiente angular (b) da curva analitica (LD = 3xDP/b). O LD, em massa,

foi calculado considerando um volume de 30 pL, referente a aliquota de

solugéo adicionada na zona de detecgéo.
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Tabela 1. Parametros obtidos para os quatros equipamentos eletronicos.

Equipamentos Resolucdes LD Sensibilidade
comerciais (dpi) (mg/mL) (nmol/zona) (U.R./mg mL™)
Microscopio 300 5,3 424 2,1

Scanner 300 6,5 520 0,6
Celular 300 7,2 580 1,6
Cam. Digital 72 9,4 751 1,7

A partir dos dados apresentados na Tabela 1 é possivel observar que
0 microscopio oOptico apresentou maior sensibilidade analitica. Por outro
lado, esse mesmo dispositivo juntamente com a camera digital apresentaram
0s maiores valores de desvio padréo relativo (DPR) variando de 5 a 13%,
em leituras realizadas em triplicatas. Essas triplicatas foram realizadas
conduzindo trés leituras consecutivas de um mesmo DPT, contendo o
corante azul de metileno. Apesar desses resultados, observou-se que todos
0s sistemas eletrdnicos estudados possuem capacidade para serem
empregados como detectores colorimétricos.

No momento da captura das imagens, dois grandes interferentes sao
observados, sendo eles luz externa (ou luz do ambiente) e o foco. Quando
se utiliza o microscopio optico, a camera digital e a camera de celular o
efeito da incidéncia da luz fica mais acentuado. Isso acontece porque, entre
o DPT e o equipamento eletrbnico, existe uma distancia de 10 cm. Logo, a
luz ambiente incide sobre a amostra no DPT por todos os lados, de modo
que a incidéncia da luz na zona de deteccdo pode ocorrer de maneiras
diferentes, mudando as tonalidades das cores desenvolvidas nas reacoes, e
aumentando consideravelmente o desvio nas leituras das amostras. Esse
problema pode ser resolvido criando uma camara, feita de material

translicido, para saturar a luz que incide na amostra.
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A funcdo foco, encontrada na camera digital e de celular, também
contribui negativamente na aquisicdo das imagens, uma vez que muitos
desses equipamentos possuem a funcdo auto-foco. Essa funcdo ajusta as
condi¢cbes da captura de imagem automaticamente a cada imagem obtida.
Isso é um problema, pois em alguns dispositivos essa funcdo ndo pode ser
desativada.

Nos resultados encontrados utilizando o scanner, observou-se que 0
DPR das intensidades de cor desenvolvidas nas zonas de deteccao ficou
abaixo de 4%, entre as nove zonas do dispositivo Geracado |. Esse menor
DPR encontrado € justificado pelo modo de leitura do scanner. Este
eguipamento possui uma tampa que permite o bloqueio da incidéncia de luz
externa sobre o dispositivo analitico. Além disso, a luz necessaria para
captura da imagem é fornecida pelo detector CCD do scanner. Frente a essa
facilidade, o scanner foi escolhido para conduzir os bioensaios
colorimétricos. Todavia, foi conduzido um estudo para entender o

comportamento do sistema de deteccao desse equipamento.

4.2. Deteccdo colorimétrica utilizando o scanner

4.2.1. Sistema de deteccdo CCD

O scanner utiliza um detector do tipo Charge-Coupled Device (CCD)
em que a superficie deste detector é constituida basicamente de silicio, onde
a imagem é capturada, baseando-se no principio fotoelétrico. A luz que
incide na superficie do sensor produz cargas elétricas que passam por um
sistema de amplificacdo e converséo do sinal analégico em digital, formando

a imagem (PETERSON, 2001).
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A fim de avaliar o desempenho deste detector alguns testes foram
realizados utilizando o modo scanner de uma impressora multifuncional (HP
Deskjet F4280). Um primeiro estudo foi feito para avaliar o comportamento
das informacbes colorimétricas ao longo de varias leituras. Um DPT
(Geracéo I) foi fixado no centro do scanner, preenchido com solugéo de azul
de metileno e submetido a 50 leituras consecutivas (resolucdo de 300 dpi),
sendo que o intervalo entre as medidas foi de aproximadamente 3 segundos,
tempo necessario para o CCD voltar ao ponto inicial para proceder a
proxima leitura. O modo de cor utilizado para obter as informacdes
colorimétricas foi o CMYK. A Figura 8 apresenta os valores de intensidade

de pixels para as leituras realizadas.
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Figura 8. Informacgdes colorimétricas durante 50 leituras consecutivas. Cada
ponto representa duas leituras consecutivas do detector.

Foi observado que as duas primeiras leituras apresentaram valores
diferentes das demais. Isso foi observado em outros experimentos ao longo
dos varios testes realizados com o scanner. I1sso sugere que o leitor CCD do

scanner passa por uma estabilizacdo nas primeiras leituras realizadas. Essa
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variacdo observada foi de apenas uma unidade. Todavia, é ideal que sejam
descartadas as trés primeiras leituras para certificar a estabilidade na
captura das imagens e, consequentemente, evitar desvios indesejaveis nas
intensidades de cor em um ensaio, por exemplo.

Outro estudo foi realizado para saber o quanto as informacdes
colorimétricas eram afetadas pelo uso de diferentes resolu¢cées. O modo
scanner da impressora multifuncional utilizada permite digitalizar imagens
com resoluc¢des de 75, 100, 150, 200, 300, 600, 1200, 2400 e 4800 dpi.
Porém, neste estudo o dispositivo analitico foi digitalizado apenas com 75,
100, 150, 200, 300 e 600 dpi de resolucéo éptica.

Foram utilizados os DPTs (Geracdo ), contendo nove zonas
preenchidas com pasta de celulose misturada com solucdo de azul de
metileno. A pasta de celulose foi adicionada para assegurar que efeitos de
disperséo da luz ndo interferissem nos valores de intensidade de cor. Esse
efeito de dispersédo foi observado quando as zonas de deteccdo eram
preenchidas com solugbes do corante azul de metileno sem a pasta de
celulose. Desse modo, a digitalizacdo foi realizada consecutivamente nas
diferentes resolucbes. A Tabela 2 apresenta o comportamento das
informagdes colorimétricas nas diferentes resolugbes avaliadas. As médias

obtidas foram calculadas a partir das nove zonas do dispositivo Geragao I.

Tabela 2. Intensidade dos pixels nas diferentes resolugdes.

Resolugéo 75 100 150 200 300 600
(dpi)
'”te?j'g"’)‘des 74810 73,6107 74,810 736:08 73,8+1,0 74,810
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O limite de confianca foi calculado para as medidas realizadas nas seis
resolucdes avaliadas, sendo este 74,2+0,7 (U.R.). Observou-se que as
meédias obtidas para cada resolucdo estdo dentro do limite de confianca
calculado, mostrando que para um nivel de significancia de 95% (P=0,05)
nao existem diferencas significativas entre as medidas realizadas nas

diferentes resolucdes.

