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RESUMO

Sistemas miniaturizados possuem caracteristicas Unicas que possibilitam suas aplicacdes nos
mais diversos campos do conhecimento. O baixo custo por andlise, a portabilidade e as
possibilidades de hifenagdo das mais diversas técnicas analiticas s3o atributos que vem
chamando a atencdo da comunidade cientifica desde os anos 1990. Neste trabalho, duas
metodologias distintas utilizando sistemas miniaturizados sdo apresentadas. A primeira
metodologia utiliza dispositivos analiticos baseados em papel (PADs) para determininagao
colorimétrica de ranitidina através da reacdo do analito com a sonda 4-Cloro-7-
nitrobenzofurazano (NBD-Cl). A ranitidina ¢ um antagonista do receptor H2 da histamina
empregado no tratamento de Ulcera gastroduodenal e doengas relacionadas, como refluxo
gastroesofagico e sindrome de Zollinger-Ellison. Vérios métodos analiticos foram relatados
para a determinacao de ranitidina, incluindo eletroquimicos, espectofotométricos, fluorescéncia
e quimioluminescéncia. Embora esses métodos sejam adequados para a determinacdo de
ranitidina em diferentes amostras, eles apresentam grandes desvantagens, incluindo alto custo
e consumo de reagente, operacdo trabalhosa, equipamentos complexos e pessoal treinado.
Parametros analiticos como pH, tipo de tampao, concentra¢do dos reagentes e temperatura
foram otimizados para a metodologia proposta. Em condi¢des 6timas, o sistema de andlise
utilizou tampao fosfato (pH 8,0; 30mM), com adi¢do de NBD-Cl (0,8uL, 20mM). o método
apresentou uma faixa linear de 0,2 — 1,5 mmol L', correspondendo a equagdo [(M,-
Mr)/Mb]=43,O4(i1,28)Craniﬁdina-9,48x10'13(i5,52x10'8) e coeficiente de correlagdo linear r =
0,9982. Os testes de recuperacdo com amostras reais apresentaram valores entre 90,90% e
109,27%. Além disso, essa metodologia mostrou-se adequada para aplicacdo em amostras
farmacéuticas e ¢ uma alternativa simples, barata e rapida para a determinag¢ao de ranitidina. A
segunda metodologia desenvolvida nesse trabalho utilizou um sistema de microchip
eletroforese com deteccdo eletroquimica (ME-EC) para a separagdo e determinacdo de tidis
bioldgicos (glutationa e cisteina) e acido ascorbico. Essas espécies possuem papel fundamental
dentro da fisiologia humana e protegem as células das espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, sendo fundamentais para a homeostase celular. As concentragdes dessas espécies
nos seres humanos indicam os niveis de estresse oxidativo e podem sugerir a necessidade de
tratamento para doencas como diabetes e cancer.Utilizando um microchip hibrido PDMS/vidro,
a metodologia foi baseada na reacdo dos tidis com a menadiona, sendo o produto desta reagao
analisado via ME-EC. Parametros como composicdo do tampdo, uso de surfactantes e
ciclodextrinas foram otimizados. Assim, o sistema foi otimizado tendo potencial de detec¢ao
de +0,4 V, tampao HEPES (pH 8,5; 30mM) com adi¢do de SDS 8mM SBE-B3-CD a 2mM. A
metodologia possibilitou a constru¢do de curvas analiticas para cada um dos analitos com
coeficientes de correlagdo linear acima de 0,995. Além disso, as faixas lineares foram de 2,5 —
100 uM para glutationa e 5 — 50 uM para cisteina e acido ascorbico. As principais vantagens
da metodologia proposta estdo no baixo potencial de detecgdo, facilidade na execugdo das
etapas experimentais e viabilidade para andlise de amostras complexas como plasma e
eritrocitos humanos.

Palavras-chave: Sistemas miniaturizados; Dispositivos baseados em papel; Ranitidina;
Microchip eletroforese; Deteccao eletroquimica;



ABSTRACT

Miniaturized systems have unique characteristics that enable their applications in several fields
of knowledge. The low cost per analysis, portability and the possibilities of hyphenating the
most diverse analytical techniques are attributes that have been attracting the attention of the
scientific community since the 1990s. In this work, two different methodologies using
miniaturized systems are presented. The first methodology uses paper-based analytical devices
(PADs) for colorimetric determination of ranitidine through the reaction of the analyte with the
probe 4-Chloro-7-nitrobenzofurazan (NBD-CIl). Ranitidine is a histamine H2 receptor
antagonist used in the treatment of gastroduodenal ulcers and related diseases, such as
gastroesophageal reflux and Zollinger-Ellison syndrome. Many analytical methods have been
reported for the determination of ranitidine, including electrochemical, spectrophotometric,
fluorescence, and chemiluminescence. Although these methods are suitable for the
determination of ranitidine in different samples, they have major disadvantages, including high
cost and reagent consumption, laborious operation, complex equipment, and trained personnel.
Analytical parameters such as pH, type of buffer, concentration of reagents and temperature
were optimized for the proposed methodology. Under optimal conditions, the analysis system
used phosphate buffer (pH 8.0; 30mM), with the addition of NBD-Cl (0.8uL, 20mM). the
method presented a linear range of 0.2 — 1.5 mmol L-1, corresponding to the equation [(M,-
Mr)/Mb]=43,O4(i1,28)Craniﬁdine-9,48x10'13(i5,52x10'8) and linear correlation coefficient r =
0.9982. Recovery tests with real samples showed values between 90.90% and 109.27%.
Furthermore, this methodology proved to be suitable for application in pharmaceutical samples
and is a simple, cheap and quick alternative for the determination of ranitidine. The second
methodology developed in this work used an electrophoresis microchip system with
electrochemical detection (ME-EC) for the separation and determination of biological thiols
(glutathione and cysteine) and ascorbic acid. These species play a fundamental role in human
physiology and protect cells from reactive oxygen and nitrogen species, being fundamental for
cellular homeostasis. The concentrations of these species in humans indicate levels of oxidative
stress and may suggest the need for treatment for diseases such as diabetes and cancer. Using a
PDMS/glass hybrid microchip, the methodology was based on the reaction of thiols with
menadione, the product being of this reaction analyzed via ME-EC. Parameters such as buffer
composition, use of surfactants and cyclodextrins were optimized. Thus, the system was
optimized with a detection potential of +0.4 V, HEPES buffer (pH 8.5; 30mM) with the addition
of 8mM SDS SBE-3-CD at 2mM. The methodology made it possible to construct analytical
curves for each of the analytes with linear correlation coefficients above 0.995. Furthermore,
the linear ranges were 2.5 — 100 pM for glutathione and 5 — 50 uM for both cysteine and
ascorbic acid. The main advantages of the proposed methodology are the low detection
potential, ease in carrying out the experimental steps and feasibility for analyzing complex
samples such as human plasma and erythrocytes.

Keywords: Miniaturized systems; Paper-based devices; Ranitidine; Microchip electrophoresis;
Electrochemical detection.
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1 INTRODUCAO GERAL

Em 29 de dezembro de 1959, o fisico Richard Feynman proferiu durante um
encontro da Sociedade Americana de Fisica a palestra “There is a plenty of room down there
— An invitation for a new field of Physics” (H4 muito espaco 14 embaixo — Um convite para
um novo campo da fisica, em traducdo livre para o portugués). Durante a palestra, o
pesquisador postulou sobre a possibilidade de arquivar informag¢des em escalas muito
pequenas, miniaturiza¢gdo de computadores e microscopios eletronicos mais eficientes. Essa
palestra foi considerada como um marco inicial da tecnologia e a engenharia na escala
atomica (FEYNMAN, 1959).

A perspectiva visionaria de Feynman ¢ o ponta pé inicial do que hoje chamamos de
nanotecnologia e microeletronica. Esses dois campos foram essenciais para o
desenvolvimento de tecnologias que promovem facilidades para o ser humano moderno,
incluindo computadores pessoais, aparelhos celulares e dispositivos médicos de alta precisao.

A quimica analitica moderna ¢ um exemplo claro de como o desenvolvimento
tecnoldgico leva ao surgimento de tendéncias cientificas. Podemos dizer que a quimica
analitica moderna ¢ baseada em trés tendéncias fundamentais: A simplifica¢do, a automacgao
e a miniaturizagdo. Todas essas trés tendéncias levam ao desenvolvimento tecnologico e
podem ser trabalhadas em conjunto para o desenvolvimento de procedimentos analiticos
capazes de prover as informagdes analiticas necessarias para uma dada analise (RIOS;
ESCARPA; SIMONET, 2009; RIOS, A.; ZOUGAGH, 2015). Assim, os microssistemas de
analise total (WTAS — do inglés Micro Total Analysis Systems) e a microfluidica
compreendem dois termos chave para a o desenvolvimento tecnolégico dentro da quimica
analitica moderna, uma vez que englobam as trés tendéncias fundamentais citadas
anteriormente (JUNIOR, 2019).

O quimico estadunidense George Whitesides ¢ uma das principais referéncias dentro
do campo da microfluidica e a define como a ciéncia e tecnologia dos sistemas que processam
ou manipulam pequenas quantidades de fluidos (10° — 10°'® L), usando canais com
dimensdes de dezenas a centenas de micrémetros (WHITESIDES, 2006). Ainda de acordo
com Whitesides, a microfluidica teve sua base estabelecida em quatro pilares principais. O
primeiro pilar envolveu o avango das técnicas de analise molecular, como a cromatografia

de fase gasosa (GPC), a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e a eletroforese
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capilar (CE). Essas técnicas, quando combinadas com os principios capilares,
revolucionaram a andlise quimica, proporcionando alta sensibilidade e resolu¢do com
volumes reduzidos de amostra. A evolugdo dessas técnicas para plataformas ainda menores
possibilitou o surgimento de aplicagdes em microescala tanto na quimica quanto na
bioquimica.

O segundo pilar da microfluidica foi impulsionado pela necessidade de combater o
desenvolvimento de armas quimicas e biologicas durante a Guerra Fria. Na década de 1990,
a Agéncia de Projetos de Pesquisa Avangada de Defesa (DARPA) financiou diversos projetos
voltados para o desenvolvimento de plataformas microfluidicas com o objetivo de detectar
ameagas quimicas e biologicas, uma vez que esses dispositivos possibilitariam a detec¢ao
rapida dessas armas. Esse estimulo teve um impacto fundamental no avango académico das
tecnologias relacionadas a microfluidica.

O terceiro pilar da microfluidica concentrou-se no progresso da biologia molecular e
da gendmica, especialmente com o advento do sequenciamento de DNA (WHITESIDES,
2006). Essas areas demandaram o desenvolvimento de metodologias analiticas com alta
sensibilidade, resolugcdo e capacidade de processamento, caracteristicas essenciais dos
sistemas microfluidicos de andlise. Por fim, o quarto e ultimo pilar da microfluidica foi
impulsionado pelo progresso da microeletronica, que possibilitou o desenvolvimento de
sistemas microeletromecanicos. A utilizacdo de plataformas de vidro ou silica, inicialmente
adotadas, foi posteriormente substituida por plataformas de elastomeros.

Além disso, mais recentemente, o desenvolvimento dessa area de pesquisa
possibilitou que novas tecnologias pudessem ser desenvolvidas, utilizando materiais de baixo
custo aplicados a técnicas de andlise simples, porém necessdrias para a determinacdo de
espécies de interesse ambiental, biologico, forense e farmacéutico. Entre esses materiais de
baixo custo destaca-se o papel, um material que tem elevada relevancia na histéria da

humanidade.
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2. DISPOSITIVO BASEADO EM PAPEL (PAD) PARA A DETERMINACAO DE
RANITIDINA EM AMOSTRAS FARMACEUTICAS

2.1 Introduciao

A miniaturizagdo em quimica analitica ¢ uma tendéncia que vem obtendo grande
relevancia nos ultimos anos, levando ao desenvolvimento de novas tecnologias que
possibilitam operacdes laboratoriais em microescala. Com o objetivo inicial de aumentar o
desempenho analitico, a miniaturizacdo proporcionou uma revolucdo que gerou o
desenvolvimento de novas tecnologias cientificas (COLTRO, Wendell Karlos Tomazelli et
al., 2007; JUNIOR, 2019).

Nesse sentido, a utilizagdo de dispositivos baseados em papel para a determinagdo de
espécies como a ranitidina oferece a possibilidade de metodologias alternativas e inovadoras

que possam ser utilizadas de forma sustentavel e eficaz.

2.1.1 Perspectiva historica dos dispositivos baseados em papel

Criado na China no ano 105 d.C. pelo oficial da corte T’sai Lun, apds pilar cascas de
amoreira, bambu e restos de rede de pesca até a obtencao de uma pasta umida e prosseguindo
para um processo secagem, o papel se tornou um material indispensavel para o
desenvolvimento tanto das civilizagdes orientais quanto ocidentais. Ao longo de quase 2000
anos, diversos avangos cientificos permitiram o desenvolvimento de novas técnicas de
fabricacdo que visavam retardar o processo de degradagdo, o estabelecimento agentes de
branqueamento e uma maior durabilidade do papel (FRITOLI; KRUGER; CARVALHO,
2017).

As aplicagdes do papel na ciéncia ndo sao recentes. No comego do século XIX, o fisico
e quimico francés Louis Joseph Gay-Lussac (1778 — 1850) desenvolveu o papel de tornassol,
até hoje amplamente utilizado em testes qualitativos de pH. Durante a segunda metade do
século XIX e a primeira metade do século XX o papel foi utilizado, entre outras aplicagdes,
como plataforma para testes de urina e detec¢do de corantes e pigmentos.

Em 1944, A. Martin, R. Consden e A. H. Gordon desenvolveram a cromatografia em
papel. O uso desse substrato foi baseado no conhecimento de Martin acerca das anélises de

corantes em papel. Inicialmente eles impregnaram um papel filtro com agua (fase
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estacionaria) e logo ap6s adicionaram uma solu¢do contendo aminoacidos numa das bordas
do papel e deixaram com que a fase mével (n-butanol) subisse por atragdo capilar e carregasse
os aminoacidos em velocidades diferentes baseados na retardacdo pela fase estaciondria no
papel. Quando a fase movel atingiu a outra borda do papel, os autores secaram o papel e
adicionaram uma solu¢@o de ninidrina para revelar onde os aminodcidos estavam localizados
no substrato. As principais vantagens apresentadas no desenvolvimento da cromatografia em
papel foram a simplificagdo das metodologias de analise, a utilizagdo de equipamentos
simples e a possibilidade de alta frequéncia analitica. Devido ao desenvolvimento da
cromatografia de particdo, Archer Martin foi agraciado com o prémio Nobel de Quimica em
1952, juntamente com Richard Synge (ETTRE, 1991).

Os anos seguintes marcaram o desenvolvimento bastante acelerado de dispositivos
baseados em papel do tipo point of care. Dentre eles, destacam-se o sensor para glicose no
sangue (Ames Company, 1964), o teste para gravidez (Unipath, 1988) e os testes para
diabetes, colesterol, infec¢des e outros desenvolvidos durante a década de 90 e a primeira
década do século XXI (BHATTACHARYA; KUMAR, S.; AGARWAL, A. K., 2019).
Conquanto, muitos dos avangos desenvolvidos na década de 90 foram direcionados para o
desenvolvimento de dispositivos microfluidicos com aplicagdes médicas, ambientais,
diagnosticas e outras. Apesar da portabilidade e possibilidade de realizar diversos
procedimentos analiticos, esses necessitavam de equipamentos externos tais como bombas
de pressdo, valvulas e outros aparelhamentos que notavelmente diminuiam a portabilidade
desses dispositivos. Sendo assim, varios grupos de pesquisa trabalharam no desenvolvimento
de alternativas para contornar esses problemas, onde a auséncia de bombas e valvulas
possibilitasse a utilizagdo desses dispositivos para além dos laboratorios (NOVIANA et al.,
2021).

O ano de 2007 marca o inicio de uma nova era no desenvolvimento dos dispositivos
baseados em papel. Martinez e colaboradores desenvolveram uma metodologia relativamente
simples para a época com o objetivo de criar em papel canais na dimensao de milimetros com
barreiras hidrofobicas (baseadas no fotorresiste SU-8 2010) para andlises bioldgicas como
por exemplo a determinagao de glicose e proteinas em amostras de urina (MARTINEZ et al.,
2007). E importante salientar que a metodologia de fabricacio do dispositivo desenvolvida

pelos autores utilizava estratégias que comumente eram utilizadas para o desenvolvimento
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de dispositivos microfluidicos baseados em polimeros. A fabricac¢do do dispositivo em papel
envolvia duas etapas, conforme a Figura 1 abaixo:

Figura 1 — Diagrama para a fabricacio de dispositivo de anilise baseado em papel desenvolvido
por Martinez e colaboradores.
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Fonte: Martinez e colaboradores, 2007

A primeira etapa do processo de fabrica¢do do dispositivo envolvia a imersdao de um
papel cromatografico (7,5 cm de didmetro) em 2 mL do fotorresiste por 30 segundos, girado
por 30 segundos a 2000 rpm e entdo levado ao aquecimento (95 °C por 5 minutos) para a
remocdo da ciclopentanona presente na estrutura do fotorresiste. O papel contendo o
fotorresiste foi entdo exposto a luz UV (405 nm) por 10s através de uma mascara que continha
o design do dispositivo. Depois dessa exposicdo o dispositivo foi levado novamente ao
aquecimento e na sequéncia por¢des ndo polimerizadas do fotorresiste foram removidas com
a utilizag¢do de éter metilico de propileno glicol e alcool isopropilico. A hidrofilicidade do
papel foi aumentada pela exposi¢ao da superficie ao plasma de oxigénio a 600 militorr por
10 segundos. Na segunda etapa, o dispositivo foi modificado para a determinagao dos analitos
através da adicdo de reagentes cromogénicos como por exemplo a mudanga na coloracdo do

azul de tetrabromofenol para determinacdo de proteinas.



24

Entre as principais vantagens reportadas pelos autores estdo o baixo custo do
dispositivo desenvolvido e a alta frequéncia analitica que permitiu a anélise de 20 amostras

diferentes em um intervalo de tempo de apenas 7,5 minutos.