4.2.2. Programa de tratamento de imagens

O programa Corel Photo-Paint v.13 foi utilizado para fazer o
tratamento das imagens e retirar as informacdes colorimétricas das imagens
obtidas. Esse programa possui uma ferramenta chamada mascara de
selecdo, para extrair as informacfes colorimétricas de uma regido especifica
da imagem, neste caso, nas zonas de deteccdo dos dispositivos analiticos
utilizados.

Essa ferramenta denominada “mascara de pincel” pode ser ajustada
para diversos tamanhos. Para avaliar se a mudanca no tamanho da mascara
afeta as informacdes colorimétricas, foi feita a digitalizacdo de um dispositivo
analitico com zona de 10 mm, contendo solucdo do corante azul de
metileno. Os tamanhos utilizados para a mascara variaram de 5 a 100
unidades, com incremento de 5 unidades. A resolucdo utilizada foi de 300
dpi e o canal de cor utilizado foi o CMYK. A Figura 9 mostra o
comportamento das medidas realizadas.

Através dos dados de calculo de intervalo de confianca, observou-se
gque as medidas realizadas com diferentes tamanhos de mascaras
apresentaram diferencas significativas, para nivel de significancia de 95%
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(P=0,05). Portanto, no decorrer de uma analise deve-se utilizar o0 mesmo

tamanho da mascara para extrair informacdes colorimétricas confiaveis.
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Figura 9. Variagdo da intensidade de pixels com o tamanho da mascara
utilizada.

4.2.3. Deteccdo de Fe?* em medicamentos

Apbs realizar os estudos para avaliar o comportamento da forma de
deteccdo do scanner frente aos ensaios colorimétricos em dispositivos
analiticos, um ensaio para determinar ions Fe?* em amostras de dois
medicamentos (Anemifer® e Vitafer®) foi realizado.

A 1,10-fenantrolina (Fen) é um ligante bidentado (Fig. 10-A) que na
presenca de ions Fe?* forma um complexo denominado ferroina —
[Fe(Fen)s]?* (Fig. 10-B), de coloracdo vermelho-alaranjado. Este complexo
apresenta uma boa estabilidade na faixa de pH entre 2 e 9. Porém,
recomenda-se que o complexo seja formado em meio acido (pH 3,5),

evitando assim a precipitacdo de hidroxido de ferro (CAMBUIM, 2009).
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Figura 10. Estrutura molecular de (A) 1,10-fenantrolina e (B) complexo
ferroina.

Neste experimento, além de determinar a concentracéo de ions ferro
(Il nas amostras, foi conduzido um ensaio para comparar 0 método proposto
com um método de referéncia, utilizando um espectrofotdbmetro. Para o
scanner utilizou-se o canal de cor CMYK e RGB (Red, Green, Blue). A
comparacao foi realizada utilizando o teste da curva de correlagdo dos

resultados obtidos entre as duas técnicas (Miller e Miller, 2010).

Neste ensaio utilizou-se uma mesma solucéo contendo ions Fe?* para
construir as curvas de calibracdo empregando as duas técnicas. A curva de
calibracéo foi obtida com solucdes de concentracéo variando de 0 a 5 mg/L
de Fe?. A Figura 11 mostra as curvas de calibracdo para o
espectrofotdbmetro e o scanner nos dois canais de cores utilizados.

Conforme apresentado na Figura 11, para os dois sistemas de
deteccéo obteve-se um bom coeficiente de correlacdo quadratico (R?). Para
o0 espectrofotbmetro o LD obtido foi de 0,09 mg/L, enquanto que para o
scanner encontrou-se um LD de 0,50 mg/L e 0,67 mg/L, no canal de cor
CMYK e RGB, respectivamente. Considerando o volume de solugéo utilizado
nas zonas de detecc¢ao, de 40 uL, o LD (em massa) foi de 361 pM e 477 pM

para os canais de cor CMYK e RGB, respectivamente.
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Figura 11. Curvas analiticas obtidas com (A) espectrofotémetro, (B) scanner

— CMYK e (C) scanner — RGB. As equactes obtidas das curvas foram:
Yespectrofotometro = 0,0007  + 0,1391x[Fe?*]; VYscanner - cmyk = 0,5728 +
4,4659%[Fe?*]; € Yscanner - RGB = 1,1318 + 4,8747x[Fe?*].

Ainda utilizando as duas técnicas, foi realizado um ensaio para
determinar a concentracdo de sulfato ferroso em amostra de dois
medicamentos. Uma solucao estoque foi preparada a partir de uma dragea
de cada medicamento, que foi aberta em acido sulfarico 3,0 mol/L durante
30 minutos. Apos resfriar, a solucao foi filtrada e diluida para um volume de
100 mL. A solucao utilizada na determinacdo das concentragcdes foi feita a
partir de uma aliquota de 40 pL da solugcao estoque que, posteriormente foi
diluida para um volume de 10 mL.

A Tabela 3 apresenta as concentragdes de sulfato ferroso encontrado

em cada medicamento. O erro percentual foi calculado em relacdo as
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concentracfes fornecidas pelo fabricante no rétulo de cada medicamento.
Para o medicamento Vitafer® o valor de referéncia é 109 mg/dragea e para o
medicamento Anemifer® é 190 mg/dragea.

Tabela 3. Valores de concentracdo determinados nas duas amostras de
medicamento.

e E00) et e
Espectrofotdmetro 119 9 149 -22
Scanner CMYK 123 13 157 -17
Scanner RGB 123 13 160 -16

A fim de realizar a comparacao entre o método proposto e o método
de referéncia, 10 amostras contendo diferentes concentracdes do
medicamento Vitafer® foram analisadas utilizando o espectrofotdmetro e o
scanner (300 dpi). A Figura 12 apresenta o grafico de correlagdo dos dados

obtidos pelas duas técnicas.
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Figura 12. Correlagdo entre as concentragcdes detectadas nas duas

técnicas. Em (A) utilizou-se o canal de cor CMYK e em (B) o canal RGB.

o
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A comparacédo das duas técnicas se deu por meio da curva de ajuste
que descreve a correlagdo dos resultados obtidos em ambas as técnicas

(Fig. 12). Para o canal de cor CMYK a equacgao da curva de ajuste foi: y = -
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0,8730 + 3,4696 + (1,0844 £ 0,5146)x. Para o canal de cor RGB a equacéo
da curva foi: y = -0,7459 + 2,9458 + (1,0877 £ 0,4370)x.

Em uma regressao linear perfeita € esperado obter valores para o
coeficiente linear e angular igual a 0 e 1, respectivamente. Para as duas
curvas de correlacdo foram calculados os limites de confianca para o
coeficiente linear e angular. Pode notar-se que, o intervalo de confianga para
o coeficiente linear inclui o valor 0 e o intervalo de confianca para o
coeficiente angular inclui o valor 1. Isso permite dizer que para um nivel de
confianca de 95% (P=0,05), o método proposto (utilizando o scanner nos
dois modos de cor, RGB e CMYK) néao difere significativamente da técnica

analitica utilizando o espectrofotdmetro.

4.3. Acdao da forca capilar no interior do canal microfluidico

Nesse trabalho € demonstrado, pela primeira vez, o uso de uma
plataforma microfluidica minimamente instrumentada, a base de PT, para
conduzir ensaios bioanaliticos com custo bastante reduzido.

Dentro dos canais microfluidicos é a forca capilar que promove o
transporte da solucdo. Sua formacgéo tem relacdo direta com a viscosidade
do liquido e com a geometria do canal. A equacdo de Washburn

(DARHUBER e TROIAN, 2005) define o avango do liquido em canais

horizontais e verticais.

O uso da acéo capilar como forca de impulsédo € vantajoso, uma vez
gue dispensa o0 uso de equipamentos externos (como fonte de alta tenséo ou
bombas) para impulsionar o liquido dentro do canal. Nos DPTs, os canais
microfluidicos sdo constituidos por folhas de transparéncia e barreiras de
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toner. Uma folha adicional foi incluida entre as camadas de toner, formando
um dispositivo com duas camadas de toner e trés camadas de
transparéncia. Essa estratégia possibilitou obter canais microfluidicos com
aproximadamente 100 um de altura (Fig. 13), garantindo o transporte capilar

espontaneo da solugéao dentro do canal (JUNCKER et al., 2002). Outro fator

gue também contribuiu para a ocorréncia do transporte capilar é a pressao

hidrostatica (ZIMMERMANN et al., 2007). Os DPTs quando comparado com

os dispositivos a base de papel apresentam uma vantagem, uma vez que
dispensam qualquer etapa para promover a mudanca da natureza

hidrofébica dos canais (MARTINEZ et al., 2007; DUNGCHAI, CHAILAPAKUL

e HENRY, 2010).

o ey

SEI  2.5kV WD1Smm  SS40
FRS

SEl  2.5kV WD19mm  SS40 x270 50pum  —
FRS

Figura 13. Imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) ilustrando
a seccao transversal dos canais microfluidicos definidos pela barreira de
toner.

Foram avaliados parametros que afetam a velocidade do fluido dentro
do canal e verificou-se que ha uma dependéncia da velocidade do fluido com
a largura do canal bem como com o volume de amostra introduzida.

Para fazer essa avaliacdo os dispositivos foram acoplados com um

sistema de deteccdo condutométrica sem contato (C*D) (COLTRO, DA

SILVA e CARRILHO, 2011). O detector C*D utilizado foi produzido em
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placas de circuito impresso, as quais contém uma camada de cobre de
aproximadamente 30 um. Eletrodos planares foram fabricados por processo

fotolitografico seguido por corrosdo quimica por via umida (COLTRO, DA

SILVA e CARRILHO, 2011). Neste detector, um sinal senoidal de alta

frequéncia (400 kHz) é aplicado a um eletrodo (Eo) e o sinal resultante &
registrado em um eletrodo receptor (Ei1) usando-se um software
desenvolvido em LabVIEW®. A Figura 14 mostra como foi acoplado o
dispositivo ao sistema de detec¢do C*D. Uma solucdo de azul de metileno

foi utilizada para conduzir este teste.

GME 2012

GME 2012

Amostra

e

Figura 14. Medida da magnitude do fluxo capilar utilizando-se um detector
C“D.

Com esse detector C*D foi possivel determinar o tempo em que a
amostra foi adicionada nos DPTs e o tempo em que ela atingiu os eletrodos

de deteccéo (Fig.15).

42



N t ]

(1) (2)

S5 0 5 10 15 20 25 30 35
Tempo (s)
Figura 15. Monitoramento da resposta condutométrica no transporte capilar
da solugdo em microcanais definidos em PT.

O ponto (1) mostra 0 momento da adi¢do da solucéo, na zona central
do dispositivo. O ponto (2) é o momento em que a solucdo de azul de
metileno passa pelo detector, gerando um aumento na resposta
condutométrica indicando assim o tempo necessario para o preenchimento
do canal. Conhecendo o tempo de preenchimento do canal microfluidico e a
distancia do ponto de adicdo até o detector, foi possivel determinar a
velocidade do fluido dentro do microcanal e, consequentemente a correlacao
entre essa velocidade de preenchimento e a geometria do canal e o volume
de adicdo de amostra.

As medidas de velocidade do fluido estdo apresentadas na Figura 16.
Como pode ser observado, o aumento do volume de injecdo de amostra
implica em um aumento na velocidade do fluido (Fig. 16-A). Este resultado é
esperado uma vez que a pressao capilar é diretamente proporcional ao

volume de injecdo (ZIMMERMANN et al., 2007; JUNCKER et al., 2002).
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Figura 16. Efeito do (A) volume de injecdo e da (B) largura do canal na

vazao do fluxo induzido por forca capilar. Em (A) foi utilizado um canal de 0,5

mm e em (B) o volume adicionado na zona central foi igual a 10 pL.
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Para verificar o efeito da dimensdo do canal (Fig. 16-B), foram
produzidos canais de 0,5 a 1,0 mm de largura. Observou-se que o fluxo
tende a aumentar com o decréscimo na largura do canal. De acordo com o
modelo matematico proposto por Zimmermann e colaboradores

(ZIMMERMANN et al., 2007), representado pela Equacdo 1, o fluxo (Q)

dentro do canal pode ser calculado dividindo-se a diferenca de presséo

capilar (4P) pelo produto entre a resisténcia fluidica (Rr) e a viscosidade (7).

1AP E f01)
=—— guacéao
nRg
Os valores de Rfr estdo diretamente correlacionados com a altura e
largura do canal, a e b, respectivamente. Assim como também se

correlacionam com o comprimento L e o raio hidraulico Rn do canal. A

Equac&o 2 mostra como estes parametros se correlacionam.

1 5ay abR2] ™ N
. = Equacéo 2
Re 12(1+6b> L l (Fquagao 2)
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Além disso, a resisténcia fluidica € dependente da largura do canal.

Com base nesse modelo matematico (ZIMMERMANN et al., 2007), canais

mais largos promovem maiores valores de resisténcia de fluxo. Como
consequéncia, em canais mais largos a velocidade do fluido sera menor.
Dessa maneira, pode-se afirmar que os resultados obtidos nesse trabalho
estdo de acordo com a fundamentacao encontrada na literatura (GERVAIS e

DELAMARCHE, 2009; JUNCKER et al., 2002; YANG et al., 2011).