2.1.2 Técnicas de fabricagdo de dispositivos em papel

Uma das etapas mais importantes no desenvolvimento de dispositivos analiticos
baseados em papel ¢, sem duvida alguma, o procedimento de fabricagdo desses dispositivos.
As diferentes técnicas de fabricagdo possibilitaram o avanco dos dispositivos e a
possibilidade de utilizagdo em diversos campos. De uma forma geral, esses dispositivos
podem ser subdivididos em duas categorias: Nos dispositivos 2D o transporte de fluidos
ocorre apenas horizontalmente. J4 nos dispositivos 3D esse transporte ocorre tanto
horizontalmente quanto verticalmente. Tendo como foco os dispositivos 2D, os dispositivos
podem ser fabricados pela padronizacao de barreiras hidrofobicas no substrato de papel ou a
modelagem ou corte do papel para definir as regides hidrofilicas (AGARWAL, C.; CSOKA,
2019; BHATTACHARYA; KUMAR, S.; AGARWAL, A. K., 2019; NOVIANA et al,
2021). Dentre as técnicas de fabricacdo por meio de formagdo de barreiras hidrofobicas
destacam-se a fotolitografia, a qual foi utilizada por Martinez e colaboradores, e a impressao
a cera. A Tabela 1 apresenta as principais técnicas de fabricacdo dos dispositivos baseados

em papel, apresentando as suas principais caracteristicas (NOVIANA et al., 2021):

Tabela 1 — Técnicas de fabricacio de dispositivos baseados em papel.

NP _ Material
Principio Técnica . .e Vantagens Desvantagens
utilizado
N ) " Equipamentos e
Formacao Dispositivos bem recel1u eF:)n fes Caros
de barreira  Fotolitografia ~ Fotorresistes definidos, alta & ’
. o " etapas complexas
hidrofébica resolucao

de fabricacdo

Formacao ~ s Baixo custo,
. Impressao a . . ~
de barreira Cera fabricagao Baixa resolugao
. e cera . g
hidrofébica simples e rapida
Necessidade de
< . ot modificacdes na
Formacao ~ . Tintas Possibilidade de . ¢
. Impressao a . N impressora, o que
de barreira . : comerciais e customizacao e
. 1 jato de tinta . N acarreta na
hidrofobica customizdveis  fabricacdo rapida

diminui¢ao da sua
vida util
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Baixo custo, Baixa resolugao e
~ Cera, tinta processo de reprodutibilidade,
Formacao . ~
i permanente, fabricacao ndo sendo
de barreira Desenho . . L
. 1 tintas simples e sem indicado para a
hidrofébica . : ~
customizaveis  necessidade de producdo em
aquecimento massa

Fonte: Adaptado de Noviana, 2021.

Independente da metodologia de fabricacdo, existe uma necessidade perene do
desenvolvimento de dispositivos que sejam de baixo custo agregado e possibilitem a
determinagdo de analitos em amostras bioldgicas, forenses, ambientais, farmacéuticas entre
outras. O desenvolvimento desses dispositivos se torna imprescindivel em paises em
desenvolvimento onde técnicas e metodologias de andlise mais complexas ndo estdo

facilmente acessiveis.

2.1.2.1 Impressdo a cera (wax printing)

A técnica de impressdo a cera foi inicialmente proposta por Lu e colaboradores
(2009), onde dispositivos foram modelados em papel filtro com cera de trés formas
diferentes: pintando-os com uma caneta de cera, imprimindo-os com uma impressora jato de
tinta convencional e depois utilizando uma caneta de cera e imprimindo diretamente com
uma impressora a base de cera. Na terceira forma de fabricagdo abordada pelos autores, apds
a impressao os dispositivos foram levados a aquecimento e, devido a estrutura porosa do
papel, a cera pode penetrar no mesmo e formar microcanais com estrutura bem-definidas.

Essa estratégia simples, direta e de baixo custo proporcionou um aumento no uso
desses dispositivos na comunidade cientifica, popularizando e promovendo novas aplicagdes
(LU, R. et al., 2009; NOVIANA et al., 2021). Todavia, um dos principais problemas
relacionados a essa técnica de fabricacdo de dispositivos em papel € o fato de que a empresa
fabricante desse tipo de impressora descontinuou a sua fabricacdo em 2017 e, portanto,

menos trabalhos apresentando essa técnica de fabricagdo serdo publicados na literatura.
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2.1.3 Dispositivos de baixo custo baseados em papel

Um apropriado exemplo da aplicagdo de dispositivos de papel de baixo custo esta no
trabalho de (SILVA, G. O. DA; ARAUJO, DE; PAIXAO, 2018). Nesse trabalho, um papel
oficio convencional foi utilizado como substrato para a fabricacdo de dispositivos analiticos
do tipo spot test para a determinacdo de fenacetina, um firmaco com ag¢do antipirética e
analgésica, em amostras de cocaina apreendidas pela policia. A fenacetina ¢ comumente
utilizada por traficantes no preparo de cocaina para aumentar o lucro, visto que suas
propriedades apresentam efeitos farmacologicos similares as da cocaina. Desta forma, a
determina¢@o dos adulterantes utilizados na droga ¢ uma ferramenta forense importante, ja
que pode indicar a origem geografica dos materiais apreendidos.

A determinacgdo de fenacetina foi baseada na reagdo colorimétrica entre o analito e o
cromoéforo 1,2-naftoquinona-4-sulfonico (NQS). Nesta metodologia, a medida que a
concentragdo de fenacetina aumentava, a propor¢do de magenta medida também aumentava,
de forma que o dispositivo poderia ser utilizado como um sensor qualitativo e semi-
qualitativo. Em condi¢des otimizadas, a metodologia proposta possibilitou um limite de
detecgdo de 3,5 ng mL"! e foi utilizada para a determinagio do analito em amostras reais. A
metodologia proposta mostrou-se satisfatoria para a determinagdo de fenacetina, sendo os
resultados obtidos comparados com a metodologia padrdo de andlise (cromatografia a gas
com detector de ionizacdo de chama, GC-FID). Um resumo grafico do trabalho de Silva e
colaboradores pode ser encontrado na Figura 2 abaixo:

Figura 2- Resumo grafico do trabalho de Silva e colaboradores para a determinacio
colorimétrica de fenacetina.
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Fonte: Silva e colaboradores, 2018.
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De forma similar, o trabalho de Fernandes e colaboradores (2020)propds a fabricagao
e aplicacdo de um dispositivo baseado em papel, também do tipo spot test, para a
determinagdo de Cu?" em amostras de cachaga. A concentragdo maxima de Cu?* em cachagas
permitida pela Agéncia Brasileira de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é de 5 mg L! visto que
a presenca desse ion metalico pode ser danosa aos seres humanos devido a sua alta
toxicidade. Desta forma, o trabalho desenvolvido foi baseado na reacao de coordenagao entre
o analito e dietiltiocarbamato de sdédio (Na-DDTC), formando um produto amarelo-castanho,

conforme a Figura 3 abaixo:

Figura 3- Reacio para a formacdo do produto colorimétrico entre (NA-DDTC) e Cu** utilizado
por Fernandes e colaboradores.
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Fonte: Fernandes e colaboradores, 2020.

O sinal analitico foi obtido através de parametros derivados do RGB, de forma que a
determinag@o do analito em amostras reais mostrou-se satisfatoria quando comparada com a
metodologia de referéncia apresentada, baseada em Espectroscopia de Absor¢do Atomica de
Chama (FAAS). O método apresenta-se, portanto, como uma alternativa rapida, simples,
portatil e de baixo custo para a determinagdo de Cu?" em amostras de cachaga, possibilitando
uma avaliacdo quanto ao atendimento da legislagdo dessas amostras.

Esses dois trabalhos demonstram que uma das principais formas de aplicagdo de
dispositivos analiticos de baixo custo baseados em papel presentes na literatura consiste na
utilizagdo da deteccdo colorimétrica para gerar um sinal analitico mensuravel. A
possibilidade de diversas estratégias para a obtencao de cor nesses dispositivos faz com que
a utilizagdo da detecgdo colorimétrica seja bastante utilizada e versatil (MORBIOLI et al.,

2017).
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2.1.4 Deteccao colorimétrica em dispositivos baseados em papel

Colorimetria pode ser definida como uma técnica que detecta o analito através de
mudangas na coloracdo através de uma reacdo com um reagente especifico (YU, Jingjing et
al., 2019). A utilizacdo da cor e a sua intensidade como parametro relacionado a ocorréncia
de uma reagdo quimica tem sido abordada desde o século XIX. De fato, em 1838 o
pesquisador W. A. Lampadius estimou a quantidade de niquel e ferro em minérios de cobalto
utilizando uma comparagdo entre as amostras com cilindros cubicos que apresentavam
diferentes porcentagens desses metais. O desenvolvimento da Lei de Beer em 1852, do
colorimetro em 1853 e do fotdmetro em 1911 possibilitaram mais avangos no uso da cor para
aplicacdes voltadas a quimica (FERNANDES, Gabriel Martins ef al., 2020).

Desde entdo, novas técnicas e abordagens para a utilizagdo da cor tém sido
desenvolvidas para que métodos de analise possam ser elaborados, sobretudo na utilizagao
dessa técnica no desenvolvimento de dispositivos baseados em papel (FERNANDES,
Gabriel Martins et al., 2020; MORBIOLI et al., 2017).

Existem varias possibilidades para a geracdo de cor em dispositivos baseados em
papel. De acordo com (MORBIOLI et al., 2017), as principais formas de gerar cor nesses
dispositivos envolvem o uso de cromoéforos ou sistemas capazes de apresentar mudangas na
coloracdo através de uma determinada variagdo quimica. Assim, indicadores redox,
nanoparticulas, complexos, indicadores de pH e reagentes colorimétricos sdo comumente
utilizados para este fim. A Figura 4 mostra, em resumo, quais os principios na geracao de cor
em dispositivos baseados em papel. Tendo em vista que cada abordagem permite a detec¢ao
de diferentes analitos nas mais variadas matrizes, evidencia-se o potencial da deteccao
colorimétrica como uma ferramenta importante no desenvolvimento de novas metodologias

de analise.
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Figura 4 — Resumo das formas de geracio de cor em dispositivos baseados em papel.
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Fonte: Adaptado de Morbioli e colaboradores, 2017.

Um exemplo da utilizagdo de nanoparticulas em dispositivos baseados em papel esta
no trabalho de Huy e colaboradores (2020), presente na Figura 5. Neste trabalho os autores
desenvolveram uma metodologia colorimétrica para a determinagdo de tetraciclina a partir
de nanoparticulas de nitreto de carbono utilizando uma sintese fop-down usando folhas de
uma espécie de arvore nativa da China como material de partida e sintese hidrotermal. A
variacdo de cor observada no dispositivo foi utilizada como sinal analitico e imagens foram
capturadas utilizando um smartphone. Ap6s a otimizagdo dos pardmetros analiticos
avaliados, a metodologia apresentou faixa linear de 0,8 — 400 pM, limite de detec¢do de 120

nM e foi utilizada em amostras reais de camarao e agua de rio.
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Figura 5 - Resumo grafico do trabalho de Huy e colaboradores para a determinacio de
tetraciclina utilizando dispositivos baseados em papel.
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. Fonte: Huy e colaboradores, 2020.

2.1.5 Ranitidina

A ranitidina (Figura 6) ¢ um antagonista do receptor H» da histamina utilizado no
tratamento de ulcera gastroduodenal e doengas relacionadas, como refluxo gastroesofagico,
esofagite erosiva, gastrite e sindrome de Zollinger-Ellison (NOROUZI; GANIJALI
DANESHGAR, 2007; PAHWA et al., 2016).

Figura 6 - Estrutura da ranitidina
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Sua principal funcdo ¢ inibir a superprodugdo de 4cido gastrico devido ao seu efeito
na secre¢do de acido gastrico e, assim, reduzir a dor daqueles que fazem uso desse
medicamento. Introduzida no mercado farmacéutico em 1981 e listada pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS) como um dos medicamentos essenciais para uso no sistema basico
de satde, a ranitidina tem mercado global e estd disponivel comercialmente como a marca

Zantac e outras.
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A Tabela 2 abaixo mostra algumas das principais caracteristicas fisico-quimicas do

cloreto de ranitidina, principal forma comercial disponivel para a ranitidina:

Tabela 2 — Principais caracteristicas fisico-quimicas do cloreto de ranitidina.

Cloreto de ranitidina

Formula molecular C13H22N405S - HCI
Massa molar 350,86g mol!
Ponto de fusdo 69 —70°C

pKa 2,7¢8,2
Solubilidade Soluvel em H>O

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

2.1.5.1 Mecanismo de agdo e posologia

Em pacientes com doengas géastricas, depois da alimentagdo o hormonio gastrina
estimula a liberacdo de histamina, que entdo se liga a receptores H» e ativam a liberacdo de
excesso de secrecao gastrica. Quando a ranitidina ¢ utilizada, a secre¢ao gastrica ¢ diminuida
pois a ela liga-se reversivelmente aos receptores de histamina (receptores Hz). Este
procedimento leva a reducdo da secre¢@o de acido gastrico e promove um alivio nas dores
sentidas pelos pacientes (JOSEPH et al., 2019).

Para tanto, ha uma recomendac¢ao médica para o uso de duas doses de administragao
oral de 150mg ou uma dose unica de 300mg por dia. Além disso, cerca de 70% da ranitidina
¢ excretada na urina sem ser metabolizada e diversas metodologias analiticas foram
desenvolvidas para a determinagdo deste medicamento em formula¢des farmacéuticas e

fluidos bioldgicos tais como sangue e urina (GORE et al., 2011).

2.1.5.2 Estratégias para determinagdo da ranitidina

Sendo a ranitidina um dos medicamentos essenciais para o sistema basico de saude,
a literatura apresenta diversos trabalhos que propdem a determinacdo da ranitidina nas mais
diversas amostras. De fato, distintas estratégias podem ser observadas na Tabela 3 abaixo.
Apesar das diferencgas inerentes as técnicas utilizadas, alguns pontos sdo comuns nessas

metodologias.
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Uma das semelhancas estd na utilizagdo de técnicas de alto custo por analise.
Tomando como exemplo o trabalho de Kiszkiel-Taudul e Starczweska (2019), as autoras
utilizaram um tratamento de amostra com microextra¢gdo em gota unica (SDME) e uma
metodologia baseada em cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em
Tandem (LC-MS/MS). O uso de solventes e gases de alto custo juntamente com
equipamentos que demandam operadores com formagdo especifica e custos elevados de
operacdo e manutencdo fazem com que essa metodologia seja invidvel em regides com
poucos recursos ou operadores sem formagao especifica para os equipamentos utilizados.

Outro problema apresentado nessas metodologias € o tempo de analise e/ou preparo
dos sistemas. Como exemplo, o trabalho de Chen e colaboradores (2017) propde a
determinagdo de ranitidina via quimiluminescéncia utilizando quantum dots de carbono
dopado com nitrogénio e enxofre (N,S-CQDs). Apesar dessa metodologia apresentar um
material com rendimento quantico excelente (79%), o processo de sintese hidrotermal
demanda 13h, o que torna a metodologia invidvel para anélises rapidas. Além disso, apesar
dos baixos valores obtidos para os limites de deteccdo e quantificacdo, os autores apenas
utilizaram o método proposto para determinagdo de ranitidina em amostras farmacéuticas.

Desta forma, evidencia-se que na literatura ha um vacuo de trabalhos que demonstrem
metodologias simples, rdpidas e de baixo custo para a determinacdo de ranitidina. O
desenvolvimento dessas metodologias torna-se ainda mais necessario visto que em varias
regides do mundo hd uma escassez de recursos e material humano treinado para a

determinagdo de farmacos de interesse da sociedade.



Tabela 3 — Principais estratégias utilizadas para a determinacio de ranitidina em diferentes matrizes.
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TIPO DE

ARTIGO TECNICA LOD FAIXA LINEAR AMOSTRA REFERENCIA
Single drop microextraction coupled with liquid
chromatography-tandem ) Cr.omatograﬁa
mass spectrometry (SDME-LC-MS/MS) for liquida acoplada a _ A (KISZKIEL-TAUDUL;
determination of ranitidine in espectrometria de 94 M 28 nM =15 uM Agua STARCZEWSKA, 2019)
water samples masas en tandem
Highly luminescent S,N co-doped carbon quantum
dots sensitized chemiluminescence on luminol— Quimiluminescéncia 0,12 pg ml™ 0,5—50 pg ml" Céapsulas (CHEN, Jianqiu et al., 2017)
H,0O, system for the determination of ranitidine
Amosiss  (KISZIEL TAUDUL
determination of ranitidine in water samples and uv Lo uM 3-50uM farmaceuticas e STARCZEWSKA,
: \ P de 4gua JABLONSKA, 2020)

pharmaceutical preparations
A novel method for ranitidine hydrochloride
determination in aqueous solution based on
fluorescence quenchlng of functionalised CdS QDs e 1,08 pmol L! 1,42 421715 pmol Arno?trgS (GORE et al., 2011)
through photoinduced charge transfer process: L farmacéuticas
Spectroscopic approach
Electrochemical oxidation of ranitidine at
poly(doparnlne.) modlﬁe.d cgrbqn paste electro'de: Eletroqulm}ca 1.9 x | Arnczstr'as (TALAY PINAR: YARDIM:
Its voltammetric determination in pharmaceutical (Voltametria) s 0,1 -7,5 umol L farmacéuticas e -

: . 10 °M . SENTURK, 2018)
and biological samples based on the enhancement urina humana
effect of anionic surfactant
Modified Au nanoparticles-imprinted sol-gel,
multiwall carbon nanotubes pencil graphite Eletroquimica 1 B . . (REZAEIL; LOTFI-
electrode used as a sensor for ranitidine (Voltametria) 0,02 pmol L= 0,05-2,0 pmol L™= Urina humana  pyp 1oy A NT. ENSAFI, 2014)

determination

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021
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2.1.6 NBD-CI

NBD-CI (4-cloro-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol) ¢ um agente derivatizante comumente
utilizado para a determinacdo de aminas alifaticas primdrias ou secundarias de baixo peso
molecular. Por ser considerado um agente derivatizante de baixo custo (Tabela 4), quando
comparado com outros agentes derivatizantes para aminas tais como ninhidrina, ortoftaldeido
e NBD-F, diversos trabalhos presentes na literatura utilizam esta sonda para a determinagao de
aminas (ZACHARIS et al., 2011). Entretanto, um ponto negativo na utilizagdo do NBD-CI ¢ a
sua baixa reatividade quando comparado com outros agentes derivatizantes, em especial o

NBD-F (ELBASHIR; SULIMAN; ABOUL-ENEIN, 2011).

Tabela 4 — Custo dos principais agentes derivatizantes para a determinacio de aminas alifaticas
primarias ou secundarias

Agente derivatizante Custo (€/mg)*
Ortoftaldeido 0,15
Naftaleno-2,3-dicarboxaldeido (NDA) 0,84
1,2-naftoquinona-sulfonico (NQS) 0,02

4-fluor-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol 7,9

4-cloro-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol 0,01

*= custo em 2011.

Fonte: Adaptado de Zacharis e colaboradores, 2011

Um exemplo da aplicacdo do NBD-CI na determinacdo de aminas secundarias estd no
trabalho de (OMAR; HAMMAD; AWAD, 2017). Neste trabalho, o NBD-CI foi utilizado no
desenvolvimento de uma metodologia espectrofluorimétrica para a determinacio de xinafoato
de salmeterol (SAL), um broncodilatador utilizado no tratamento de doencas como asma ¢
doenga pulmonar obstrutiva cronica. Desta forma, baseado na reagdo de substitui¢dao
nucleofilica entre 0 NBD-Cl e o SAL, o método proposto foi utilizado para a determinagdo do
farmaco em amostras de plasma humano. Como principais vantagens referentes ao método, os
autores reportaram a simplicidade e rapidez das analises, além da possibilidade de determinacgao
do SAL mesmo na presenca de produtos de degradacao.

Assim, o presente trabalho visa o desenvolvimento de uma metodologia que possa aliar
a praticidade, facilidade de operacgdo e portabilidade dos dispositivos baseados em papel com
as caracteristicas apresentadas para o NBD-Cl para a determinagao colorimétrica de ranitidina

em amostras farmacéuticas.
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2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo Geral

Desenvolver metodologia analitica de baixo custo utilizando PADs (Paper-Based Analytical
Devices) na reagao colorimétrica entre ranitidina e NBD-CI para a determinagao desse farmaco

em amostras farmacéuticas.

2.2.2  Objetivos Especificos

(] Avaliar a influéncia da concentracdo e do volume de NBD-CI utilizado na
metodologia proposta;

[J Avaliar a influéncia da temperatura na reacdo entre ranitidina e NDB-Cl e avaliar
a cinética da reagao;

[] Determinar a razdo EtOH/H>O ideal na solugdo de NBD-Cl;

(] Avaliar a influéncia de CTAB na geracdo do produto colorimétrico na
metodologia proposta;

[J Realizar método de Job para determinac¢do da estequiometria da reacao;

[J  Avaliar parametros analiticos relacionados ao pH, tais como pH ideal para a
reacdo, tipo de sistema tampao e concentragao do sistema tampao;

(] Avaliar possiveis interferentes ao método proposto com base nas amostras
utilizadas;

[] Obter as principais figuras de mérito referentes ao método, tais como faixa
linear, limite de quantificagdo e detec¢ao, RSD, entre outros;

[J Aplicar a metodologia proposta na determinacao de ranitidina em farmacos para
aplicagcdo humana e animal,

'] Comparar os dados obtidos com a metodologia de referéncia para determinagdo
de ranitidina;

(] Avaliar possiveis mudangas morfologicas na estrutura do papel através de

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).
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23 Procedimento experimental
2.3.1 Equipamentos utilizados

Para as medi¢cdes das massas dos reagentes utilizou-se balanga analitica eletronica
Shimadzu modelo ATY?224 com precisdo de 0,1 mg. Para as medidas e ajustes de pH, utilizou-
se um eletrodo combinado de vidro associado ao potencidometro QUIMIS, (Q400mt, Brasil).
Eventualmente, a solubilizacdo completa de alguns reagentes foi efetuada utilizando banho
ultrassom da Cristéfoli Equipamentos de Biosseguranca LTDA (USC070236). Medidas
espectrofotométricas foram realizadas utilizando um espectrofotdmetro de varredura com feixe
duplo (Agilent, modelo HP 8453) equipado com cubetas de quartzo de 10mm de caminho
optico. A andlise de dados foi realizada a partir dos graficos obtidos utilizando o software Origin

8.0.
2.3.2 Reagentes e solugdes

Os reagentes utilizados nos experimentos foram de grau analitico de pureza, ndo sendo
necessaria qualquer purifica¢do adicional, sendo provenientes da Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, EUA), Vetec Quimica (Vetec Quimica Fina Ltda, Duque de Caxias, RJ, BR) Merck (Sao
Paulo, SP, BR) e Dindmica Quimica (Indaiatuba, SP, BR). As solucdes foram preparadas com
agua ultrapura (condutividade elétrica < 0,1 IS cm™') e resistividade especifica de 18,2 MQ cm
obtida a partir do purificador Milli-Q® (Millipore, Bedford, MA, USA). Diluigdes subsequentes

das solugdes foram efetuadas quando necessarias.

2.3.3 Fabricacdo dos dispositivos baseados em papel

Os dispositivos analiticos baseados em papel foram desenhados usando o software
Adobe Illustrator® para gerar um layout de spot fest de 5 mm de didmetro e impressos em uma
impressora de cera Xerox ColorQube® (Xerox, Norwalk, CT) usando papel de filtro como
substrato. O papel filtro foi previamente cortado para obter-se uma folha com o tamanho A4
(297 x 210 mm). Um procedimento de aquecimento foi utilizado nos dispositivos em uma chapa
térmica a 120 °C por 2 minutos, para permitir que a cera derretesse e criasse barreiras
hidrofobicas. Para evitar vazamento e contaminacdo da solugdo, uma fita adesiva foi colocada

na parte inferior dos spots test.



2.3.4 Procedimento para determinacao de ranitidina

Sob condi¢des otimizadas, o procedimento de determinagdo de ranitidina foi realizado
da seguinte forma: 0,8 uL da solugdo de NBD-CI (20 mM, solucdo de etanol) foi aplicada no
spot test e deixado secar por 5 min. Em seguida, 1,0 uL de solucdo de ranitidina (concentragdes
entre 0,2-1,5 mmol L) foi pipetado no spot test € o dispositivo baseado em papel foi colocado
em uma estufa a 70 © C por Smin. A detec¢ao colorimétrica foi realizada utilizando uma scanner
Samsung Xpress M2070W para a aquisi¢do de imagens e resolu¢do de 600 dpi. A intensidade
do sistema RGB (Red, Green, Blue) foi analisada com o software Corel Draw x7 e aplicada

para quantificar os parametros analiticos de intensidade de cor. Um resumo grafico para o

procedimento de determinacao da ranitidina pode ser observado na Figura 7 abaixo:

Figura 7 - Resumo grafico do procedimento para a determinacio de ranitidina em amostras

farmacéuticas de acordo com o método proposto.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

A otimizagdo da metodologia proposta foi realizada utilizando a inclinagdo da curva de
calibracdo (sensibilidade analitica) como principal pardmetro de comparacdo das condigdes

avaliadas. Eventualmente, outros parametros analiticos como sinal do branco, faixa linear e

-
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limites de detecc¢do e quantificacdo foram utilizados como ferramentas avaliacdo das condigdes
experimentais no desenvolvimento da metodologia proposta. Uma vez que a intensidade de cor
no sistema RGB ¢ inversamente proporcional a concentra¢do (ou seja, um dispositivo com
coloracdo mais intensa apresenta valor d¢ RGB menor), uma normalizacdo da intensidade de
cor foi realizada a fim de obter-se uma relagdo diretamente proporcional entre o sinal analitico
e a concentracdo de ranitidina. Assim, a Equagdo 1 apresenta a equagdo utilizada para a

avaliacdo dos parametros analiticos:

Mb_ Mr ~
M = aCranitidina T b Equagéo 1
b
Onde Mb e Mr sdo, respectivamente, o valor de RGB (média de pixels) na auséncia e
presenca de ranitidina, Cranitisina € @ concentracdo de ranitidina e a e b sdo a sensibilidade

analitica e o coeficiente linear, respectivamente.
2.3.5 Ensaio de interferentes

A avaliacdo dos possiveis interferentes ao método proposto foi realizada utilizando
como base espécies comumente utilizadas como excipientes para farmacos. O ensaio foi
realizado na auséncia e na presenga de raniditina (0,8, mol L'"). Os interferentes, por sua vez,

foram avaliados numa concentracdo minima 10 vezes superior a concentracdo de ranitidina.
2.3.6 Figuras de mérito

Para o célculo dos parametros das figuras de mérito, uma curva analitica utilizando o
método proposto foi realizada tendo concentracdo de NBD-Cl de 20mM e diferentes
concentragdes de ranitidina em tampao fosfato 30mM. Nesta etapa, os parametros avaliados
foram LOD (limite de detec¢ao), LOQ (limite de quantificacdo) e RSD (desvio padrao relativo).
Os calculos relativos aos limites de detec¢do (36) e de quantificagdo (10c) foram realizados de

acordo com as Equacdes 2 e 3:

LOD = Cprgnco — 3Sb/ac Equagéo 2
LOQ = Cpranco — 10sb/ac Equagao 3
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Onde Coranco = concentragao relativa ao sinal do branco, sb equivale ao desvio padrdo
do branco analitico (n = 10), enquanto a. corresponde ao coeficiente angular da curva analitica

empregada. O desvio padrdo relativo (RSD) foi calculado de acordo com a Equacgao 4:

RSD = (sp/xp) x 100 Equagao 4

Onde sp equivale ao desvio padrdo referente a um determinado padrdo analitico de
ranitidina dentro da faixa linear e xp corresponde ao valor médio encontrado para este padrao

(n=10).
2.3.7 Ensaio de recuperagdo com amostras farmacéuticas de ranitidina

O método proposto foi utilizado para a determinacdo de ranitidina em amostras
farmacéuticas. Foram usadas duas amostras diferentes de ranitidina: A primeira amostra foi
obtida em farmacia de manipulagdo localizado na cidade de Macei6 e com 150mg de ranitidina
por capsula, além de excipientes. A segunda amostra utilizada foi obtida em pet shop também
localizado na cidade de Maceid e estd comercialmente disponivel com o nome Coveli Ranivet.
Este medicamento, utilizado no combate a secre¢do gastrica de caes, apresenta 80mg de
ranitidina por comprimido, além de excipientes.

As amostras foram solubilizadas em tampao e submetidas a filtracdo, sem a necessidade
de procedimentos adicionais de preparo de amostra. Seguidamente, padrdes de ranitidina foram
adicionados as amostras e medi¢des colorimétricas foram realizadas de acordo com o método

proposto.
2.3.8 Microscopia Eletronica de Varredura

A estrutura e morfologia dos dispositivos baseados em papel foi avaliada. Para tanto,
um Microscopio Eletronico de Varredura foi utilizado. Assim, a morfologia do dispositivo na
presencga do surfactante brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB) e auséncia e na presenga de
ranitidina foi investigada, com base em metodologia previamente descrita na literatura
(OLIVEIRA, Y. M., 2018). Neste procedimento, as micrografias foram obtidas utilizando um
microscopio eletronico de varredura Shimadzu VEGA3, com detectores de elétrons secundarios
(SE) a fim de se avaliar mudangas estruturais ¢ morfoldgicas presentes nos dispositivos na
presenga das substancias utilizadas para a determinagdo de ranitidina no método proposto.

Assim, as amostras foram metalizadas com ouro utilizando um sistema de revestimento
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(Quorum Technologies LTD, modelo Q150R), sob corrente de 10 mA por 8 minutos. Na

sequéncia, as amostras foram micrografadas e analisadas.

2.4  Resultados e discussoes
2.4.1 Concentragao ¢ volume de NBD-Cl

A avalia¢do da concentragdo e o volume de NBD-Cl é um pardmetro importante a ser
otimizado visto que norteia as avaliagdes subsequentes para a metodologia proposta. Para tanto,
uma concentragdo de ranitidina foi mantida fixa (2mM, 0,5 pL) e foram definidas quatro
concentragdes de NBD-CI (5,0, 10,0 15,0 e 20,0 mM) e quatro volumes (0,5, 0,8, 1,0 e 1,2 puL),
conforme a Figura 8 abaixo.

Figura 8- Resultados obtidos para a avaliacdo da concentracio e volume de NBD-Cl para o
método proposto. n=3.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

As concentragdes foram definidas levando em considera¢do que um excesso de NBD-Cl
em relagdo a ranitidina seria necessario para garantir que toda ranitidina pudesse reagir para a

formag¢do do produto colorimétrico. Em relagdo aos volumes de NBD-CI avaliados, foi
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observado que volumes superiores a 1,2 uL levavam ao vazamento da solugdo no reservatorio,
o que impede a analise de forma efetiva. Por outro lado, concentragdes maiores levaram a uma
maior cor nos dispositivos, o que ¢ um fator positivo. Desta forma, a concentragdo de 20mM

com um volume de 0,8 uL foi definida como a ideal para os experimentos subsequentes.

2.4.2 Avaliagdo da razdo EtOH/H>O na solugdo de NBD-Cl

Também foi avaliada a presenga ou ndo de 4gua na solu¢do de NBD-CI. Para tanto,
diversas proporc¢des de dgua na solu¢do com etanol foram avaliadas. Os resultados obtidos
indicam que a presenca de agua dificulta a geracdo de cor no sistema, o que pode estar
relacionado com o fato do NBD-CI apresentar baixa solubilidade em agua (Figura 9). Desta
forma, a solu¢do de NBD-Cl foi preparada utilizando apenas etanol para a solubilizacao.

Figura 9- Avaliacao da influéncia da presenca de agua na solucio de NBD-Cl. n=3.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
2.4.3 Efeito da temperatura

Tendo a concentragdo e o volume de NBD-Cl sidos otimizados anteriormente, o efeito da
temperatura foi investigado. Essa avaliagdo ¢ importante pois como a metodologia proposta

baseia-se na reagdo entre ranitidina e NBD-CI em aquecimento, a temperatura em que essa
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reacdo ocorre ¢ determinante para a geragdo de cor no dispositivo. Assim, o experimento foi
realizado utilizando solugdes de ranitidina em tampao Britton-Robison (pH 8,0) em dispositivo
com spots individuais, e a média de pixels foi utilizada como pardmetro de comparagdo entre

os dados obtidos (Figura 10).

Figura 10 - Avaliacio da influéncia da temperatura para a geracio do produto colorimétrico
entre ranitidina e NBD-Cl. n=3.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Com base no perfil apresentado no grafico acima, observa-se que com a temperatura de
70°C apresentou a maior média de pixels enquanto a temperatura de 80°C apresentou a menor
média de pixels. Como uma menor intensidade de pixels indica uma colora¢ao mais forte, tem-
se que a temperatura de 80°C proporcionou uma maior intensidade de cor, o que possibilita a
detec¢do de concentracdes menores (menor limite de detec¢do e quantificacdo). Entretanto,
verificou-se também que o0s spots para esta temperatura tiveram os seus tamanhos diminuidos
drasticamente, um efeito direto da temperatura na cera (Figura 11) Desta forma, apesar de
apresentar maior coloragdo, esta temperatura ndo pode ser utilizada. Quando comparadas as

duas outras temperaturas, verifica-se que a diferenga entre ambas ¢ relativamente pequena.
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Desta forma, a temperatura de 70°C foi escolhida como a ideal para a realizagdo dos
experimentos subsequentes.

Figura 11 - Imagens dos dispositivos utilizados na avaliacio da temperatura. Temperaturas
superiores a 80°C levam a uma diminui¢cdo do tamanho dos spot tests, inviabilizando o uso.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

2.4.4 Teste de estabilidade da cor

A estabilidade da cor gerada nos dispositivos foi avaliada. Assim, mantendo fixa uma
concentragdo de ranitidina (1mM) e utilizando os parametros otimizados nas etapas anteriores,
a intensidade de pixels foi utilizada como pardmetro analitico para comparar os dados obtidos
(Figura 12).

Figura 12 - Grifico com os resultados obtidos para o teste de variacio da cor ao longo do tempo.
O inset mostra a variacao da cor do dispositivo no intervalo de 1h. n=3.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.



44

Medicdes foram efetuadas inicialmente de 10 em 10 minutos e apds a primeira hora, as
medigdes foram efetuadas em intervalos de 60min, com uma duragdo total do experimento de
6 horas. Evidencia-se pelo grafico que nos primeiros 60 minutos a cor obtida nos dispositivos
ndo apresenta alteracdo expressiva, com variagdo de apenas 5% nesse intervalo de tempo.
Todavia, quando o intervalo de tempo ¢ superior a 1 hora, a varia¢do da intensidade de cor
torna-se maior, com aproximadamente 15% de diferenga em relagdo a medicdo inicial e o
dispositivo apresenta uma colora¢do mais alaranjada. Sendo assim, para padronizar a medi¢ao
de cor e evitar possiveis erros definiu-se o tempo para medi¢do da cor dos dispositivos em
15min. Este tempo possibilita a andlise e avaliacdo dos dispositivos sem comprometer a
frequéncia analitica, o que ¢ um parametro importante para dispositivos baseados em papel.
Nao obstante, a utilizacdo de estratégias para melhorar a estabilidade e homogeneidade da cor

dos PADs foram realizadas na etapa subsequente da otimiza¢cao do método proposto.

2.4.5 Avaliacao da influéncia do CTAB

Tensoativos sdo bastante utilizados em quimica analitica devido a possibilidade de
modificar o meio reacional e melhorar tanto a sensibilidade quando a seletividade analitica
(JUNIOR, 2019). Entre esses tensoativos, destaca-se o brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB),
um tensoativo catidnico que ¢ constantemente utilizado em aplicagdes em eletroforese capilar
e sistemas microfluidicos, por facilitar a separacdo de analitos (MANIASSO, 2001;
TAVARES, 1996).

No desenvolvimento de metodologias colorimétricas baseadas em dispositivos de papel
o CTAB também apresenta papel importante na estabilidade e homogeneidade da cor. (SILVA,
G. 0.DA; ARAUIJO, DE; PAIXAO, 2018) utilizaram CTAB para aprimorar a resposta analitica
do sistema desenvolvido para a determinacdo de fenacetina. Os autores reportaram que a
formacao de micelas no meio reacional proporcionou uma melhor intensidade na cor.

Baseado nessa estratégia, CTAB foi avaliado neste trabalho para verificar se uma
melhoria significativa na intensidade de cor pudesse ser observada na presenca desse tensoativo
cationico. Para tanto, trés diferentes concentracdes de CTAB (100 uM, 200 uM e 1000 uM)
foram adicionadas ao meio reacional e curvas analiticas foram construidas para avaliar a

influéncia desse composto. (Figura 13).
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Figura 13- Grafico com os resultados referentes a avaliacio da influéncia de CTAB na
determinacao de ranitidina utilizando NBD-CI como sonda colorimétrica. n=3.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Como pode ser observado no grafico acima, a presenca de CTAB no meio reacional ndo
proporcionou um ganho significativo na inclinagdo das curvas analiticas quando comparado
com a curva de referéncia e, por conseguinte, na sensibilidade analitica. Desta forma, optou-se
por ndo utilizar CTAB no meio reacional ja que pouco ganho na sensibilidade seria alcangado

com a inclusdo do tensoativo catidnico no sistema.
2.4.6 Otimizagao do pH e do sistema tampao

No desenvolvimento de metodologias analiticas um dos pontos principais de otimizagao
¢ o pH e o sistema tampao. Esses parametros definem pontos importantes como a seletividade

de sistemas e permitem a adequacao e aplicagdo dessas metodologias em sistemas reais.
2.4.6.1 Avaliagdo do pH

O efeito do pH ¢ um parametro crucial e foi avaliada para este trabalho. Para tanto,

tampao Britton-Robinson (solu¢do equimolar de HAc, H3PO4, HBO3; 0,1M); foi utilizado na
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faixa de pH entre 2-8. Os resultados sugerem que a resposta analitica ¢ dependente do pH. Em
baixos valores de pH (2,0 e 4,0), a reposta obtida ¢ negligenciavel para todas as concentragdes
(Figura 15), tendo em vista que o analito apresenta-se com a amina secunddria majoritariamente
protonada, o que pode ser observado no grafico presente na Figura 15 (DUMANOVIC et al.,
1997).