4.4. Corte da folha de transparéncia intermediaria

Para garantir o transporte capilar no interior dos canais
microfluidicos foi utilizado uma folha intermediaria de transparéncia. Com
esta folha adicional foi possivel obter canais de 100 um de profundidade. Em
trabalhos preliminares, destinados as separacdes eletroforéticas, os canais
foram definidos com uma ou duas camadas de toner. Nestes exemplos, a
altura da estrutura microfluidica apresentou valores iguais a 6 pm (uma
camada de toner) e 12 um (duas camadas de toner) (COLTRO et al., 2010).

Nos primeiros dispositivos que foram construidos a camada
intermediaria era cortada com auxilio de um estilete. Porém, o corte manual
resultava em canais irregulares, com diversos tamanhos ao longo do seu
comprimento total. Além disso, o corte manual permitia apenas a confeccao
de canais retos, em geometrias extremamente simples. Para resolver este
problema, utilizou-se uma maquina de corte a laser, em uma empresa
especializada (Ordones Laser, Goiania, GO), para desenvolver a peca
intermediaria. Devido ao custo elevado, 0 acesso a uma maquina de corte a

laser pode ser limitada a poucos grupos de pesquisa. Todavia, observou-se
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gue o custo estimado das pecas intermediarias, produzidas em massa, foi de
R$ 0,20. Esse custo reduzido das pecas intermediarias torna o processo de
corte a laser acessivel a qualquer grupo de pesquisa. Outra vantagem obtida
com esta técnica de corte foi a possibilidade de produzir 35 dispositivos por
folha de transparéncia (tamanho A4) em um intervalo de tempo inferior a 2
minutos.

Algumas vantagens foram alcancadas utilizando o corte a laser para
produzir as pecas intermediarias. Em um intervalo de tempo menor foi
possivel produzir qguantidades maiores e, quando comparado com o corte
utilizando o estilete, as pecas cortadas a laser possuem maior uniformidade.
Na Figura 17 € possivel observar a diferenca no corte a laser e no corte

manual (utilizando o estilete).
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Figura 17. Micrografias opticas da peca intermediaria produzida pelo corte
com laser e com estilete.
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4.5. Ensaios colorimétricos

Conforme mencionado no item 1.5, a deteccéo colorimétrica envolve
reacdes quimicas que levam ao desenvolvimento de produtos com alteracao

na coloragdo da solugéo inicial (Maattdnem et al., 2011). Nos bioensaios

realizados nas plataformas microfluidicas utilizou-se o modo scanner
(resolugédo de 300 dpi, formato da imagem Bitmap) de uma impressora
multifuncional para fazer a aquisicdo dos dados.

No item 4.1 foi observado que todos o0s quatro equipamentos
avaliados podem ser utilizados como detectores. No entanto, para o
microscopio Optico e cameras utilizadas, interferéncias relacionadas a
aguisicdo das imagens foram frequentemente observadas. Este problema
esta relacionado com a quantidade de luz do ambiente e a funcao foco do
equipamento. Todavia, no scanner, a luz ambiente pode ser facilmente
controlada, uma vez que para fazer a aquisicdo da imagem neste
eguipamento € necessaria uma tampa, para isolar totalmente a luz externa.
Outra vantagem observada € que o scanner faz a leitura constante, ou seja,
nao sdo observadas variagdes no foco. Por este motivo 0 modo scanner de
uma impressora multifuncional foi utilizado para fazer a aquisicdo das
informacgdes colorimétricas dos bioensaios.

Nos primeiros bioensaios realizados com a Geracédo-ll dos DPTSs, foi
observado que parte da solucéo de cor adicionada na zona de deteccéo fluia
para dentro do canal, devido a presséo hidrostatica e a natureza hidrofilica
da superficie do poliéster. Assim, quando se adicionou a amostra para o
bioensaio, observou-se o desenvolvimento de cor no interior do canal. Esse
efeito afetava a repetibilidade dos bioensaios.
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A fim de avaliar a hidrofobicidade da folha de transparéncia, foram
medidos os angulos de contato, como descrito por Piccin e colaboradores

(Piccin et al., 2007), de uma aliquota de 10 uL de 4gua com as superficies

de trés diferentes substratos: poliéster, poli(dimetilsiloxano)(PDMS) e vidro.
As medidas dos angulos de contato para os substratos de PDMS, poliéster e
vidro foram 88 = 1°, 60 + 2°e 42 + 1° (n=3), respectivamente. Estas medidas
mostram que o poliéster é mais hidrofilico que o PDMS e mais hidrofobico
que o vidro. A Figura 18 apresenta o comportamento de uma gota de agua

na superficie dos trés substratos.

B

Figura 18. Micrografias Opticas do formato da gota de &gua com as
superficies de PDMS, poliéster e vidro.

Para contornar o problema da baixa repetibilidade mencionada
anteriormente, adicionou-se uma pasta de celulose nas zonas de deteccgéo,
que possibilitou que a solucéo ficasse acondicionada somente nas zonas de
deteccdo. Para cada ensaio realizado, uma aliquota de aproximadamente 10
puL foi adicionada em cada zona de deteccdo, com auxilio de uma
micropipeta. A pasta de celulose, apds secar, forma uma estrutura porosa
(Fig. 19) que consegue reter todo reagente de cor e amostra, de modo que

toda cor desenvolvida pela reacéo fiqgue confinada na zona de deteccéo.
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Figura 19. Micrografias 6pticas mostrando as superficies antes a apos a
adicao de celulose.

Quando comparado com dispositivos produzidos em papel

(MARTINEZ et al., 2007; MARTINEZ et al., 2008a; ELLERBEE et al., 2009),

estes DPTs contendo celulose mostram-se bastante versateis, descartando
etapas para mudar a natureza hidrofébica da superficie dos canais
microfluidicos. Estes DPTs exibiram algumas vantagens, incluindo
especificidade, repetibilidade e capacidade de realizar simultaneamente,
pela primeira vez, trés bioensaios clinicamente relevantes.

Um teste para avaliar a repetibilidade intra-dispositivo foi realizado
com 0s ensaios colorimétricos para colesterol, glicose, proteinas totais e
triglicerideos. Os valores de intensidade média de pixels da cor gerada nas
quatro zonas do dispositivo foram avaliadas para cada ensaio. A Figura 20
(A-D) mostra os DPTs (Geragdo Il) com o ensaio de colesterol, glicose,

proteinas totais e triglicerideos.
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Figura 20. Imagens obtidas mostrando a repetibilidade dos ensaios
colorimétricos para (A) colesterol, (B) glicose, (C) proteinas totais e (D)
triglicerideos.

A partir das imagens obtidas para cada ensaio, realizou-se a
aquisicdo das informacdes colorimétricas a fim de avaliar a repetibilidade
entre as zonas de um mesmo dispositivo. Os resultados obtidos estéo
apresentados na Tabela 4. Conforme visualizado, o valor do DPR variou de
2 a 5%, para leituras em quadruplicatas. Esses valores permitem afirmar que
os dispositivos exibiram boa repetibilidade intra-dipositivo para os quatro
ensaios.