Figura 14- Grafico das distribuicées das espécies de ranitidina em fun¢do do pH. H>A representa
a espécie totalmente associada, HA representa a espécie parcialmente dissociada e A representa
a espécie totalmente dissociada.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Com o aumento do pH, a espécie com a amina secundaria desprotonada torna-se
majoritaria e a reagdo com o NBD-CI ¢ facilitada. Por outro lado, o aumento do pH para valores
maiores que 8 pode levar a hidrolise do NDB-CI com a formacdo de NBD-OH, o que diminui
o sinal analitico (EL-EMAM et al., 2004; OMAR; HAMMAD; AWAD, 2017). Desta forma,

pH 8 foi escolhido como pH 6timo para analise.
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Figura 15- Grafico com os resultados obtidos para a avaliacdo do pH do meio reacional para o
método proposto.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

2.4.6.2 Avaliagdo do tipo de tampdo

Sendo o valor 6timo de pH previamente definido utilizando sistema tampao Britton-
Robinson na etapa anterior, a avaliacdo do sistema tampao foi realizada. Esta avaliagdo foi
realizada tomando como base dois fatores principais: A faixa tamponante do sistema avaliado
e auséncia de grupamentos amino na estrutura da molécula. Assim, curvas analiticas foram
construidas e os principais parametros obtidos a partir delas foram analisados. Com base nas
caracteristicas necessdrias, os seguintes sistemas tamponantes presentes na Tabela 5 foram

avaliados:
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Tabela 5- Faixa tamponante dos sistemas avaliados para o método proposto.

Sistema Faixa tamponante

HEPES 6,8 — 8,2
Tampao Borato 8,0-10,0
Tampao fosfato 6,282

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Tendo como base os sistemas tampao com faixa tamponante coincidente com o valor de
pH selecionado na etapa anterior, o estudo do tampao foi realizado. Para tanto, alguns
parametros analiticos foram utilizados para a comparagdo dos sistemas, conforme a Tabela 6
abaixo:

Tabela 6 - Resultados obtidos para a avaliacdo do sistema tampao para o método proposto.

[Mb-Mp]/Mb= aCranitigina + b

Faixa linear (mmol L) Sinal do branco
a b (x100) r
HEPES 0,2-3,0 246,22 41,85+ 1,48 -0,079 £2,29 0,9975
Borato 0,8-5,0 248,87 26,72 + 1,72 -0,184 + 0,461 0,9938
Fosfato 0,2-2,0 235,26 68,25 + 3,35 -0,069 + 0,328 0,9964

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Tendo em vista os resultados obtidos, o tampao fosfato foi selecionado como sistema a
ser utilizado para a metodologia proposta. Em termos de coeficiente de correlagao (r), todos os
sistemas apresentaram valores satisfatorios, assim como o sinal do branco analitico. O principal
parametro que difere os trés sistemas &, portanto, a sensibilidade analitica (Figura 16). O sistema
tampao fosfato possui uma sensibilidade cerca de 38% maior quando comparado ao tampao
HEPES e 60% maior do que o sistema tampao borato. Uma possivel explicacdo para a maior
sensibilidade do tampdo fosfato frente os outros sistemas pode estar ligada a uma maior
interagdo eletrostatica entre o produto da rea¢do da ranitidina com o NBD-CI com o tampao
fosfato, garantindo assim uma maior estabilidade e intensidade da cor gerada. Esse pardmetro
também reverbera na comparacdo das faixas lineares dos sistemas avaliados, onde o tampao
fosfato apresenta a menor faixa linear. Deste modo, o tampao fosfato foi escolhido como o

sistema tamponante ideal para a metodologia proposta.
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Figura 16 - Sensibilidade analitica em funcio dos sistemas tamponantes avaliados para o método
proposto. n=3.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

2.4.6.3 Avaliag¢do da concentragdo do tampdo

Tendo o tampdo fosfato sendo selecionado na etapa anterior de otimizacdo, a
concentragdo dele foi averiguada. Para tanto, 5 diferentes concentragdes foram avaliadas. Como
a concentracdo do tampao esta diretamente ligada a forga idnica do meio, temos que esse
experimento possibilita tanto a otimiza¢do da concentragdo quanto a influéncia da forga i6nica
para a determinacdo da ranitidina. Assim, os resultados obtidos estdo presentes no grafico
abaixo (Figura 17):

Com base no grafico, pode-se observar que o aumento da concentracdo do tampao leva a
um concomitante aumento da intensidade de cor medida, até a obtencdo de um patamar a partir
de 30mM. Assim, pode-se inferir que o aumento da for¢a idnica do meio leva a um aumento da
sensibilidade da metodologia proposta. Como hd uma diferenca minima no que tange a
sensibilidade obtida quando a concentragdo do tampao ¢ 30mM ou 40mM, a concentracdo de

30mM foi escolhida como ideal devido ao menor desvio-padrao obtido nas medigdes.
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Figura 17 - Grafico com os resultados obtidos para a avaliacdo da concentraciio do tampao
fosfato utilizado na metodologia proposta. n=3.
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Elaborado pelo autor, 2021.

2.4.7 Ensaio de interferentes

Inicialmente, uma série de possiveis interferentes (microcelulose cristalina, estearato de
magnésio e didxido de silicio) foram avaliados. Entretanto, esses compostos ndo sdo soluveis
de forma satisfatoria no meio reacional utilizado no método proposto. Assim, outros
excipientes foram avaliados (Tabela 7), levando em consideragdo a sua solubilidade em agua.
Os interferentes foram avaliados tanto na auséncia quanto na presen¢a de ranitidina, sendo

utilizada uma concentragdo 0,8 mmol L para esta avaliagdo.

Tabela 7 - Espécies avaliadas como possiveis interferentes ao método proposto.

Interferente Concentracio avaliada
Lactose 8§ mM
Dextrose 20 mM
Acido Citrico 10 mM
PEG400 8 mM
Amido 2000 mg L™

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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Com base nos resultados (Figura 18), evidencia-se que a interferéncia das espécies para
o método proposto foi relativamente baixa, com valores de RGB (intensidade de pixels) na faixa
de 99,09 — 106,00 % com relagdo aos valores tomados como referéncia na auséncia e presenca
de ranitidina. Desta forma, tem-se que a metodologia proposta apresenta baixa interferéncia
com relacdo aos excipientes comumente utilizados em formulacdes farmacéuticas, fato este que

¢ corroborado pelos resultados obtidos no ensaio com amostras reais.

Figura 18 - Resultados obtidos para a avaliacio de possiveis interferentes ao método proposto na
auséncia e na presenca de ranitidina. n=3.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
2.4.8 Figuras de mérito e curva analitica

Como a concentragdo de ranitidina estd diretamente relacionada a cor gerada pelo
método proposto, foram estabelecidas as figuras de mérito (Figura 2A). Em condigdes 6timas,
o método proposto apresenta uma faixa linear de 0,2 - 1,5 mmol L', correspondendo a equagédo
[(M-M,)/M, 1=43,04(£1,28)Canitidina-9-48x 107" (15,52x10'8) ¢ coeficiente de correlagao
linear r = 0,9982. O método proposto € preciso, visto que o limite de detec¢do encontrado foi

de 84,6 uM e o desvio padrdo relativo (RSD) foi calculado como 0,91% e 2,49% para
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concentragdes de ranitidina de 0,2 e 1,0 mM, respectivamente. A curva analitica construida para

a metodologia proposta estd presente na Figura 19 abaixo:

Figura 19 - Curva analitica otimizada para a determinacfo de ranitidina, de acordo com o
método proposto com n=3.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

2.4.9 Analise de amostras reais

A andlise de amostras reais ¢ etapa importante no desenvolvimento de metodologias
analiticas alternativas, como a metodologia presente nesse trabalho. Desta forma, essa etapa
inclui tanto ensaios de recuperagdo quanto a comparag¢do dos resultados obtidos tanto pela

metodologia proposta quanto pela metodologia de referéncia.
2.4.9.1 Ensaio de recuperagao

O ensaio de recuperagdo ¢ uma ferramenta comumente utilizada para a validagdo de
metodologias analiticas e possibilita o entendimento sobre o efeito da matriz nas amostras. Os
dados referentes ao ensaio de interferentes obtidos na etapa anterior evidenciam que as espécies

avaliadas tém pouca ou nenhuma interferéncia no sinal analitico mensurado. Este
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comportamento, de fato, foi observado para o sistema proposto. De acordo com os dados

presentes na Tabela 8, t€ém-se que as recuperagdes medidas foram satisfatdrias.

Tabela 8 - Resultados obtidos no teste recuperacio utilizando a metodologia proposta para a
determinacgao de ranitidina em amostras farmacéuticas. n=3.

Ranitidina (mmol L") Recuperacio
Amostra adicionado recuperado (%)

0,0 0,22 £ 0,0009 -
Ranivet 0,2 0,40 £ 0,0033 94,65

0,4 0,57 +0,0058 90,90

0,6 0,82 +0,0101 99,95

0,0 0,58 +0,0019 -
Capsula 0,2 0,74 £0,0019 94,09

0,4 0,92 +0,0045 93,91

0,6 1,29 + 0,0049 109,27

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Para o Ranivet, as porcentagens de recuperagdo variaram entre 90,90 e 99,95%. Para o
medicamento em capsula obtido em farmacia de manipulacdo, as recuperagdes variaram entre
93,91 e 109,27%. Considerando que uma variacao de +10% ¢ tida como razoavel (VAZ et al.,
2017), os dados obtidos estdo de acordo com outros trabalhos presentes na literatura e
evidenciam que a metodologia proposta ¢ aplicavel para a determinagdo de ranitidina em

amostras farmacéuticas.
2.4.9.2 Comparagdo com a metodologia de referéncia

O método proposto foi usado para determinar ranitidina em formulagdes farmacéuticas
e comparado com a metodologia de referéncia baseada em HPLC-UV, com deteccdo em
230nm. Assim, amostras com diferentes niveis de ranitidina foram preparadas utilizando a
metodologia de (NOROUZI; GANJALI; DANESHGAR, 2007). A metodologia de referéncia
apresentou tempo de reten¢do de 3,5 minutos (Figura 20), faixa linear de 10 — 80 mg L', r=

0,99998 ¢ limite de detecgdo de 3 mg L.
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Figura 20 - Cromatograma obtido a partir da metodologia de referéncia para a determinacio de
ranitidina.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

A Tabela 9 mostra os resultados obtidos pelo nosso método proposto, o que revela boa
consisténcia com a metodologia de HPLC utilizada para comparar os resultados e demonstra
ser uma alternativa atraente a determinagdo de ranitidina em amostras farmacéuticas. Além
disso, os resultados mostram que os PADs obtiveram resultados ndo estatisticamente diferentes
dos obtidos pela metodologia de referéncia, com base no teste t com nivel de confianga de 95%
(Tabela 10).

Assim, a comparagdo dos dados obtidos para o comprimido ranivet pode ser realizada
através da aplicac@o do teste t para médias independentes. Desta forma, obtemos:

Tabela 9- Dados estatisticos obtidos pela metodologia de referéncia e a metodologia proposta
para a amostra de Ranivet.

g Desvio-

" AR Padriao

Metodologia de referéncia (HPLC-UV) 3 8,12848 0,03542
Metodologia proposta 3 8,05589 0,03172

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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Tabela 10 - Teste t para médias independentes utilizado para comparar estatisticamente os
resultados obtidos pela metodologia proposta e a metodologia de referéncia para a amostra de
Ranivet.

T estatistico Graus de liberdade Prob>|t|
2,64416 4 0,1566
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Como o valor da probabilidade calculada ¢ maior do que p (0,05), temos que a hipdtese
nula ¢é aceita, ou seja, a um nivel de confianga de 95% os dados obtidos pela metodologia de
referéncia e a metodologia proposta ndo diferem estatisticamente.

Desta maneira, evidencia-se que a metodologia proposta pode ser utilizada para a
determinagdo de ranitidina. Vale lembrar que a metodologia proposta apresenta menor tempo
de analise e menor consumo de reagente do que outros métodos analiticos, o que a torna atrativa

para a determinacao de ranitidina em amostras farmaceéuticas.
2.4.10 Caracterizagao dos dispositivos baseados em papel

A caracterizagdo dos dispositivos baseados em papel ¢ uma etapa importante, visto que
permite uma maior elucidacdo dos processos quimicos e fisicos que ocorrem na reagdo entre
NBD-CI e a ranitidina. Assim, duas metodologias de caracterizagdo foram utilizadas neste
trabalho e sdo discutidas a seguir.

2.4.10.1 Meétodo de Job e mecanismo proposto

O método de Job (também conhecido como método da variagdo continua) ¢ uma
ferramenta utilizada na determinacdo da estequiometria de reagentes dentro de um equilibrio
quimico. Comumente utilizado na determinacao das proporgdes estequiométricas na formagao
de complexos, essa metodologia permite uma compreensdo simples acerca da estequiometria
de reacdes (OLSON; BUHLMANN, 2011). Sendo assim, a Figura 21 abaixo mostra os
resultados obtidos para a avalia¢do entre ranitidina e NBD-Cl a fim de elucidar a estequiometria
do composto formado entre os dois reagentes. Esta avaliacdo foi realizada utilizando a absor¢ao
em 474nm como parametro de comparagdo entre as diferentes propor¢des entre ranitidina e

NBD-CL
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Figura 21 - Grifico de Job para ranitidina e NBD-CI.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Assim, com base no perfil apresentado, a estequiometria do composto formado entre
ranitidina e NBD-CI ¢ de 1:1, visto que a intensidade maxima de absor¢do ocorre quando a
razdo molar entre os dois compostos ¢ 0,5. Desta forma, o0 mecanismo proposto para a reagao
entre a ranitidina e o NBD-Cl ¢ descrito na Figura 22B abaixo:

Figura 22- A) Mecanismo genérico para a reacio de substituicio nucleofilica aromatica ao NBD-
Cl. B) Reacio proposta para a ranitidina e NBD-Cl.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

O mecanismo proposto entre a ranitidina ¢ o NBD-Cl baseia-se numa reacdo de

substitui¢do nucleofilica aromatica (Figura 22A). Nessa reacdo, o anel aromatico apresenta um
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grupo retirador de elétrons, que nesse caso, ¢ o grupo nitro (-NO;). Adicionalmente, o grupo
abandonador (o ion cloreto) estd na posi¢cdo para em relagdo ao grupo retirador de elétrons.
Além disso, o meio deve estar basico para que a reagdo acontega, o que explica o
comportamento apresentado nos estudos de avaliagdo do pH, onde pouco produto foi formado

em meio acido ou neutro.

2.4.10.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A caracterizagdo morfoldgica de dispositivos baseados em papel ¢ um aspecto
importante a ser avaliado. De fato, trabalhos recentes presentes na literatura utilizam a
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) para a caracterizagdo de dispositivos
(GHADERINEZHAD et al.,2017; KOMATSU et al., 2020). Deste modo, os resultados obtidos
para a caracterizacdo dos dispositivos estdo presentes nas Figuras 23-25. As micrografias
evidenciam que ndo houve diferenca significativa na estrutura do papel (Figura 23) em relagao
ao dispositivo com a presenca de ranitidina e NBD-Cl (Figura 24) e na presenca desses
reagentes e CTAB (Figura 25). Este perfil ja era esperado para este tipo de dispositivo visto que
nenhuma modificagdo fisica ou quimica foi realizada na superficie do papel.

A estrutura presente caracteriza-se pela presenca de fibras de celulose que se apresentam
distribuidas de forma uniforme em toda a superficie. Quando comparadas as micrografias
obtidas com outros trabalhos presentes na literatura, evidencia-se que independentemente da
presenca dos reagentes a estrutura do papel ndo se modifica substancialmente (BENNIS et al.,
2010; KOMATSU et al., 2020). Assim, pode-se inferir que os reagentes utilizados ndo alteram

a estrutura fisica dispositivo.



Figura 23- MEYV com diferentes ampliacoes para dispositivo contendo apenas papel. A)
Ampliacio de 78x. B) Ampliacio de 168x.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Figura 24 - MEV com diferentes ampliacoes para dispositivo contendo NBD-CI e ranitidina
(0,5mM). A) Ampliacio de 78x. B) Ampliacio de 168x.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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Figura 25- Figura 24 - MEV com diferentes ampliacdes para dispositivo contendo NBD-Cl e
ranitidina e CTAB. A) Ampliacido de 78x. B) Ampliaciao de 168x.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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2.5 CONSIDERACOES FINAIS

A utilizagdo da metodologia proposta para a determinacdo de ranitidina em amostras
farmacéuticas foi satisfatoria, tendo em vista todos os resultados obtidos no procedimento
de avaliagdo e desenvolvimento dessa metodologia. Os dispositivos baseados em papel
para a determinagdo de ranitidina em amostras farmacéuticas a partir de sua reacdo com
NBD-CI mostraram-se eficientes para a determinacao deste analito. Pardmetros como pH,
tampao, temperatura e concentragdo de NBD-CI foram otimizados e evideciaram que a
resposta analitica mensurada ¢ dependente desses parametros. A metodologia apresentou
faixa linear de 0,2 — 1,5 mmol L', 0 que permite seu uso na determinagdo de ranitidina
em formulagdes farmacéuticas.

Além disso, o desvio padrao relativo foi calculado como 0,91% e 2,49% para
concentragdes de ranitidina de 0,2 e 1,0 mM, respectivamente. Obteve-se baixa
interferéncia dos excipientes comumente utilizados nas formulagdes farmacéuticas em
relacdo ao método, o que indica excelente seletividade. Os dados obtidos para as amostras
reais ndo diferem estatisticamente dos obtidos pela metodologia de referéncia, o que
indica que a metodologia proposta pode ser utilizada na determinagao de ranitidina. Além
disso, 0 método proposto supera incovenientes como alto custo, procedimento laborioso,
alto consumo de amostra e reagentes e outros problemas comuns para metodologias ja
estabelecidas na literatura. Portanto, a metodologia proposta ¢ simples, barata, rapida e

eficaz para a determinagdo de ranitidina em amostras farmacéuticas.