Os ensaios para glicose e proteinas totais desenvolvem cores
amarela e azul, respectivamente, sendo que concentracdes maiores de
glicose desenvolvem coloracdo marrom. Nos ensaios para colesterol e
triglicerideos o reagente cromoéforo € a 4-antipiriiquinonimina, que gera

coloracdo avermelhada.
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Tabela 4. Intensidade média de pixels.

Zona Glicose Proteina Colesterol Triglicerideos
1 119 74 159 118
2 114 73 145 116
3 116 74 159 122
4 119 79 154 123
Média £ DP 1172 75%3 154+7 11943
DPR 2% 4% 5% 3%

As equacdes 3 e 4 mostram 0 esquema de reacdo do ensaio para
determinar niveis de glicose. Inicialmente o oxigénio oxida a glicose a acido
glucbnico, catalisado pela enzima glicose oxidase, liberando peréxido de
hidrogénio (H202). Posteriormente, o H202 oxida o iodeto a iodo, catalisado
pela enzima horseradish peroxidase. O iodo formado € responsavel pelo

desenvolvimento da cor amarela (MARTINEZ et al., 2008a).

Gli id Acido .

Glicose + O, + H,0O e gluconico H,O, (Equacéo 3)
Peroxidase ~

2H,0, + 2I l, + 2H,0 + O, (Equacéo 4)

No ensaio para colesterol ocorrem trés reacdes, como observado nas
Equacbes 5, 6 e 7. Na primeira etapa (EQ. 5) ocorre a formacao de colesterol
livre e acidos graxos, devido a quebra dos ésteres de colesterol, na
presenca de colesterol esterase. Na segunda etapa (EQ. 6) o colesterol livre,
na presenca de oxigénio e colesterol oxidase, forma H202 e colesterona. Na

altima etapa (Eq. 7) ocorre a oxidacao da 4-aminoantipirina, pelo peroxido de
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hidrogénio formado na segunda etapa, formando o produto 4-
antipirilquinonimina, que € o reagente cromoforo que gera a coloracéo

vermelha do ensaio para determinar niveis de colesterol.

Col. esterase

Esteres de colesterol + H,0 Colesterol livre + Acidos graxos  (Equacao 5)

Colesterol livre + O, Col. oxidase Colesterona + H,0, (Equagéo 6)

Peroxidase 4-aminoantipiril- + 4H,0

2H,0, + 4-aminoantipirina + Fenol quinonimina

(Equacéo 7)
No ensaio para determinar niveis de triglicerideos quatro reacfes sao
observadas (Eqg. 8, 9, 10 e 11). Na primeira (Eq. 8) triglicérides é convertido
em glicerol, na presenca da enzima lipase. Na segunda reacédo (Eq. 9) o
glicerol, na presenca de glicerol quinase, € convertido a glicerol-3-fosfato. O
glicerol-3-fosfato na presenca da enzima glicerol-3-fosfato oxidase € oxidado
a peroxido de hidrogénio (Eq. 10). Por ultimo o perdxido de hidrogénio oxida
a 4-aminoantipirina a 4-antipirilquinonimina (Eq. 11), que apresenta

by

coloracdo vermelha, proporcional a concentracdo de triglicerideos na

amostra.

Triglicérides —P2%€, Glicerol + Acidos Graxos (Equacéo 8)
Glicerol + aTp Slcerolauinase _ qjicero) 3-fosfato + ADP (Equacao 9)
Glicerol-3-fosfato Sucerol-3fosfato oxidase , py;piqroxjacetona + H,0, (Equacéo 10)

H,0, + 4-clorofenol + 4-amino-  pgroxidase  4-aminoantipiril- ~
antipirina quinonimina + 40 (Equagao 11)
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Na determinacdo de proteinas totais ocorre a formacdo de um

complexo de coloracdo azul, onde a intensidade da cor € proporcional a
guantidade de proteinas na amostra.
Devido a boa repetibilidade de cada ensaio, utilizou-se a mesma
configuracdo dos dispositivos para avaliar quatro ensaios simultaneamente.
Para a analise simultanea, foi preparado uma mistura padrdao contendo
proteinas totais (10,0 mg/mL), colesterol (1,0 mg/mL), glicose (1,8 mg/mL) e
triglicerideos (1,0 mg/mL). Em seguida, adicionou-se uma aliquota de 40 uL
dessa amostra na zona central do dispositivo. Pelos efeitos j& discutidos no
item 4.3, o transporte capilar fez com que essa amostra fosse distribuida
para as quatro zonas contendo 0s reagentes especificos para cada
bioensaio.

ApOGs o contato com a solucdo, observou-se o desenvolvimento das
cores amarela e azul para os testes de glicose e proteinas totais,
respectivamente, e o desenvolvimento de coloracdo vermelha para o teste
de colesterol e triglicerideos. A Figura 21 apresenta o DPT com 0 ensaio

simultaneo para colesterol, glicose, proteinas totais e triglicerideos.

- Triglicérides

A .

Colesterol

Proteina

Figura 21. Ensaio simultdneo com mistura padrdo contendo colesterol,
glicose, proteinas totais e triglicerideos.
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Todas as imagens foram capturadas apos 10 minutos de reacdo. As
curvas de calibracdo foram construidas a fim de calcular a faixa linear e os
valores dos LDs para cada ensaio. Esses valores foram calculados através
da razdo entre o valor correspondente a trés vezes o desvio padrdo do
branco e o coeficiente angular da curva analitica. A Figura 22 apresenta as
curvas analiticas para cada bioensaio realizado.

O ensaio de glicose apresentou linearidade no intervalo de
concentracdo entre 0 e 2,2 mg/mL com um LD igual a 0,15 mg/mL (Fig. 22-
A). Essa faixa de concentracdo é ideal para uso clinico, uma vez que
concentracfes de glicose abaixo de 0,5 mg/mL e acima de 1,3 mg/mL
podem ser um indicativo de hipo ou hiperglicemia, respectivamente

(MCPHERSON e PINCUS, 2011). Assim como realizado nos DPTs,

utilizando soro, niveis de glicose podem também ser quantificados em outros
fluidos biolégicos, como a urina. Como relatado por Martinez e

colaboradores (MARTINEZ et al., 2008a), a urina € um dos fluidos biolégicos

mais representativos, e a deteccao de glicose em niveis superiores a 1,4 mM
(0,25 mg/mL) na urina pode ser um indicativo de doencas ou desordens
fisioldgicas.

A faixa linear do ensaio de colesterol variou de 0 a 2,0 mg/mL com um
LD de 0,08 mg/mL (Fig. 22-B). Este intervalo representa 0s niveis normais
de colesterol em soro. Todavia, em laboratérios de diagndésticos clinicos a
faixa de deteccéo de colesterol compreende o intervalo de 1 a 4,0 mg/mL.
Pacientes com niveis de colesterol superiores a 2,4 mg/mL sdao

considerados de alto risco para desenvolvimento de DCV (MCPHERSON e
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PINCUS, 2011). Teste para quantificar niveis de colesterol acima de 2,0

mg/mL ndo foram realizados. Todavia, este teste pode ser conduzido

fazendo uma diluicdo da amostra.
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Figura 22. Curvas analiticas para (A) colesterol, (B) proteinas totais, (C)
triglicerideos e (D) glicose. Em todas as curvas o valor da leitura do branco
foi subtraido das medidas. As equacdes obtidas das curvas foram:
Yeolesterol = 0,167 + 35,500x%[colesterol];  Yproteinas = 0,974 + 0,861 x[proteinas];
Ytriglicerideos = 1,004 + 26,399x(triglicerideos]; ygicose = 0,500 + 38,988x[glicose].
Para todas as curvas o coeficiente de correlagdo (R?) foi igual a 0,997.

O ensaio para detectar proteinas totais apresentou linearidade para
concentragdes entre 0 e 40 mg/mL, obtendo um LD de 3,2 mg/mL (Fig. 22-
C). Nesta faixa € possivel avaliar algumas condicfes clinicas do paciente.
Niveis de proteinas totais abaixo de 30 mg/mL representam uma condicao

de hipoproteinemia (MCPHERSON e PINCUS, 2011). Este quadro pode
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caracterizar producao ineficaz de proteinas (disfuncbes hepaticas) ou perda
de parte da funcdo renal, onde ocorre perda de proteinas na urina

(albuminaria) (MARTINEZ et al., 2008a; MCPHERSON e PINCUS, 2011). O

ensaio para proteinas totais permite obter informacfes do estado geral do
paciente, no entanto exames complementares para determinar niveis de
proteinas especificas (albumina e globulina, por exemplo) utilizando outros

indicadores colorimétricos (MARTINEZ et al., 2008a) precisam ser realizados

de modo a completar o diagnéstico clinico em funcéo dos niveis de proteinas
totais.

O ensaio para triglicerideos foi linear para concentracdes entre 0 e 2,0
mg/mL, com um LD igual a 0,11 mg/mL (Figura 22-D). Esse intervalo
compreende a faixa normal de triglicerideos no plasma sanguineo (<1,5
mg/mL) e a faixa limite (1,5 - 2,0 mg/mL). Pacientes com concentracdes
acima da faixa normal jA sao considerados pacientes com risco de

desenvolver DCV (MCPHERSON e PINCUS, 2011). Nao foi realizado

ensaios para concentracdo maiores que 2,0 mg/mL, porém uma diluicdo da

amostra pode ser feita para conduzir o ensaio.

4.6. Robustez analitica

A robustez analitica foi avaliada através da comparacdo das
respostas colorimétricas para trés bioensaios realizados em trés dispositivos
diferentes. Foi utilizada uma mistura padrdo contendo glicose (1,8 mg/mL),
proteinas totais (10,0 mg/mL) e colesterol (1,0 mg/mL). Como pode ser visto

na Figura 23 os ensaios realizados em trés dispositivos distintos exibiram
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boa reprodutibilidade (n=3) nas intensidades de cor para todos os

bioensaios.

Figura 23. Imagens obtidas para comparacao entre dispositivos utilizando
mistura padréo de glicose, colesterol e proteinas totais.

A partir das imagens obtidas, avaliou-se a média e o DPR de cada
ensaio nos trés dispositivos. Os dados obtidos estdo apresentados na
Tabela 5. Como pode ser observado, os valores de DPR para os ensaios de
proteinas totais, colesterol e glicose foram iguais a 6%, 1% e 3%,

respectivamente.

Tabela 5. Média de intensidades de pixel para os bioensaios simultdneos em
trés dispositivos diferentes.

Dispositivo Controle Glicose Proteina Colesterol
1 45 143 64 136
2 43 149 71 137
3 51 150 72 135
Média = DP 46+4 147+4 69+4 136+1
DPR 9% 3% 6% 1%

Para o ensaio de glicose foi realizado um estudo para avaliar a
resposta analitica em diferentes dispositivos. Um ensaio com uma solucéo

padrao de glicose foi conduzido simultaneamente em 12 DPTs (Geracéo lll).
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A Figura 24 mostra a dispersao nas leituras realizadas para o branco e para

0 ensaio de glicose nos 12 dispositivos utilizados.
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Figura 24. Dispersao nas leituras realizadas para o ensaio de glicose e para
o branco. Cada ponto representa a média de 6 leituras para a glicose e 2
leituras para o branco.
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Uma analise de variancia (ANOVA) foi realizada para os 12 DPTs
para investigar o comportamento das intensidades de cor entre as zonas do
dispositivo e entre os dispositivos. Na Tabela 6 é apresentado os dados

utilizados para o calculo da ANOVA.

Tabela 6. Analise de variancia para o ensaio de glicose.

_ Somados  Graus de Média
Variagéo _ )
guadrados liberdade quadratica
Intra 3415,18 60 56,92
Inter 350,28 11 31,84
Total 3765,46 71

F calculado =1,787
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O valor de Feo,11 critico obtido foi igual a 2,490 (P=0,05), ou seja, é
maior que o F calculado para o experimentos. Desse modo, conclui-se que
nao existem diferencas significativas, com 95% de confianca, entre as
intensidades de cor desenvolvidas intra e inter os dispositivos, para o ensaio
de glicose.

O tempo de meia-vida dos dispositivos foi avaliado ao longo de cinco
dias consecutivos em trés diferentes temperaturas de armazenamento (10
°C, 25 °C e 40 °C. Neste estudo foram preparados 30 dispositivos, sendo
que 15 foram utilizados no estudo da adicdo de trealose (estabilizante
enzimatico). Para realizar este estudo utilizou-se, diariamente, uma mistura
padrdo de glicose (1,8 mg/mL), proteinas totais (10,0 mg/mL) e colesterol
(1,0 mg/mL). No ensaio para proteinas totais acontece uma reacdo de
complexacao, por isso a reacdo nado € afetada pela adicdo da trealose. Na
figura 25, é apresentado as intensidades média para o ensaio de glicose.
Como pode ser observada, a intensidade média dos pixels em todas as
temperaturas, sem adicéo de trealose, diminui rapidamente.

O decaimento para as intensidades média dos pixels variaram de 45 a
65%, em 5 dias. O tempo de meia-vida destes dispositivos, sem adi¢cdo de
trealose, foi estimado em 3 dias. Esse valor foi estimado considerando que,
nestes trés dias, houve um decréscimo de 50% na média das intensidades
de cor dos ensaios realizados. A adicao da trealose prolongou o tempo de
vida dos dispositivos microfluidicos. Na presenca deste estabilizante os
valores de DPR em 10 °C, 25 °C e 40 °C, foram, respectivamente, 13%, 2%

e 6%, durante os cinco dias consecutivos.
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Figura 25. Avaliacdo da atividade enz;?r?ética em (A) 10 °C, (B) 25 °C e (C)
40 °C, com e sem adicao de trealose.