2.6 PERSPECTIVAS

o Avaliar a influéncia de outros agentes que possam melhorar a estabilidade
e a cor gerada nos dispositivos analiticos baseados em papel,

o Realizar mais experimentos para a comprovac¢ao do mecanismo proposto,
tais como RMN e¢ infravermelho;

o Aplicar a metodologia proposta para a determinagdo de ranitidina em

amostras de natureza biologica.
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3 MICROCHIP ELETROFORESE COM DETECCAO ELETROQUIMICA
PARA DETERMINACAO DE ACIDO ASCORBICO, GLUTATIONA E CISTEINA

3.1 Introducio

A microfluidica possibilitou o desenvolvimento de tecnologias em diversas areas
do conhecimento. Dentro da quimica, a eletroforese capilar foi uma das maiores beneficiadas
pela consolidagdo da microfluidica. A eletroforese pdde ter varias etapas do seu procedimento
padrdo de analise comprimidas em um unico dispositivo com dimensdes substancialmente
menores do que aquelas comumente verificadas numa eletroforese capilar convencional
(COLTRO, Wendell Karlos Tomazelli et al., 2007, JUNIOR, 2019).

As principais vantagens dos sistemas microfluidicos residem nos pequenos volumes de
amostra utilizados, menor voltagens para separa¢do dos analitos € menor consumo de amostra
e reagentes. Esse ultimo, notadamente, vai de encontro com os principios preconizados pela

quimica verde (LENARDAO et al., 2003).

3.1.1 Eletroforese Capilar

A eletroforese capilar pode ser definida como uma técnica de separagdo em que a
compostos idnicos ou ionizaveis podem ser separados com base em diferencas de migragao
(TAVARES, 1996). Essa separacdo ocorre através da agdo de um campo elétrico em capilares
com diametro interno de 15 a 100 um ou microcanais. A acdo do campo elétrico nos capilares
induz efeitos eletrocinéticos que estdo associados com a relagdo de mobilidade entre duas fases
(geralmente uma liquida e outra so6lida e as propriedades elétricas da interface entre elas.
Podemos citar, notadamente, dois desses efeitos eletrocinéticos: A eletroosmose, que
compreende o movimento de todo o liquido dentro do capilar e a eletroforese, que € o transporte
de particulas carregadas ou ions em relagdo ao fluido (TAVARES, 1996, 1997; WIEDMER;
RIEKKOLA, 2022).

O comportamento das moléculas sob a influéncia de um campo elétrico ¢ fundamental
para entender como esse fendmeno ocorre. Em geral, as moléculas podem ter carga positiva ou
negativa. Quando as cargas positivas e negativas sdo iguais em magnitude dentro de uma
molécula, elas se anulam, resultando em uma molécula eletricamente neutra. Em solugao,
moléculas carregadas tendem a se mover em dire¢@o a regides com cargas elétricas opostas.

Na auséncia de um campo elétrico aplicado, o movimento das moléculas ¢ aleatorio.

Porém, na presenca de um campo elétrico, elas se movem de maneira organizada. Nesse
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cenario, os cations (espécies com carga positiva) migram em dire¢do ao catodo (eletrodo com
carga negativa), enquanto os anions (espécies com carga negativa) se movem em dire¢dao ao
anodo (eletrodo com carga positiva). Esse fenomeno ¢ conhecido como fluxo eletroosmotico e
¢ fundamental para a separagio de espécies por meio da eletroforese capilar (JUNIOR, 2019;
TAVARES, 1997; WHATLEY, 2001). Um esquema de como a eletroforese acontece pode ser
visto na Figura 26 abaixo, em que podemos verificar a influéncia da razdo carga/massa (m/z).
Particulas menores tendem a ser atraidas de forma mais rapida para os polos de carga oposta e,
desta maneira, mesmo que a carga liquida das particulas seja igual, ha diferenca na migragcao
das espécies. Como consequéncia, temos que essa caracteristica ¢ fundamental para a
eletroforese capilar pois permite ndo somente a separagao de espécies com cargas diferentes,

mas também tamanhos diferentes.

Figura 26 - Esquema basico de uma eletroforese capilar. A separacio das espécies ocorre com
base nas diferencas na razio carga/massa.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2019) e adaptado de Whatley (2001).

Separacdes utilizando eletroforese capilar podem ocorrer tendo como base diversos
mecanismos, conforme elencado na Figura 27. Os mecanismos vao definir o tipo de eletroforese
capilar. A eletroforese capilar de zona (CZE), por exemplo, recebe esse nome pois os solutos
migram dentro de um capilar em zonas com diferentes mobilidades. Outros tipos de eletroforese
capilar podem envolver outros solventes, como a eletroforese capilar ndo aquosa (NACE), ou
at¢é mesmo capilares que contenham uma fase estaciondria cromatografica, como a

eletrocromatografia capilar (VAZA; OLIVEIRA, C. L. M. DE; OLIVEIRAA, DE, 2015)
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Figura 27 - Organograma com os diversos tipos de eletroforese capilar.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

3.1.2  Fluxo eletroosmotico (EOF)

O fluxo eletroosmoético, também chamado de EOF (do inglés eletroosmotic flow) ¢ uma
das principais caracteristicas para entender e descrever a eletroforese capilar. Tavares (1997),
define o fluxo eletroosmotico como um fenémeno que ocorre como decorréncia do didmetro
pequeno do capilar e que pode ocorrer em qualquer sistema eletroforético. Nos sistemas que
empregam capilares de silica fundida, o fluxo eletroosmoético surge a partir da ionizagdo dos
grupos silandis presentes na parede do capilar. Esses grupos adquirem uma carga negativa
devido a passagem de uma solucdo alcalina pelo meio (ALIZADEH et al., 2021; QUEIROZ;
JARDIM, 1993; TAVARES, 1997).

A presenca de ions opostos na solugdo resulta na formacdo de uma dupla camada
elétrica. A dupla camada elétrica apresenta uma camada fixa e outra moével, gerando uma
diferenga de potencial conhecida como potencial zeta. Esse potencial é criado em todo o capilar,
promovendo um fluxo uniforme sem a necessidade de aplicar pressdo. Essa caracteristica ¢ de
extrema importdncia em termos experimentais e configura-se como uma das principais
vantagens da eletroforese capilar, uma vez que evita a dispersdo dos picos, ja que moléculas
semelhantes tenderdo a se mover com velocidades muito proximas entre si (JUNIOR, 2019;
TAVARES, 1997). Podemos entdo ter uma ideia clara de como os grupos silanois atuam através
da Figura 28 abaixo, em que podemos também a separagdo de espécies de carga/massa

diferentes:
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Figura 28 - Representacio do fluxo eletroosmotico que ocorre dentro dos capilares.
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Fonte: Elaborado por Weerasekara (2021).

3.1.3 Técnicas de fabricagdo de dispositivos microfluidicos

A fabricacdo dos sistemas microfluidicos ¢ uma etapa importantissima dentro do
desenvolvimento de metodologias analiticas que utilizam esses sistemas. Em linhas gerais, a
técnica de fabricagdo e o tipo de material utilizado ira definir a viabilidade e as aplicagdes de
cada tipo de dispositivo. Pardmetros como o tamanho dos canais, o layout e as limitagdes e
aplicagdes de cada dispositivo microfluidico sdo determinados a partir do tipo de material a ser
utilizado, ou seja, o substrato para a fabricagdo do dispositivo.

. Podemos dividir os substratos dos dispositivos microfluidicos em trés grandes grupos:
Os substratos rigidos, que incluem o vidro e o silicio; os substratos poliméricos, que incluem
os elastomeros e os termoplésticos; e o papel, um substrato que vem apresentando diversas
aplicagdes recentemente (GALINDO-ROSALES, 2017; NOVIANA et al.,2021; SCOTT; ALI,
2021).

Para a fabrica¢do de dispositivos que utilizam substratos rigidos, tecnologias foram
desenvolvidas com base na engenharia ja existente para a fabricacdo de microssistemas
eletromecanicos, os MEMS. A tecnologia por tras desse tipo de fabricagdo foi baseada
primordialmente na industria de circuitos integrados. Nessa categoria podemos elencar os
processos de fotolitografia, deposicao de vapor quimico, pulverizagdo catodica (sputtering) e
outros. Pesa contra essas metodologias o fato de serem de alto consumo energético e/ou de
longa durag¢do. Adicionalmente, a falta de reprodutibilidade e principalmente a viabilidade de
microssistemas baseados em vidro e/ou silicio faz com que esses dispositivos ndo sejam

atrativos para o desenvolvimento de metodologias analiticas. Para contornar esse problema,
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outras técnicas de microfabricagdo sdo mais interessantes, como o uso de substratos

poliméricos.
3.1.3.1 Substratos poliméricos

Os substratos poliméricos surgiram como uma alternativa os substratos rigidos, visto
que esses apresentam uma série de problematicas na sua fabricagdo. Além disso, soma-se aos
fatores previamente elencados o fato de que em regides de baixo desenvolvimento humano ou
com recursos escassos os substratos poliméricos podem ser mais atrativos para o
desenvolvimento de metodologias baseadas em sistemas microfluidicos, uma vez que o custo
de producdo desses dispositivos ¢ substancialmente menor quando comparado com os
dispositivos baseados em substratos rigidos (BECKER; LOCASCIO, 2002; TSAO, 2016)

As metodologias de microfabricacdo para substratos poliméricos sdo baseadas na
fotolitografia suave (do inglés soft litography) e t€ém como principais caracteristicas o baixo
custo de replicagdo, a facilidade e a conveniéncia no processo de fabricagdo. De maneira ampla,
esse método engloba o processo de endurecimento de um material polimérico (elastdmeros)
sobre a superficie de um molde que incorpora o dispositivo microfluidico (geralmente fabricado
a partir de materiais como o silicio). Os elastomeros podem ser facilmente retirados da
superficie do molde, possibilitando uma replicagdo dos componentes de forma relativamente
simples. Isso resulta em uma relag@o custo-beneficio satisfatéria devido a sua operacionalidade
direta (JUNIOR, 2019; TSAO, 2016)

A escolha do polimero a ser utilizado na microfabricagdo perpassa a identificacdo da
aplicagdo e das condi¢des experimentais a serem utilizadas. De uma forma geral, existem duas
classes principais de polimeros. A primeira classe ¢ formada pelos polimeros termoplasticos,
que se destacam por sua rigidez, solida estabilidade mecanica e resisténcia a solventes, acidos
e bases. Essas propriedades conferem aos dispositivos criados a partir desses polimeros uma
variedade de aplicagdes em andlises biomoleculares. Alguns dos principais termoplasticos
incluem o PC (policarbonato), PS (poliestireno) e PMMA (polimetil-metacrilato). A segunda
categoria ¢ constituida pelo elastdmero conhecido como polidimetilsiloxano, amplamente
referido como PDMS (FRIEND; YEO, 2010; JUNIOR, 2019; SCOTT; ALI, 2021)

O PDMS (Figura 29) ¢ um polisiloxano, ou seja, apresenta na sua unidade monomérica
um atomo de silicio ligado ao oxigénio e dois grupos organicos —R. No caso especifico do
PDMS, esses grupos organicos sao grupos metila. A formula empirica do PDMS ¢ (C2HeOSi),,

onde n denota a quantidade de unidades monoméricas presentes no polimero. A depender da
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quantidade dessas unidades monoméricas, o PDMS pode se apresentar como um liquido

viscoso (baixo numero de #) ou um semi-solido (alto numero de n) (TAGLIARO et al., 1998)

Figura 29 - Estrutura do PDMS
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Fonte: Adaptado de O’Brien, 2003.

O PDMS possui significativa biocompatibilidade com diversas biomoléculas e células,

além de possuir excelentes caracteristicas Opticas e estabilidade térmica (até 186°C). Além

disso, apresenta notavel elasticidade e ¢ suscetivel a alteragcdes mediante a aplicagdo de forca
ou pressdo de ar, Entre as principais desvantagens do PDMS encontram-se a possibilidade de
deformagao dos canais microfluidicos, a baixa resisténcia a solventes e as variagdes de pH em
extremos (meios excessivamente acidos ou alcalinos) (XIA; WHITESIDES, 1998). Devido a
presenga de grupos ionizéveis, o PDMS pode ser empregado para induzir um fluxo

eletroosmdtico de maneira andloga ao que ocorre nos capilares de silica.
3.1.4 Técnicas de injecao em microchip eletroforese

A injec¢do da amostra configura-se como uma etapa fundamental para as aplicagdes de
microchip eletroforese, uma vez que ¢ uma etapa crucial dentro do processo analitico
(GARCIA; CHUMBIMUNI-TORRES; CARRILHO, 2013; WHATLEY, 2001). Como a
quantidade de amostra injetada ¢ da ordem de apenas alguns nanolitros ou até mesmo picolitros
(10° L a 102 L, respectivamente), a injegdo da amostra demanda extrema importancia.
Podemos subdividir a injecdo da amostra em duas categorias: a inje¢do hidrodinamica e a

injecdo eletrocinética.
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A inje¢do hidrodinamica ocorre quando um volume de amostra € injetado no dispositivo
a partir de uma pressdo aplicada na extremidade do capilar que estd diretamente imersa na
solucao da amostra (GABRIEL ef al., 2017; WHATLEY, 2001). As principais vantagens da
injecdo hidrodinamica derivam do volume de amostra praticamente constante, fator esse
dependente do uso de amostras com viscosidade semelhante e auséncia de mudangas bruscas
na temperatura. Por outro lado, as principais desvantagens estdo ligadas as j& mencionadas
possibilidades de alteragdes na viscosidade, bem como aos desafios associados ao controle
preciso de pardmetros como a precisdo no momento da inje¢ao, a reprodutibilidade de todos os
procedimentos e a altura de elevacdo do capilar (particularmente na inje¢ao por gravidade), o
que ocorre em sistemas de injecdo do tipo homemade (COLTRO, Wendell Karlos Tomazelli et
al.,2007; WHATLEY, 2001).

Podemos ainda subdividir a inje¢do hidrodindmica em trés subtipos: A inje¢do por
gravidade, inje¢do por pressdo e injecdo a vacuo. A diferenga entre cada uma delas se da pela
forma como a diferenga de pressdo ¢ obtida. Na injecdo por gravidade, o capilar de separagao ¢
preenchido com o eletrdlito de suporte (tampao) e funciona como uma coluna de liquido. A
partir do momento em que uma extremidade do capilar ¢ elevada a uma determinada altura, o
fluxo hidrodinamico ¢ alcancado. Essa abordagem ¢ a considerada a mais simples por nao
necessitar de valvulas de injecdo ou dispositivos para pressao.

A segunda forma de inje¢do hidrodindmica ¢ a inje¢do por pressdo, em que a
diferenca de pressdo ¢ obtida utilizando-se bombas de ar com alta precisdo. A principal
vantagem desse tipo de injecdo ¢ a alta reprodutibilidade. A inje¢do por vacuo ¢ o terceiro modo
de injecdo hidrodinamica, e utiliza um sistema de vacuo para a obten¢do da inje¢do da amostra
(RANG, [s.d.]; WHATLEY, 2001). Um esquema geral das diferentes técnicas de inje¢do de

amostra estd presente na Figura 30 abaixo:
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Figura 30 - Diferentes abordagens para injecio de amostra em eletroforese capilar e microchip
eletroforese.
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Fonte: Adaptado de Rang (s.d.)

Um exemplo de aplicagcdo da inje¢do hidrodindmica estd no trabalho de Gabriel e
colaboradores (2017). Neste trabalho, os autores desenvolveram um sistema injetor
hidrodindmico por pressdo para microchip eletroforese baseado no uso de uma micropipeta
eletronica e caracterizaram todo o processo de inje¢do da amostra. A micropipeta eletronica foi
acoplada no dispositivo hibrido PDMS/vidro e ap6s as otimizagdes necessarias o sistema foi
utilizado para a separagio de Na*, Li* e K* utilizando um sistema de detec¢io baseado em C*D.
O volume de amostra necessario para completar o canal de inje¢ao foi estimado em 0,6 pL e,
utilizando um microdispositivo do tipo T simples, um dos principais problemas reportados
pelos autores foi a presenga de bolhas de ar dentro dos canais. Esse problema foi ocasionado
pela diferenca de pressdo ocasionada no acoplamento do chip de PDMS e a micropipeta, o que

pode ser visto na Figura 31.
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Figura 31 - Esquema do sistema de injecio de amostra hidrodinidmica acoplado com o
dispositivo PDMS/vidro.
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Fonte: Gabriel e colaboradores (2017).

Apo6s as otimizagdes necessarias, os autores reportaram um limite de detecgdo
para as espécies analisadas na faixa de 18 —23 umol L*!, valores que estdo de acordo com outros
trabalhos presentes na literatura. Além disso, os autores reportaram a simplicidade instrumental
e o alto potencial de integragdo e portabilidade do dispositivo, que pode ser utilizado para

analises em campo.
3.14.1 Injegdo eletrocinética

A injecdo eletrocinética ¢ a forma de inje¢cdo mais comumente utilizada em microchip
eletroforese e ndo necessita de aparelhagem complexa. Para esse tipo de inje¢do, um eletrodo ¢
disposto na extremidade do capilar onde a amostra esta presente e uma alta voltagem ¢ aplicada
através por um curto espaco de tempo. Esse tipo de injecdo depende do fluxo eletroforético e
do fluxo eletrosmético e a quantidade de amostra injetada pode ser calculada a partir da equagao

5 abaixo:

_ [Hi(ke/ks)+ U—EOF]”TZ CitinjVinj
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Onde Q; ¢ a quantidade da espécie que ¢ injetada, p;¢é a mobilidade eletroforética da
espécie, Ugor ¢ a mobilidade do EOF, ke / | ©arazdo da condutividade do tampao de corrida
S

¢ a amostra e V;y,; € a voltagem aplicada para a injegdo da amostra. As principais vantagens da
injecdo eletrocinética estdo relacionadas com a simplicidade da injecdo da amostra e a melhor
sensibilidade analitica em relago a injego hidrodinamica (JUNIOR, 2019). Apesar dos fatores
positivos reportados, a reprodutibilidade da inje¢do eletrocinética ¢ menor do que a
reprodutibilidade da inje¢@o hidrodinamica, o que pode ser considerado um entrave para o
desenvolvimento de metodologias baseadas em microchip eletroforese (GABRIEL et al., 2017,
GARCIA; CHUMBIMUNI-TORRES; CARRILHO, 2013).