Como pode ser observado na Figura 25-C houve o decaimento da
intensidade de cor (na curva sem adicdo de trealose), apenas do primeiro
para o segundo dia. Apos o segundo dia, a intensidade de cor se manteve
constante. Assim, poderia concluir que os dispositivos armazenados a 40 °C,
sem adicdo de trealose poderiam ser utilizados com vantagem, visto que
dispensa o uso do estabilizante enzimatico. Porém, pode-se notar que o
valor da intensidade média teve um decréscimo de 43%, aproximadamente,
ficando proximo do valor de intensidade para o branco da reacgéo
(aproximadamente 30 U.R.). Nota-se entdo que os DPTs armazenados em

temperatura igual a 40 °C, sem adicao da trealose, ndo podem ser utilizados

apos um dia de estocagem.
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Entdo, de acordo com os dados obtidos € possivel concluir que a
trealose assegura a estabilidade enzimatica em diferentes temperaturas de
armazenamento, durante cindo dias consecutivos. Os resultados obtidos
com a adicdo do estabilizante enzimatico estdo de acordo com trabalhos
semelhantes, relacionados com bioensaios, em plataformas microfluidicas a

base de papel (MARTINEZ et al., 2008a; DUNGCHAI, CHAILAPAKUL e

HENRY, 2012).

4.7. Analise semi-quantitativa em amostra artificial de soro

humano

Utilizando os DPTs (Geracéo Il) e o scanner (300 dpi de resolucao)
como detector colorimétrico, um ensaio para determinar niveis de glicose,
colesterol e proteinas totais foi realizado em uma amostra artificial de soro
humano. Em um estudo preliminar para glicose, colesterol e proteinas totais
foi possivel detectar todos os analitos antes e depois de trés diferentes
diluicdes (1/5, 1/10 e 1/100 v/v). A Figura 26 mostra as intensidades médias

dos pixels para cada ensaio, com as solucdes diluidas.
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Figura 26. Decaimento na intensidade média de pixels apds trés séries de
diluicdes. As intensidades obtidas para cada bioensaio foi calculada a partir
da média de quatro leituras.

Com a intensidade média dos pixels obtida para cada ensaio e
utilizando as curvas analiticas obtidas (Fig. 22) foi possivel determinar os
teores de glicose, colesterol e proteinas totais em uma amostra artificial de
soro humano. Os valores de concentracbes encontrados pelo método
proposto e a faixa de concentracdo especificada pelo fabricante (Doles

Reagentes) do soro artificial é apresentado na Tabela 7.

Tabela 7. Andlise semi-quantitativa de glicose, colesterol e proteinas totais
em uma amostra artificial de soro humano.

: . Valores encontrados
Analitos Valores Certificados (mg/mL)

(mg/mL)

Glicose 0,6-0,8 0,7+0,1
Colesterol 11-14 1,1+0,2
Proteinas 39,2-49.8 46,6 £ 6,0
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Como pdde ser observado na Tabela 7, os valores de concentracfes
dos analitos avaliados pelo método proposto, encontram-se dentro da faixa
de concentracéo certificada pelo fabricante do soro. Este estudo torna mais
evidente a funcionalidade destes DPTs para aplicacbes em bioensaios

clinicos.

4.7.1. Teste de recuperacéo para o ensaio de glicose

Foi realizado um ensaio de recuperacdo para determinar a exatidao
do método proposto. Neste ensaio utilizou-se a Geracao-lll dos DPTs e uma
amostra de urina artificial. O ensaio foi conduzido utilizando-se o método da
adicao de padrdo em trés niveis de concentracdo (1,5, 3,0 e 4,5 mmol/L) de
uma solucéo padréo de glicose.

Os DPTs obtiveram exatiddo na faixa de 103 a 107%. O fator de
recuperacdo acima de 100% pode ser justificado pela adicdo da trealose.
Quando se adiciona esse dissacarideo, a perde da atividade enzimética é
diminuida, aumentando a eficiéncia de quebra da glicose em peréxido de
hidrogénio e, consequentemente, aumentando a converséo de iodeto a iodo,

desenvolvendo intensidades de cor mais acentuadas.

4.8. Avaliacéo do custo de fabricacéo e utilizacdo dos DPTs

Estes DPTs, em todos os estudos realizados, vém demonstrando
resultados satisfatorios e seu uso estd se fazendo bastante promissor para
conduzir bioensaios clinicos.

Todavia, além de mostrar o desempenho analitico destes DPTSs,

realizou-se a estimativa do custo total do processo de fabricacéo, levando
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em consideracdo o material gasto em todo processo. A Tabela 8 mostra o

custo de cada etapa de fabricacdo de um DPT.

Tabela 8. Custo de fabricacdo de um DPT.

L Custo estimado em reais Custo dispositivo
Etapa de fabricagéo

(R9$) pronto

Folha de transparéncia 2,00 0,17

Impresséo utilizando
0,02 0,0001
toner
Folha de poliéster
: . 0,20 0,20
intermediaria
Celulose (5009) 300,00 0,03

Preco total de um
_ . 0,40
dispositivo

Como pode ser observado o custo de cada dispositivo, considerando
todo processo de fabricacdo, é muito baixo. Toda instrumentacdo utilizada
no processo de fabricacdo (computador, impressora, laminadora e software
grafico) tem custo estimado em R$ 1400,00. Essa instrumentagédo de baixo
custo torna a implementacdo desse método bastante acessivel a,
praticamente, todos os Centros de Pesquisa e Orgdos de Salde com
recursos financeiros limitados.

Outro comparativo foi realizado mostrando o custo de uma analise
realizada em um laboratério especializado e o custo do mesmo ensaio
realizado nos DPTs. A Tabela 9 apresenta o custo total e o tempo estimado

para obter o resultado para cada ensaio clinico.
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Tabela 9. Laboratorio especializado versus DPTSs.

Bioensaio —Laporatério DFIs
E— especializado (R$) (R$)
Colesterol 10,00 0,01
Glicose 10,00 0,10
Proteinas totais 9,00 0,01
Triglicerideos 10,00 0,01
Dispositivo kR 0,40
Total 39,00 0,53
Tempo da analise Laboratorio Método proposto
especializado
Colesterol 24 Horas < 30 min
Glicose 24 Horas < 30 min
Proteinas totais 24 Horas < 30 min
Triglicerideos 24 Horas <30 min

Como pode ser observado na Tabela 10 o uso dos DPTs para realizar
bioensaios faz com que o preco da analise convencional seja reduzido em
mais de cem vezes. Foram realizados quatro bioensaios clinicos com um
custo extremamente reduzido, na ordem de centavos de reais. Outro fator
que deve ser levado em consideracdo é o tempo para se obter o resultado
do bioensaio. Como pode ser visto o uso dos DPTs, além de promover uma
reducdo acentuada no custo da andlise, comparado com laboratérios
especializados, obteve um tempo consideravelmente menor para fornecer o
resultado final da analise.

Foi possivel entdo, utilizando os DPTs, conduzir um ensaio clinico

simultaneo para glicose, colesterol, proteinas totais e triglicerideos, com
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custo e tempo de andlise bastante reduzidos, quando comparado com
laboratorios especializados.

Outra vantagem obtida com o uso dos DPTs é que toda a etapa de
coleta e processamento da amostra pode ser feita no local onde o paciente
se encontra. E, se possivel, as imagens podem ser enviadas para um
laboratorio (via e-mail, por exemplo) onde serdo processadas ou essas
imagens podem ser processadas no local da coleta da amostra, podendo

obter o resultado da analise momentos depois da coleta.
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5. Conclusoes

O uso de DPTs para conduzir bioensaios com deteccao colorimétrica foi
demonstrado, pela primeira vez, neste trabalho. O uso da forca capilar foi
vantajoso, uma vez que nao foi necessario o uso de equipamentos externos para
conduzir o fluido através do microcanal. Foram desenvolvidos neste trabalho trés
diferentes geometrias (Geracéo I, Il e Ill) para conduzir ensaios analiticos e
bioanaliticos.

Dentre 0s equipamentos eletrbnicos avaliados como detector
colorimétrico, o scanner foi o equipamento comercial que apresentou maior
facilidade para conduzir a deteccdo colorimétrica dos bioensaios. Além disso,
apos analise estatistica, foi possivel mostrar que o scanner ndo forneceu resposta
analitica com diferencas significativas (P=0,05) de um espectrofotdmetro. As
barreiras hidrofobicas criadas pelo toner, de espessura aproximada de 6 pm,
foram suficientes para manter a solucéo confinada nas zonas de detecc¢éo.

Os dispositivos Geracao Il foram escolhidos para conduzir os primeiros
ensaios bioanaliticos para deteccdo de glicose, proteinas totais, colesterol e
triglicerideos, utilizando o scanner como detector colorimétrico. A adicao da pasta
de celulose nas zonas de deteccdo foi uma alternativa eficaz para evitar o
desenvolvimento de cor nos canais microfluidicos. Isso ocorre, porque apés
secar, a celulose forma uma estrutura porosa que consegue confinar os reagentes
de cor dos bioensaios. Isso refletiu na melhora da repetibilidade dos ensaios, que
obtiveram DPRs, intra-dispositivos, abaixo de 5%. Um ensaio simultaneo com
solucdo padréo de glicose, proteinas totais e colesterol foi realizado e observou-

se que o DPR inter-dispositivos ficou abaixo de 6% (n=3).
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O estudo para avaliar o tempo de meia-vida dos DPTSs foi realizado com o
bioensaio para determinar glicose. Foi observado que a adicdo de trealose,
diminui a perde da atividade enzimatica das enzimas, sendo possivel determinar o
tempo de meia-vida dos dispositivos, estimado em trés dias.

As concentracdes determinadas nos dispositivos estavam dentro da faixa
de concentracéao certificada pelo fabricante do soro controle.

O custo de fabricacédo dos dispositivos foi estimado considerando o gasto
com a folha de transparéncia, do toner da impressao, do corte a laser da folha
intermediaria e da celulose adicionada nas zonas de deteccdo. A folha
intermediaria foi adicionada, uma vez que ela assegura o transporte capilar
espontaneo, pelo aumento da razao de aspecto do canal. Apesar da maquina de
corte a laser possuir custo elevado, o corte em batelada das pecas intermediarias,
teve custo estimado em R$ 0,20. Assim, o custo estimado de um DPT foi de R$
0,40. O tempo de analise e o custo dos bioensaios no dispositivo proposto foram
comparados aos de um laboratério especializado. Observou-se uma reducéo
acentuada no tempo e no custo das analises conduzidas nos DPTs. A
simplicidade instrumental, a reducdo nos custos dos bioensaios, na fabricacdo e
no tempo de andlise e a portabilidade sdo vantagens que tornam o uso dos DPTs
uma alternativa muito interessante e acessivel a regides onde o recurso financeiro
é limitado e em regifes onde é necessario fazer um controle rapido das condi¢cbes

de saude da populacao.
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6. Perspectivas futuras

O uso do PT como substrato para dispositivos analiticos e bioanaliticos &
bastante promissor, com muitas aplicacdes a serem desenvolvidas. Os DPTs
desenvolvidos neste estudo poderdo ser aplicados para conduzir uma quantidade
maior de ensaios bioclinicos, como por exemplo, testes rapidos para lactato,
uréia, albumina, creatinina e doencas infecciosas como dengue, tuberculose,
leishmaniose, doenca de Chagas e AIDS.

Ainda nesse contexto das analises clinicas, os DPTs podem conduzir um
ensaio que permita a separacdo do plasma sanguineo. Isso pode ser feito
adicionando-se uma estrutura porosa que atuara como um filtro, retendo os

glébulos vermelhos. Songjaroen e colaboradores (SONGJAROEN et al., 2012)

conseguiram retirar as hemacias de uma amostra de sangue em um dispositivo
de papel. Essa separacdo é importante, uma vez que os globulos vermelhos
interferem diretamente nos diagndsticos clinicos. Essa separagdo € comumente
realizada por centrifugacdo ou sedimentacdo, sendo uma etapa a mais no
diagnéstico. Essa estratégia permitira realizar o diagnoéstico simultaneo no ponto
de necessidade utilizando apenas uma aliquota de sangue.

O efeito de lavagem observado nas zonas de deteccdo é outro fator que
pode ser minimizado nos DPTs. Uma alternativa para reduzir esse efeito é tentar
realizar uma imobilizacdo das enzimas na celulose. Com isso desenvolvimento da
coloragéo dos bioensaios devera ser mais homogéneo em toda zona de deteccdo
e podera ocorrer uma melhora na repetibilidade dos ensaios.

Os DPTs poderao ser uma ferramenta eficaz para auxiliar no controle da

qualidade de saude da populacdo de paises ainda em desenvolvimento por
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apresentarem custo reduzido, simplicidade instrumental e, ainda que seja preciso

mais estudos, por apresentarem resultados muito promissores.
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2013, Orlando-FL, EUA.

3.5. Divulgacao para a sociedade

1. TV-UFG, Programa Conhecendo a UFG.
“Grupo de Métodos Eletroforéticos”
http://tvufg.org.br/conhecendoaufg/?page _id=48
http://www.youtube.com/watch?v=ZVK5IEn9A8k
Data de publicacdo online: 04/06/2013.

2. TV-UFG, Programa Ei! Ciéncia.

“Biochips”
http://tvufg.org.br/eiseliganaufg/?page id=39
http://www.youtube.com/watch?v=BV_XHw ulY4
Data de publicagdo online: 20/03/2013.
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