Outras desvantagens relacionadas com a inje¢do eletrocinética estdo relacionadas com
a mobilidade dos ions e a condutividade. Em geral, ions com maior mobilidade eletroforética
tendem a estar presentes em maior quantidade na amostra injetada do que os ions que
apresentam menor mobilidade eletroforética. Assim, podemos dizer que a composicdo da
amostra injetada difere da composicao original da amostra. Além disso, tem-se que a quantidade
de amostra injetada depende da razdo da condutividade/resistividade da amostra. Numa
situacdo em que duas amostras com a mesma concentracio de um analito possuem
condutividades diferentes, a quantidade de amostra que ¢ de fato injetada sera diferente para as
duas amostras, afetando a reprodutibilidade da metodologia a ser desenvolvida.

Existem trés modos de inje¢do eletrocinética: Unpinched, pinched e gated. Cada uma
dessas abordagens possui particularidades e podem ser utilizadas em microchip eletroforese de
acordo com parametros como o tipo de amostra, a precisdo necessaria para a analise e o tipo de
fonte de alta tensao disponivel (FISCHER et al., 2009).

A injecdo unpinched é considerada a forma mais simples de injecdo eletrocinética, ja
que necessita apenas de uma fonte monocanal (PINHEIRO; REZENDE; COLTRO, Wendell
K.T., 2021). Essa injecdo ocorre a partir da aplicacdo de alta voltagem no reservatorio da
amostra por um periodo que varia de 1 a 5 segundos, sendo o reservatdrio de detecg@o utilizado
como ground. A amostra ¢ entdo introduzida no canal de separacdo através das forcas
eletrocinéticas atuantes e a separa¢do ¢ iniciada quando a alta voltagem ¢ aplicada no
reservatorio do tampao. Apesar da praticidade e simplicidade, essa forma de inje¢do da amostra
apresenta sérios problemas de reprodutibilidade, inviabilizando assim a sua aplicagdo em
microchip eletroforese (FISCHER et al., 2009; PENG et al., 2018).

A injecdo pinched, por sua vez, configura-se como uma alternativa a inje¢ao unpinched

para a obtencdo de injegdes com melhor reprodutibilidade. Nessa abordagem, o potencial
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elétrico ¢ aplicado em trés reservatdrios de maneira simultidnea. Inicialmente, a regido que
corresponde a intersec¢do do microchip € preenchida com a aplicagdo potencial negativo no
reservatorio de descarte da amostra, estando os reservatorios de amostra, tampao e detec¢do na
configuracdo ground. Na segunda etapa, a separacdo ocorre pela aplicacdo da alta tensdo no
reservatorio do tampao e uma voltagem menor nos reservatdrios de amostra e descarte da
amostra (FISCHER et al., 2009; PENG et al., 2018; PINHEIRO; REZENDE; COLTRO,
Wendell K.T., 2021).

O terceiro modo de injecdo eletrocinética ¢ o gated, em que hé o controle da voltagem
em cada reservatdrio. Nesse modo de injecdo dois fluxos sdo mantidos de forma continua, tendo
uma alta tensdo aplicada no reservatdrio do tampao e uma parte dessa alta tensao sendo aplicada
no reservatorio de amostra e os outros dois reservatorios (descarte do tampao e descarte da
amostra) mantidos em ground. Como consequéncia, um fluxo de amostra em direcdo ao
reservatdrio de descarte e um fluxo de separagdo do reservatorio do tampao para o reservatorio
de detecgdo sdo gerados. Nesse modo de inje¢@o, o volume de amostra introduzido no canal de
separagdo depende essencialmente do tempo de injecdo e da magnitude do campo elétrico
aplicado, sendo esses os dois principais pardmetros a serem otimizados durante o
desenvolvimento de metodologias analiticas baseadas em microchip eletroforese. Uma das
principais caracteristicas do modo gated ¢ a possibilidade de serem utilizadas diferentes
técnicas de detec¢do, além de permitir o processamento de multiplas injecdes (HENRY, 2006;

PINHEIRO; REZENDE; COLTRO, Wendell K.T., 2021).

3.1.5 Técnicas de deteccdo em microchip eletroforese

A integracao das etapas de um procedimento analitico dentro do microchip eletroforese
permite que varias técnicas de detec¢do possam ser utilizadas. Podemos dividir as técnicas de

deteccdo em microchip eletroforese em trés grupos principais, conforme a Figura 32 abaixo:
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Figura 32 — Organograma com as principais técnicas de detec¢cio para microchip eletroforese
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Cada técnica de deteccdo possui caracteristicas singulares que podem ser utilizadas de
acordo com o tipo de amostra e analito a ser analisada. Um claro exemplo das potencialidades
das técnicas analiticas citadas podem ter estd no trabalho de (Wang e colaboradores (2022).
Neste trabalho, os autores desenvolveram um dispositivo portatil que pode ser colocado na
palma da mao e tem um custo total de fabricagdo de 600 dodlares e ¢ operavel utilizando uma
fonte externa simples. Esse dispositivo permite a integragdo de varias etapas do procedimento
analitico. O dispositivo foi construido utilizando uma impressora 3D, e a injecao utilizada foi
do tipo hidrodindmica e obtida a partir por pressao. O sistema de detec¢do Optica utilizou LIF
(Fluorescéncia induzida por laser, do inglés laser induced fluorescence) para determinagdo de
fluoresceina como analito modelo para a validagdo do dispositivo proposto que pode ser

observado na Figura 33:
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Figura 33 - Resumo grifico do trabalho de Wang e colaboradores (2022).
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Fonte: Wang e colaboradores, 2022.

Como pode ser visto na Figura 32, vérias técnicas podem ser utilizadas no
sistema de detec¢do de um microchip eletroforese. Wang e colaboradores (2023) publicaram
uma nota técnica de um dispositivo para eletroforese capilar construido a partir de uma
impressora 3D que possui um sistema com 3 diferentes detectores. Dois desses detectores sao
considerados Opticos, uma vez que realizam deteccdo via UV e LIF. O terceiro detector ¢
considerado um detector eletroquimico, uma vez que utiliza detec¢do via C*D (detec¢do
condutométrica sem contato acoplada capacitivamente). As otimizagdes necessarias para cada
tipo de detector foram realizadas e os autores demonstraram o potencial do dispositivo com
fluoresceina e obtiveram limites de detec¢do entre 1nM e 2 uM. Assim, na etapa subsequente
do trabalho, os autores analisaram uma série de compostos organicos e inorganicos presentes
em uma amostra complexa, visando a aplicacdo do dispositivo desenvolvido em missdes
espaciais em planetas extraterrestres. Deste modo, analitos como aminoécidos (glicina, alanina
e fenilalanina, histidina e outros) e espécies inorganicas como Na*, K*, Li* € SO4> e CI" foram

analisados e mostraram a potencialidade do sistema desenvolvido.
3.1.5.1 Detecgao eletroquimica em microchip eletroforese

A utilizagdo de sistemas de detec¢do eletroquimicos em microchip eletroforese baseia-
se numa série de caracteristicas interessantes do ponto de vista analitico como a alta
sensibilidade, facilidade de operacgdo, seletividade elevada e instrumentagdo miniaturizada. Em

geral, podemos imaginar um sistema de detecc¢do eletroquimica composto por um conjunto de
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trés eletrodos contendo um eletrodo de trabalho, em que o potencial varia linearmente com o
tempo; um eletrodo de referéncia, o qual apresenta potencial constante durante o experimento;
E um contraeletrodo, em que a corrente flui do eletrodo de trabalho para o contraeletrodo
(SKOOG et al., 2017). Apesar dos sistemas contendo trés eletrodos serem comuns, ha a
possibilidade de obter sistemas de detec¢do eletroquimica com apenas dois eletrodos, sendo
utilizados apenas um eletrodo de trabalho e um eletrodo de referéncia.

Idealmente, a utilizacdo de um sistema de detec¢do eletroquimica em microchip
eletroforese envolve uma etapa de incorporacdo dos eletrodos na propria base do microchip
durante a etapa de fabricacdo, uma vez que a constru¢do desse dispositivo necessita do
posicionamento dos eletrodos, melhorando a reprodutibilidade do sistema (JUNIOR, 2019).

Dentre as abordagens possiveis para a deteccdo -eletroquimica, a deteccdo
amperométrica ¢ a mais utilizada devido a uma série de caracteristicas/vantagens como o0s
baixos limites de deteccao, baixo custo relativo a outras técnicas como o LIF e ampla variedade
de analitos passiveis de serem analisados (HULVEY; FRANKENFELD; LUNTE, 2010a;
JUNIOR, 2019; PASAS; MARTIN; LUNTE, 2002). De uma forma geral, a detec¢do
amperométrica ¢ baseada na oxidagcdo ou reducdo do analito na superficie do eletrodo de
trabalho, sendo a variagao da corrente elétrica proporcional a concentracdo do analito, conforme
a equacao 6 abaixo:

i = —AnFD i Equagio 6

Em que i representa a corrente medida durante a amperometria, 4 ¢ a area do eletrodo,
n ¢ o numero de elétrons envolvidos no processo redox, F € a constante de Faraday, D € o
coeficiente de difusdo, oy ¢ a espessura da camada de difusdo e ¢ representa a concentra¢ao do
analito (GARCfA; CHUMBIMUNI-TORRES; CARRILHO, 2013). Como citado
anteriormente, a amperometria permite que as medi¢des sejam realizadas tanto na oxidagao
quanto na reducdo. Apesar disso, a detec¢ao via oxidacdo € mais comum, uma vez que quando
a deteccao via redug@o ocorre ha uma problematica relacionada com a interferéncia do oxigénio

dissolvido no sinal analitico obtido.
3.1.5.2 Posicionamento do eletrodo de trabalho em microchip eletroforese

Apesar das vantagens descritas anteriormente para a amperometria, alguns cuidados
devem ser tomados para que a deteccdo ocorra de maneira satisfatéria. Uma preocupagao
recorrente consiste no posicionamento do eletrodo de trabalho, uma vez que esse deve ser

posicionado de forma mais proéxima da saida do canal para evitar um alargamento de banda
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presente no sinal amperométrico. Adicionalmente, a proximidade do sistema de alta voltagem
utilizado para a separagdo das espécies e o sistema de deteccdo pode causar dano ao
potenciostato, equipamento utilizado para as medigdes dos sinais analiticos. Assim, uma etapa
importante consiste no desacoplamento da alta voltagem e do sistema eletroquimico de
detecg¢do. Assim, existem trés principais possibilidades de posicionamento do eletrodo de
trabalho (FISCHER et al., 2009; JUNIOR, 2019) .

A primeira forma de posicionamento do eletrodo ¢ o posicionamento end-channel, em
que o eletrodo de trabalho fica posicionado no final do canal de separacdo. Esse tipo de
posicionamento ¢ o mais utilizado, e a pequena distancia entre o eletrodo de trabalho e o canal
de separagdo possibilita o desacoplamento da alta voltagem (FISCHER et al., 2009; WU, Y. et
al., 2004) .

Um exemplo de aplicagdo do posicionamento end-channel esta no trabalho de Wu e
colaboradores (2004). Neste trabalho, os autores reportaram o desenvolvimento de um
microchip eletroforese baseado em vidro em que o alinhamento do eletrodo de trabalho no final
do canal foi obtido a partir da utilizagdo de um tubo guia. Esse tubo foi fabricado no final do
reservatorio de detecgdo e permitiu o alinhamento do eletrodo do eletrodo de fibra de carbono
em disco. Durante os processos de separagdo das espécies, a inje¢do do tipo floating foi utilizada
e o dispositivo foi utilizado na investigacdo de neurotransmissores. A separagdo de dopamina,
catecolamina e epinefrina ocorreu de forma satisfatoria em menos de 80 segundos, tendo limites
de deteccao abaixo de 2,9uM para as espécies. Um esquema do dispositivo utilizado pode ser

observado na Figura 34 abaixo:

Figura 34 - Esquema do microchip baseado em vidro com tubo guia utilizado por Wu e
colaboradores (2004).

(b)

(a)

Fonte: Wu e colaboradores, 2004.
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Uma outra possibilidade de alinhamento do eletrodo de trabalho estd na configuracao
in-channel, em que o eletrodo de trabalho ¢ colocado diretamente no canal de separagao.
Entretanto, esse tipo de configuracgao exige a utilizag@o de potenciostatos eletricamente isolados
que ndo utilizam ground e, desta forma, o eletrodo de trabalho nao sofre a exposi¢do do campo
elétrico oriundo da aplicagdo da alta voltagem (FISCHER et al., 2009; MARTIN et al., 2002;
MENESES et al., 2015) .

O trabalho de Martin e colaboradores (2002) ¢ um exemplo de utilizagdo da
configura¢do in-channel. Neste trabalho, os autores reportaram a utiliza¢do dessa configuragao
a partir do desenvolvimento de um potenciostato somemade. Com o objetivo de comparar o
sistema proposto com as metodologias baseadas em alinhamento end-channel ja existentes na
literatura, os autores utilizaram catecol como analito modelo para a realizagdo dos testes. Assim,
os autores observaram que houve uma melhora significativa no perfil de alinhamento dos picos
obtidos para o analito. Essa melhora no alinhamento dos picos ¢ justificada pelo fato de que na
configuracdo end-channel o eletrodo esta alinhado algumas dezenas de micrometros do canal
de separacdo e, desta forma, ha dispersdo do pico, o que pode ser observado nas Figuras 35* e
35B, em que os eletroferogramas para catecol empregando o alinhamento in-channel e end-

channel foram utilizados, respectivamente.

Figura 35 — A) Eletroforegrama para a detec¢o de catecol utilizando configuracio in-channel.
B) Eletroforegrama para a deteccao de catecol utilizando configuracio end-channel.

Time (s) Time (s)

Fonte: Martin e colaboradores, 2002.

Uma outra possibilidade de alinhamento de eletrodo ¢ a configuracao off-channel. Nessa
configura¢do o eletrodo de trabalho ¢ posicionado fora do canal de separagdo e um desacoplador
¢ utilizado dentro do canal de separacgao. Esse desacoplador ¢ geralmente um eletrodo de platina

ou paladio. O desacoplador tem a func¢do de redirecionar a voltagem de separagdo para um
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ground e, desta forma, diminui a influéncia do campo elétrico. Os desacopladores sdo
necessarios quando o posicionamento off-channel ¢ utilizado pois a alta voltagem do sistema

de separagdo pode danificar o potenciostato (JUNIOR, 2019; RIOS, A. et al., 2006).

3.1.6 Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio

A vida na terra ¢ dependente, quase que de forma integral, do oxigénio presente na
atmosfera. Historicamente podemos assumir que o Grande Evento de Oxigenagdo/Oxidacgao
tenha sido um momento crucial para a existéncia do planeta Terra da forma como conhecemos
hoje. Esse evento ocorreu cerca de 2,5 bilhdes de anos atras e trouxe um aumento significativo
da concentracdo de oxigénio atmosférico. Algumas consequéncias diretas desse evento foram
a extingdo de muitas espécies anaerobicas existentes no planeta e um periodo de esfriamento
planetario, uma vez que o oxigénio presente na atmosfera oxidou o metano atmosférico em
didxido de carbono e dgua, reduzindo o efeito estufa (MANDAL et al., 2022) .

Por outro lado, a presenca de O2 na atmosfera aumentou visto que houve um aumento
na quantidade de cianobactérias responsaveis por processos como fotossintese. Assim,
podemos dizer que a alta oferta de oxigénio na atmosfera levou ao desenvolvimento de
organismos eucarioticos complexos. Essa era foi marcada pela existéncia de dois fenomenos.
O primeiro deles foi a evolugdo dos processos fisioldgicos utilizando oxigénio molecular para
a producdo de energia. O segundo evento foi a formagao processos e fatores protetivos contra
a toxicidade do O>, uma vez que as espécies reativas de oxigé€nio e as espécies reativas de
nitrogénio estdo envolvidas numa série de processos toxicos nos seres vivos (MANDAL et al.,
2022).

Espécies reativas de nitrogénio e oxigénio (ERNs e EROs, respectivamente) sdo parte
importante e integrante do metabolismo humano e mediadores da neuroinflamacido com a
fung¢do bioldgica ativa na fagocitose, processo necessdrio para a eliminagdo de agentes
invasores ao metabolismo dos seres humanos (VASCONCELOS et al., 2007). Oxido nitrico
(NO), peroxinitrito (ONOO"), superdxido e perdxido de hidrogénio (02 e H207) sdo alguns
exemplos dessas espécies reativas. Entretanto, um aumento substancial da concentragdo dessas
espécies esta diretamente relacionado com dano celular em quase todos os compostos que
exercem fungdes bioldgicas, tais como &acidos nucléicos, lipidios, proteinas, carboidratos
celulares e outros, numa condi¢do chamada de estresse oxidativo (HU et al., 2020). Uma série

de doengas neurodegenerativas, incluindo as doengas de Alzheimer e Parkinson, doencas
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cardiovasculares, cancer ¢ diabetes estdo relacionadas com o estresse oxidativo (AL-SHEHRI,

2021).

Tiois de baixo peso molecular como a cisteina (cys), homocisteina (hcys) e a glutationa
(GSH) sao as moléculas pequenas mais abundantes entre os chamados tiois biologicos, uma
série de compostos de papel importantissimo na fisiologia humana (DAI et al., 2020).
Antioxidantes de ocorréncia natural como a glutationa e o 4cido ascorbico, protegem as células
de espécies reativas, e a propor¢cdo de glutationa oxidada e reduzida demonstrou ser um
indicador de estresse oxidativo celular (GIUSTARINI et al., 2017). A homeostase celular,
portanto, ¢ um mecanismo do proprio organismo para estabelecer um equilibrio entre espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio e os antioxidantes. A Figura 36 abaixo mostra as principais
espécies oxidantes e antioxidantes, focando na origem endogena ou exdgena para os oxidantes

e enzimatica ou ndo enzimatica para os antioxidantes
Figura 36 — Principais espécies oxidantes e antioxidantes e suas classificacdes quanto a origem.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

A glutationa ¢ o principal antioxidante intracelular presente em concentragdes de 1-10
mM na microglia e outras células do sistema imunolégico. GSH pode reagir com peroxinitrito

e outras ERNs e EROs para proteger a célula do dano oxidativo. A glutationa peroxidase na
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célula reduz o peroxido de hidrogénio com a formacao concomitante de glutationa dissulfeto
(GSSGQG). Por causa de seu papel principal na manutencao do status redox da célula, a propor¢ao
intracelular de GSH / GSSG ¢ frequentemente usada como uma medida quantitativa do estresse
oxidativo celular (CLAESON et al., 2019; GIUSTARINI et al., 2015, 2017). Niveis anormais
de GSH sao indicativos de uma série de doencas como AIDS, cancer e mal de Parkinson (LEE,

S.etal., 2018).

A cisteina ¢ um alfa aminoacido natural que apresenta fun¢des importantissimas como
sintese de proteinas, detoxificacdo e outras fungdes metabodlicas. Niveis anormais de cisteina
sdo apontados como indicativos de neurotoxicidade, despigmenta¢do de cabelos, lesdes no
figado e na pele (DALI et al., 2020; NGUYEN, Q. K. et al., 2021) . A homocisteina, por sua
vez, ¢ um aminoacido ndo-proteinogénico, ndo participando diretamente da sintese de
proteinas. A homocisteina pode ser utilizada como um biomarcador de diversas doengas como
mal de Alzheimer, perda de fungdes cognitivas e doengas relacionadas ao risco cardiovascular.
A concentracdo normal da homocisteina no plasma humano ¢ de 5 — 15 pM, e altos niveis desse
biomarcador estdo associados com fatores de risco (HOSSEINZADEH et al., 2021). A
homocisteina presente nos seres humanos advém da metionina encontrada em alimentos como

ovos, peixes, iogurte e sementes.

Acido ascérbico (AA), popularmente chamado de vitamina C, ¢ uma das mais comuns
moléculas pequenas encontradas no sangue humano e um dos principais antioxidantes, tendo
funcdes relevantes para o funcionamento fisioldgico correto do corpo humano. Estudos
presentes na literatura demonstram que a concentra¢do de AA nos fluidos biologicos pode ser
utilizada para determinar os niveis de estresse oxidativo e indicar a necessidade de tratamentos
para doencas relacionadas como diabetes, cancer e desordens psiquidtricas(MALIK;

NARWAL; PUNDIR, 2022; NJUS et al., 2020).

A Figura 37 abaixo mostra as estruturas quimicas das trés espécies, dando destaque para

o grupo tiol da glutationa e da cisteina:

Figura 37 — Estruturas do acido ascérbico, glutationa e cisteina
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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3.6.1.1 Estratégias para separagdo e detec¢do de tiois biologicos e acido ascorbico

Devido a sua importancia singular, varias metodologias para a determinagdo da dos
biotidis e 4acido ascorbico em diferentes tipos de amostra sdo reportadas na literatura.
Forgacsova e colaboradores (2019) desenvolveram uma metodologia baseada em cromatografia
liquida de interacdo hidrofilica de ultra eficiéncia acoplada com detector de espectrometria de
massa (UHPLC-MS/MS) para a determinagdo de cisteina, homocisteina, glutationa e cisteinil-
glicina (um produto da degradagdo da glutationa) em amostras de plasma de ratos transgénicos
modelo para taupatias — um grupo de doengas neurodegenerativas que ocorrem pelo acumulo
exagerado de proteinas tau no cérebro e interferem na fungao celular e leva a danos progressivos
no sistema nervoso, como pode ser observado no mal de Alzheimer (CARDENAS-AGUAYO
et al., 2014; GERSON; CASTILLO-CARRANZA; KAYED, 2014) .

O método foi desenvolvido com base na reacao de derivatizagao dos tidis com o reagente
N-fenilmaleimida (NPM), o qual proporcionou alta seletividade e sensibilidade na detec¢ao das
espécies. Podemos observar na Figura 38 que o esquema de derivatizagdo com o reagente NPM.
E importante salientar que os autores reportaram outros procedimentos de derivatizacio
utilizando reagentes que nao foram satisfatorios devido a fatores como falta de linearidade e

baixa solubilidade.

Figura 38 — Esquema da derivatizacio dos tiois com o reagente NPM presente no trabalho de
Forgacsova e colaboradores
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Fonte: Forgacsova e colaboradores, 2019.

Apoés as otimizagdes necessarias para o desenvolvimento do trabalho, a metodologia
proposta apresentou limites de detec¢do na faixa de 0,18 — 2,84 uM e obteve os critérios
necessarios para analises biomédicas de acordo com o FDA (Food and Drug Admnistration), a

agéncia regulatoria americana. As andlises com os ratos transgénicos demonstrou que os niveis
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de homocisteina e glutationa nesses ratos estavam alterados quando em compara¢do com o
grupo controle (FORGACSOVA et al., 2019).

Assim, o presente trabalho visa o desenvolvimento de uma metodologia baseada em
microchip eletroforese com deteccdo eletroquimica (ME-EC) para a separagdo e determinagao
de 4cido ascorbico, glutationa e cisteina visando aplicagdes em amostras bioldgicas.

A Tabela 11 abaixo elenca algumas estratégias para a determinacdo de tiois bioldgicos
e acido ascorbico. De uma forma geral, as estratégias utilizadas obtiveram sucesso uma vez que
a determinacdo e separacdo dos analitos nas amostras foram obtidas de forma satisfatoria.
Apesar disso, todas as estratégias utilizadas apresentam uma desvantagem em comum: O alto
tempo de andlise leva a uma baixa frequéncia analitica, ou seja, o nimero de andlises que uma
determinada metodologia pode fazer num dado intervalo de tempo. Assim, estratégias que
possam reduzir o tempo de andlise e, por consequéncia, aumentar a frequéncia analitica sdo
necessarias.

Assim, o presente trabalho busca o desenvolvimento de uma metodologia de andlise
para tiois biologicos e acido ascorbico com base num microchip eletroforese com detecgdo
eletroquimica que permita uma separagdo das espécies com um menor tempo de andlise e

possibilite assim uma maior frequéncia analitica.
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Tabela 11 — Principais estratégias utilizadas para a determinaciio de tiois biolégicos e acido ascérbico em diferentes matrizes.

TECNICA DE < FAIXA TIPO DE TEMPO DE A
e SEPARACAO LISIICHALD LINEAR AMOSTRA SEPARACAO e
A new HPLC method for the
simultaneous determination of ascorbic 0,05—1 pgmL"!
acid and aminothiols in human plasma ?roq&at(zlgralﬁa Bl o (cys); 0,# % 2pug  Plasma humano 19 mi (KHAN, Abad et
and erythrocytes using electrochemical tquida de a ta etroquimica 1 (heys); 0,1 — e eritrocitos minutos al., 2011)
detection eficiéncia (HPLC) 4 pg mL (GSH); ’
Simultaneous determination of
amlnthlols, qscolrbw %Cld . Sangue humano (YAOQ; WANG,
and uric acid in biological samples by Eletroforese capilar Elet . 0.5 50 1 tecido d 10 minut
capillary (CE) RG] Ly Hem © fecido ce WOS yuting; CHEN, G., 2007)
. . cérebro de rato
electrophoresis with electrochemical
detection
A simple highly selective probe for
discriminative visualization of 0—20 uM (cys e Células A375 o (CAO, C. et al.,
endogenous cysteine, homocysteine and Nao aplicavel Fluorescéncia hcys) e 0—30 Team-2 Nao aplicavel 2020
glutathione in living cells via three uM (GSH) )
separated fluorescence channels
Simultaneous determination of total 10 300 mol
homocysteine, cysteine, glutathione, and o ’
N-acetylcysteine in brain homogenates C’ronllatograﬁa L (cys); 0’_71_ Homogenato de . (KAMINSKA et
by HPLC ngulqa de alta uv 10 pmol L cérebro de rato 10 minutos 12018
eficiéncia (HPLC) (hcys); 2 —30 (o )
pumol L™ (GSH)
Methodology for a rapid and Cromatografia 15 —-500 pmol Amostras de 3
simultaneous determination of total Liquida de Alta L' (cys); 2-50 1 (FERIN; PAVAO;
cysteine, homocysteine, cysteinylglycine  Eficiéncia com Fase  Fluorescéncia  pmol L™! (hcys); plasma 6 minutos BAPTISTA. 2012
and glutathione in plasma by isocratic Reversa 0,5 — 7,5 umol singumeo ’ )
RP-HPLC L ! (GSH) umano

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023
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3.2  Objetivos
3.2.1 Objetivo Geral

Desenvolver uma metodologia baseada em microchip eletroforese com deteccao
eletroquimica (ME-EC) para a separagdo e quantificacdo de glutationa (GSH), cisteina (cys) e

acido ascorbico (AA).

3.2.2  Objetivos especificos

[J  Avaliar as reagdes de derivatizagdo entre quinonas e tiois e aplica-las em ME—
EC;

[] Avaliar o perfil e o tempo de migragdo dos analitos através de ME — EC;

[J Avaliar o perfil e o tempo de migracdo dos analitos através de eletroforese
capilar (CE);

[] Avaliar e otimizar o potencial do eletrodo;

(] Avaliar e otimizar a concentragdo do tampao presente no eletrdlito de suporte
(BGE);

{1 Avaliar e otimizar a concentra¢ao do surfactante SDS (dodecil sulfato de sodio)
presente no eletrolito de suporte;

[J Avaliar e otimizar a presenca e concentragdo de ciclodextrinas;

[] Construir curvas analiticas para os analitos e avaliar a viabilidade de aplicagdo

para a metodologia proposta.
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3.3  Experimental
3.3.1 Reagentes, solugdes e amostras

Os seguintes produtos quimicos utilizados neste trabalho foram de grau analitico, sem
necessidade de purificacdo adicional e adquiridos das fontes designadas: Glutationa, cisteina,
acido ascorbico, HEPES (4-(2-hidroxietil)-1-acido piperazineetanesulfonico) e menadiona
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA); NaOH, HCI, 2-propanol (IPA) (Fisher Scientific,
Fairlawn, NJ, EUA); Revelador SU-8 10 ¢ SU-8 (Micro-Chem, Newton, MA, EUA); ¢
poli(dimetilsiloxano) e agente de cura (base de elastomero de silicio Sylgard 184 e agente de
cura, Dow Corning Corp. Midland, MI, EUA). As solugdes foram preparadas em agua 18,2
(MQcm) (Millipore, Kansas City, MO, EUA), salvo indicagdo em contrario. Solugdes estoque
padrdo de glutationa, cisteina e acido ascorbico (10 mmol L") foram preparadas em agua
purificada e a solu¢do de menadiona (10 mmol L) foi preparada em etanol. As solucdes de
trabalho foram preparadas através da diluicdo de solugdes estoque conforme necesséario e

filtradas usando um filtro de seringa de 0,22 pum.

3.3.2 Fabricacdo do microchip de PDMS

Um microchip PDMS simples para eletroforese contendo um canal com dimensdes de
5 cm x40 pm x 15 um foi fabricado de acordo com metodologias previamente otimizadas pelo
Susan Lunte Group (HULVEY; FRANKENFELD; LUNTE, 2010b). Resumidamente, o
dispositivo foi desenhado utilizando o software AutoCad LT2004 (Autodesk, San Rafael, CA,
EUA). e impresso em folha de transparéncia com resolu¢do de 40.000 dpi. Um wafer de silicio
de 4” foi revestido com fotorresiste negativo SU-8 10 usando um spin-coater para obter uma
espessura de filme de 15 pum. O wafer de Si revestido foi entdo cozido a 65°C por 2 minutos,
seguido de cozimento a 95°C por 5 minutos em uma placa de aquecimento programavel. Em
seguida, as caracteristicas da fotomdscara foram transferidas para o wafer de silicio revestido
por rotacdao usando uma fonte UV. O revelador SU-8 foi usado para revelar o fotorresiste no
wafer de Si e foi entdo enxaguado com alcool isopropilico. O wafer foi transferido para uma
placa de aquecimento por 2 horas a 200 ° C e depois foi seco com nitrogénio. 10,9 g de polimero
PDMS e 1,1 g de agente de cura (10:1) foram bem misturados, as bolhas de ar foram removidas
¢ 0 PDMS foi moldado no molde de wafer de Si. Um resumo grafico do dispositivo pode ser

encontrado na Figura 39 abaixo:
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Figura 39 — Resumo grafico do dispositivo PDMS/vidro utilizado no trabalho.
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Fonte: Elaborado por Weerasekara (2021).

3.3.3 Reacgdo de derivatizacao dos tiois

O procedimento para derivatizagdo dos tiois (glutationa e cisteina) foi baseado no
trabalho de Elgawish e colaboradores (2015). De forma resumida, em um tubo Eppendorf
100uL de GSH e cys em concentragdes na faixa de micromolar foram misturados com 100uL
de cloridrato de tris(2-carboxietil) fosfina (TCEP, 100uM), um agente redutor para tidis. Na
sequéncia, menadiona em excesso foi adicionada & mistura e a amostra foi agitada no vortex
por 5 minutos. Apos o procedimento, acido ascorbico foi adicionado ao tubo e a amostra foi

analisada por ME-EC, conforme a Figura 40 abaixo.
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Figura 40 — Reacio da menadiona com tidis e procedimento de derivatizagio.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

3.3.4 Procedimento de eletroforese capilar (CE)

Um sistema de eletroforese capilar Agilent 7100 com um detector DAD a 214 e 254 nm
foi empregado para experimentos de CE. Capilares de silica fundida (75 pm de diametro
interno, 63,5 cm de comprimento total e 55 cm da inje¢do até a janela de deteccdo) foram
adquiridos da Polymicro Technologies (Phoenix, AZ). Antes da inje¢@o e separagao da amostra,
o capilar foi condicionado por 5 minutos individualmente com NaOH 1M, 4gua e tampao de
corrida. A amostra foi injetada no capilar por 4 segundos por inje¢cdo de pressdo, com voltagem
de separagdo aplicada de 14100 V. O eletrolito de suporte consistia em tampao HEPES 30 mM
apH 8, 5, SDS 4 mM e B-ciclodextrina éter sulfobutilico 2 mM.

3.3.5 Microchip eletroforese com detecgdo eletroquimica (ME-EC)

A configuragdo pseudo-end-channel foi empregada para o alinhamento do eletrodo com

o canal de separagdo (Figura 41). Os canais do microchip foram lavados com alcool isopropilico
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e depois com eletrdlito de fundo (BGE) durante 5 minutos cada antes da andlise. Para a
separagdo, foi utilizada uma fonte de alimentacdo de alta tensdo UltraVolt (Ronkonkoma, NY,
EUA), sendo controlada por um programa LabView (National Instruments, Austin, TX, EUA)
escrito internamente. Sob condi¢des otimizadas, a separacdo foi obtida utilizando um BGE
consistindo em tampao HEPES 30 mM a pH 8, 5, SDS 4 mM e -ciclodextrina éter sulfobutilico
2 mM. A introdu¢do da amostra foi realizada utilizando um método de inje¢ao eletrocinética
descrito pelo Susan Lunte Group (HULVEY; FRANKENFELD; LUNTE, 2010b; MENESES
et al., 2015). Uma gate foi criada na jun¢do do dispositivo t simples aplicando +1900 V no
reservatorio de amostra ¢ +1600 V no reservatorio tampdo, mantendo os outros dois
reservatorios (amostra e residuos tampao) aterrados. A inje¢ao da amostra no canal de separagao
foi obtida flutuando a tensao no reservatério tampao por 1,0 s.

Um sistema de deteccdo de dois eletrodos foi utilizado para deteccdo amperométrica,
utilizando um potenciostato isolado sem fio de dois canais (Pinnacle Technology, Inc.,
Lawrence, KS, EUA). A aquisi¢do de dados foi realizada utilizando o software Sirenia
(Pinnacle Technology). Ag / AgCl (BASi, West Layfayette, IN, EUA) foi utilizado como
eletrodo de referéncia e toda a andlise dos dados foi realizada com os softwares Origin 9.0

(OriginLab, Northhampton, MA, EUA) ou Microsoft Excel.

Figura 41 — Sistema ME-EC utilizado no trabalho e posicionamento do eletrodo.
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Fonte: Elaborado por Weerasekara (2021).
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34 Resultado e discussao

3.4.1 Estudos preliminares

Estudos preliminares foram realizados com o intuito de serem estabelecidas
condi¢des experimentais iniciais para a detec¢do e separagdo dos analitos e assegurar a
viabilidade da metodologia proposta. Assim, foram utilizadas as condigdes experimentais Lee
e colaboradores (2014). No trabalho proposto, os autores reportaram o desenvolvimento de um
eletrodo do tipo screen-printed para a detec¢do de homocisteina e glutationa na presenca de
cisteina usando catecol. Para tanto, os autores utilizaram a estratégia de uma reacdo de adi¢ao

de Michael do catecol eletroquimicamente oxidado (formando uma orto-quinona) com os tiois

(Figura 42).

Figura 42 — Esquema da reacao entre os tiois (RSH) e a orto-quinona presente no trabalho de
Lee e colaboradores (2014).

éﬁo +RSH 2H* -2c
ortho-quinone _'_2H*L +2¢

new 'lddllCl peak

i/ A

ortho-quinone + thiol
increased
peak current

- decreased
4 a B / peak current

E/V

Fonte: Lee e colaboradores, 2014.
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Como resultado da rea¢do, um novo composto ¢ formado e novos picos mais proximos
de OV podem ser utilizados para a determinagdo indireta dos tiois. Essa estratégia, aplicada ao
trabalho aqui desenvolvido, possibilitaria uma detec¢do com menores voltagens aplicadas,
evitando assim o aparecimento de sinais interferentes nas analises. Assim, utilizou-se uma
estratégia baseada no uso da p-benzoquinona (p-BQN), uma vez que sua estrutura permite uma
reagdo similar a reagdo que ocorre com o catecol, mas possui a vantagem de ter uma etapa a
menos, haja vista que a p-benzoquinona ja esta oxidada. Assim, um teste inicial (Figura 43) foi
realizado apenas com essa molécula par a observar a presenca ou ndo de picos referentes a essa

espécie.

Figura 43 — Eletroferograma para p-benzoquinona. Condicdes experimentais: Microchip
PDMS/Vidro. Canal de separaciao: Scm. Eletrolito de suporte: Tampao fosfato (10mM, pH 2.5),
SDS 8mM, EDTA 1mM Ege: 0.6V / Eiyj: +1600V , Egep: +1900V
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Com base nos dados apresentados na Figura 43, podemos observar que nenhum sinal
referente a oxidacdo da p-benzoquinona foi observado. Esse comportamento estd de acordo
com o esperado, visto que a espécie ndo ¢ passivel de oxidacdo, diferentemente do catecol.
Assim, a proxima etapa consistiu na analise de glutationa e cisteina na presenga de p-BQN para
avaliar a presenca de picos caracteristicos desses analitos. Os resultados referentes a cisteina e

glutationa podem ser observados nas Figuras 44A e 44B abaixo:
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Figura 44 — A) eletroferograma referente a mistura entre cisteina (10 pM) com p-BQN (25 pnM) e
B) eletroferograma referente a mistura entre glutationa (15 pM) com p-BQN (25 nM). Condicoes
experimentais: Microchip PDMS/Vidro. Canal de separagio: Scm. Eletrolito de suporte: Tampao
fosfato (10mM, pH 2.5), SDS 8mM, EDTA 1mM Ege: 0.6V / Eipj: +1600V , Eep: +1900V
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

A Figura 44A indica que a reagdo da p-BQN com a cisteina produziu dois picos, sendo
um deles obtido em aproximadamente 30 segundos e o segundo pico em aproximadamente 40
segundos. De forma similar, a Figura 44B mostra que a reagdo de glutationa com p-BQN
produziu igualmente dois picos em 25 e 30 segundos. De acordo com a metodologia proposta
por Lee e colaboradores (2014), os resultados esperados seriam de apenas um pico para cada
analito. Assim, investigagdes posteriores foram realizadas na presenca tanto de glutationa
quanto cisteina em concentragdes diferentes para verificar o perfil do eletroferograma e
identificar cada um dos analitos. Assim, experimentos foram realizados tendo como base as

concentragdes das espécies descritas na Tabela 12 abaixo:

Tabela 12 — Concentracdes utilizadas para o experimento preliminar de verificacdo da sequéncia
dos analitos cisteina e glutationa na presenca de p-BQN.

Experimento Cisteina (uM)  Glutationa (uM) p-BQN (uM)

A 5 10 15
B 10 10 20
C 10 15 25
D 15 15 40
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Os experimentos basearam-se na hipdtese da reagdo completa e na proporg¢ao 1:1 entre
os analitos e a p-BQN, de forma tal a obter diferencas nas areas dos picos referentes a cisteina
e glutationa e, deste modo identificar cada um dos analitos. Assim, o perfil de picos denotado
na Figura 45 abaixo foi obtido em todos os experimentos, mostrando a presenca de quatro picos

em cada eletroferograma. Esses picos foram designados como picos 1, 2, 3 e 4.

Figura 45 — Perfil dos eletroferogramas obtidos durante os experimentos com mistura de cisteina,
glutationa e p-BQN. Condic¢oes experimentais: Microchip PDMS/Vidro. Canal de separacio: Scm.
Eletrélito de suporte: Tampao fosfato (10mM, pH 2.5), SDS 8mM, EDTA 1mM Egei: +0.6V / Ei;:
+1600V , Ep: +1900V
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Para designar cada um dos picos acima e estimar o tempo de migragdo das espécies, a
area de cada pico foi calculada conforme a 46 abaixo. Podemos observar que a area do pico 1
apresentou um incremento substancial durante os quatro experimentos. Como a Unica
substancia que obteve um aumento da sua concentragdo durante os experimentos foi a p—BQN,
podemos inferir que o pico 1 € referente a essa substancia. Como a p-BQN nao ¢ oxidavel, esse

pico refere-se a hidroquinona, molécula analoga a p-BQN em que os grupos carboxila foram
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reduzidos a fendis. Analisando o pico 2 podemos perceber que a sua area, apesar do alto desvio
padrdo, se mantém praticamente constante. Deste modo, podemos inferir que este pico ¢
sistematico e ndo se refere as substincias analisadas. O terceiro pico manteve-se praticamente
constante nos trés primeiros experimentos, tendo um decréscimo substancial na sua area no
ultimo experimento. Esse perfil ndo reflete o comportamento esperado para a variagdo da
concentragdo de nenhuma substancia analisada e, portanto, a partir dos dados disponiveis para
o pico 3 ndo ¢ possivel inferir se este ¢ referente a glutationa ou cisteina. Por outro lado, o pico
4 apresenta perfil condizente com a variacdo da concentragdo da cisteina, uma vez que os
experimentos B e C apresentam resultados similares e o experimento D exibe aumento
substancial na area. Assim, podemos inferir que o pico 4 ¢ referente a cisteina e, como
consequéncia, o pico 3 ¢ referente a glutationa.

Figura 46 — Graficos referentes as analises de drea de pico para determinacio de cada analito

presente na mistura entre p-BQN, glutationa e cisteina.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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Apesar da identificacdo dos analitos através do experimento anterior, algumas
problematicas referentes a metodologia utilizada inviabilizaram o desenvolvimento do projeto.
Uma delas refere-se a adi¢do de homocisteina e acido ascorbico para a separagdo na mistura.

Conforme podemos observar na Figura 47 abaixo, a adi¢do de uma certa quantidade de solu¢ao
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de 4cido ascorbico no reservatorio da amostra durante a corrida ocasionou o aumento do
primeiro pico que ¢ referente, de acordo com os dados obtidos na andlise anterior, a p-BQN.
Além disso, percebemos uma tendéncia geral de comigracao entre os picos 2 e 3, além do fato
de que o pico 5 apresenta uma diminui¢ao substancial durante analises em sequéncia, afetando
diretamente a reprodutibilidade dos eletroferogramas, um fator negativo no desenvolvimento

da metodologia proposta.

Figura 47 — Experimento de adi¢ao de acido ascorbico durante eletroferograma para identificacao
dos picos. Condicoes experimentais: Microchip PDMS/Vidro. Canal de separacio: Scm. Eletrélito
de suporte: Tampao fosfato (10mM, pH 2.5), SDS 8mM, EDTA 1mM e 1mM B ciclodextrina
sulfatada. Egee: +1.0V / Einj: +1600V , Egep: +1900V.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Diante do exposto, a necessidade de uma metodologia mais robusta e confiavel mostrou-
se primordial, uma vez que a metodologia baseada na p-BQN nao se mostrou eficiente. Assim,
os experimentos subsequentes utilizaram uma metodologia baseada no mesmo principio, porém

com resultados com uma melhor reprodutibilidade.

3.4.2 Metodologia baseada na reacdo da menadiona com tiois

A menadiona (2-metil-1,4-naftoquinona) ¢ uma quinona também conhecida como
vitamina K. Do ponto de vista biologico, a menadiona apresenta diversas fun¢des como por

exemplo manutencdo da estrutura 6ssea e armazenamento de carboidratos (HASSAN, 2013).
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Uma das principais vantagens da menadiona em comparagdo com a p-BQN ¢ o fato de possuir
apenas uma posicao disponivel para a reagdo com os tidis. Assim, testes foram realizados

utilizando esse reagente com base no trabalho de Elgawish e colaboradores (2015).

3421 Avaliagdo da reagdo entre menadiona e glutationa

Diferentes concentracdes de glutationa foram avaliadas para avaliar a viabilidade da
metodologia proposta. Tomando como referéncia a altura dos picos, podemos dizer que a
concentracdo de glutationa ¢ proporcional a altura do primeiro pico de cada eletroferograma
(Figura 48). Assim como nos resultados obtidos para a p-BQN, observamos a presen¢a de um

pico adicional que foi posteriormente investigado.

Figura 48 — Avaliacio da reacio de ranitidina com p-BQN utilizando a metodologia proposta por
Elgawish e colaboradores. Condicdes experimentais: Microchip PDMS/Vidro. Canal de
separacdo: Scm. Eletrolito de suporte: Tampao HEPES (30mM, pH 8.5), SDS 8mM, EDTA 1mM
e ImM B ciclodextrina sulfatada. Eqe: +0.6V / Eiyj: +1600V , Eep: +1900V.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.



98

3.4.2.2 Avaliagdo do sistema de separagdo com glutationa, cisteina e acido ascorbico

Com o indicativo de que a altura do pico ¢ proporcional & concentracao de glutationa,
investigagdes subsequentes exploraram o comportamento de outros analitos com base na nova
metodologia. Desta forma, cisteina foi incluida ao meio reacional e verificou-se que sua
migrac¢do ocorre ap6s a glutationa. De forma andloga, 4cido ascorbico foi adicionado e sua
migracdo ocorre apos a cisteina. A partir deste entendimento, experimentos posteriores foram
realizados.

Assim, cisteina e 4cido ascorbico foram avaliados juntamente com a glutationa, de
forma similar aos experimentos realizados com base na Tabela 12. Assim, utilizando as
condi¢des experimentais presentes no item anterior, eletroferogramas com diferentes
concentragdes de glutationa, cisteina e 4cido ascorbico, na faixa de 10 — 100 pM foram

realizados, conforme a Figura 49 abaixo:

Figura 49 — Eletroferogramas para GSH, cys e AA (10 — 100 pM) com base na reacio de
derivatizacio com menadiona. CondicGes experimentais: Microchip PDMS/Vidro. Canal de
separacdo: Scm. Eletrolito de suporte: Tampao HEPES (30mM, pH 8.5), SDS 8mM, EDTA 1mM
e ImM B ciclodextrina sulfatada. Eqe: +0.6V / Eiyj: 41600V Egep: +1900V.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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Com base no perfil observado para os eletroferogramas da Figura 48, uma andlise acerca
da correlacdo da concentragdo dos analitos e a area dos picos foi realizada. Assim, podemos
observar na Figura 50 que a area dos picos 1, 3 e 4 (glutationa, cisteina e 4cido ascérbico,
respectivamente) ¢ proporcional a concentragdo dos analitos. O pico 2 apresentou area
praticamente constante, independentemente da concentragdo dos analitos. Portanto, podemos

inferir que se trata de um pico sistematico associado a glutationa.

Figura 50 — Estudo das areas dos picos para GSH, cys e AA com o aumento da concentracio.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Essa analise possibilitou o entendimento de que ha uma viabilidade da metodologia
proposta, uma vez que os trés analitos puderam ser quantificados de maneira satisfatoria. Para
um melhor entendimento da reacdo de derivatizagdo com a menadiona e as migragdes das

espécies, experimentos utilizando eletroforese capilar foram realizados.

3.4.3 Avaliagdo do procedimento utilizando eletroforese capilar

Sendo a eletroforese capilar uma metodologia de referéncia para o desenvolvimento de
trabalhos utilizando microchip eletroforese, uma avaliagdo utilizando eletroforese capilar foi
realizada para entender a separacdo das espécies. Assim, a reagdo da menadiona com glutationa

e cisteina foi realizada conforme procedimento previamente apreentado.
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Inicialmente, a menadiona foi investigada separadamente dos outros analitos. Utilizando
uma concentragdo de 400 uM, podemos observar na Figura 51A que o agente derivatizante
possui tempo de migracao de 7,795 minutos e area de 111 mAU-s. Quando comparamos com a
reacdo entre menadiona e glutationa (GSH-MD, Figura 51B), observamos novamente o pico
presente em cerca de 7,70 minutos e um pico adicional, referente a GSH-MD, em 9,91 minutos.
Uma vez que a concentracdo de menadiona utilizada nos dois experimentos foi a mesma,
podemos dizer que parte da menadiona foi convertida no produto GSH-MD, uma vez que a area
do pico correspondente a menadiona no segundo experimento foi de 68,63 mAU-s. Além disso,
como o produto GSH-MD apresenta razdo carga/massa maior do que a MD, o seu tempo de
migracdo ¢ maior, o que justifica o produto formado migrar cerca de 2 minutos ap6s a MD.

A Figura 51C apresenta os resultados obtidos para a rea¢@o entre menadiona e cisteina,
obtendo o produto cys-MD. Pode-se observar novamente o pico caracteristico da menadiona
em 7,83 minutos e o pico referente ao produto cys-MD com tempo de migragdo de 13,716
minutos. O raciocinio utilizado para a formacao de GSH-MD pode ser utilizado para explicar
o tempo de migracao de cys-MD. O pico referente a menadiona apresenta area de 67,55 mAU:-s,
o que indica que parte da menadiona reagiu com a cisteina dando origem a cys-MD, que
apresenta area de 19,93 mAU:-s. O acido ascorbico (Figura 51D) foi analisado de forma
individual em concentracdo igual aos analitos (100uM). Na auséncia da menadiona, um pico

com migracao em 12,744 minutos foi observado, tendo uma area de 141,23 mAU:-s.
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Figura 51 — Eletroferogramas obtidos a partir dos experimentos de eletroforese capilar. A) Menadiona (400pM); B) Menadiona e glutationa (400uM
e 100uM, respectivamente); C) Menadiona e cisteina(400pM e 100pM, respectivamente) e D) Acido ascérbico (100uM).
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Assim, uma soluc¢ao equimolar contendo todos os trés analitos foi analisando, utilizando
procedimento idéntico ao utilizado no microchip eletroforese. Com base nos resultados
presentes na Figura 52, podemos observar que a separagdo das espécies foi obtida de forma
satisfatoria utilizando eletroforese capilar. Entretanto, diferengas foram observadas entre os
resultados obtidos na secdo 3.4.2.2. A ordem de migracdo apresentou uma diferenca entre os
picos de cisteina e acido ascorbico na metodologia utilizando eletroforese capilar, fato este que

necessitaria uma investigacao mais profunda para elucidar as diferencas observadas.

Figura 52 — Resultados obtidos para o eletroferograma com mix de glutationa, cisteina e acido
ascorbico (100nM cada) com menadiona (400pnM).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023

3.4.4 Estudo da performance do sistema microfluidico

A otimizacdo do sistema microfluidico foi realizada levando em consideraciao
parametros experimentais, fisicos e quimicos para a separagao e detec¢do dos analitos. Assim,
composi¢cdo do BGE (tipo de tampao, concentracdo de SDS e ciclodextrina), potencial de

detecgdo no eletrodo de trabalho e voltagens de injecdo e separagdo foram investigados.
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3.44.1 Otimizagdo do potencial de eletrodo

A otimizacdo do potencial de eletrodo configura-se como uma etapa fundamental para
o desenvolvimento de uma metodologia baseada em microchip eletroforese com detec¢ao
eletroquimica. Durante uma detec¢do amperométrica, quanto maior o potencial aplicado, maior
o numero de espécies que podem sofrer reagdes de oxidagdo ou redugdo na superficie do
eletrodo. Deste modo, potenciais de oxidagdo e/ou redugdo proximos de 0,0V sdo desejaveis,
uma vez que indicam um menor nimero de espécies interferentes para as metodologias a serem
desenvolvidas.

Assim, quatro diferentes potenciais de oxidagdo (0,0 V; +0,2 V; +0,4 V e +0,6 V) foram
avaliados. Com base nos dados presentes na Figura 53, pode-se observar que nenhum pico
reportado em 0,0 V. Sendo assim, a utilizagdo do microchip eletroforese com detec¢ao
eletroquimica nesse potencial ndo ¢ viavel. Um fendmeno semelhante acontece em +0,2 V.
Nesse potencial ndo ¢ possivel observar a oxidagdo de GSH-MD, o que inviabiliza o uso do
dispositivo proposto.

Nos potenciais de +0,4 V e +0,6 V ¢ possivel observar a presenca dos trés picos
referentes a GSH-MD, cys-MD e AA. Uma melhor separacao entre cys-MD e AA ¢ observada
com o potencial de +0,4 V quando comparada com o potencial de +0,6 V. Além disso, a
separagdo das espécies € obtida num menor tempo nesse potencial. Assim, como esse potencial
apresenta as caracteristicas reportadas e permite uma detec¢do em um potencial relativamente

baixo, o potencial de +0,4 V foi selecionado e utilizado durante as otimizagdes posteriores.

Figura 53 — Estudo do potencial aplicado no eletrodo de trabalho
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023
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3442 Avaliagdo da concentragdo do tampdo

A concentracdo do tampao ¢ um dos pardmetros mais importantes no
desenvolvimento de metodologias analiticas, sobretudo aquelas em que a concentracdo do
tampao reflete diretamente a forga ionica do meio. Numa separagao eletroforética, a for¢a idnica
reflete diretamente na mobilidade efetiva (uer) de uma espécie, isto ¢, a resultante da
composi¢do entre a mobilidade eletroforética e eletroosmética (TERABE, 1992)

Quanto maior a for¢a idnica, menor serd a [lef, como reportado por Ibrahim e
colaboradores (2012). Assim, estudos foram realizados para averiguar a influéncia do sistema
tampao. Concentracdes na faixa de 10 — 40 mM do tampao HEPES foram investigadas,
mantendo fixa as outras condi¢des experimentais. A mobilidade efetiva ¢ importante pois define
a velocidade eletroforética (Veof) de uma dada espécie (AHMADZADEH et al., 2008). Se o
campo elétrico, E, e o potencial zeta, {, da parede do capilar sdo homogéneos por todo o
comprimento do canal, podemos definir a velocidade eletroforética como o produto da
mobilidade eletroforética pela for¢a do campo elétrico, conforme a equagao 7:

Veor = UeofE Equacao 7

A for¢a do campo elétrico pode ser definida como o produto da densidade de
corrente e da resistividade. Considerando dois campos locais E; e E> em duas regides com
diferentes concentragdes (tampao 1 e tampao 2, por exemplo), teriamos a Equagdo 8 para a

forca do campo elétrico:

Eopi12
p1x+p2(1-x)

Ei, = Equagdo 8

Em que p ¢ a resistividade do tampao, y ¢ o comprimento do capilar preenchido.
Quando apenas um tampao ¢ utilizado, o sistema ¢ uniforme e a for¢a do campo ¢ dada pela
Equagdo 9 abaixo:

Ey, =~ Equagdo 9

Em que V ¢ a diferenca de potencial e L é o comprimento do capilar. De acordo
com a equagdo, o campo elétrico. A equacdo 2 nos diz que a for¢a do campo elétrico numa
regido de baixa resisténcia ¢ maior do que Eo e que a forca do campo elétrico numa regido de
alta resisténcia ¢ maior do que Eo. Enquanto os valores absolutos para E; e E> dependem de y,
a propor¢do entre os dois campos ¢ uma razdo que depende apenas da resistividade. A
resistividade pode ser definida como uma medida da dificuldade que uma corrente elétrica tem

para atravessar um determinado material quando ele estiver conectado com uma fonte de tensao
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elétrica. A relacdo entre os campos elétricos e as resistividades podem ser observadas na
Equacao 10:
Ey _ pa1

5 oy Equacgao 10

As resistividades p; e p, sdo inversamente proporcionais as concentragdes Ci e
C, de um dado sistema tampao. Assim, os ions dentro da regido de menor concentragdao
encontram-se sujeitos a um maior campo elétrico e se movem mais rapidamente do que os ions
dentro de uma regido de alta concentracio (AHMADZADEH et al., 2008; HAYES;
KHETERPAL; EWING, 1999; HENRY, 2006). Sendo assim, os resultados obtidos para a
avalia¢do da concentracdo do tampao estdo presentes na Figura 54 abaixo, em que o aumento
da concentragdo levou a diminui¢do da velocidade eletroforética dos analitos.

Figura 54 — Eletroferogramas da separacio de glutationa, cisteina e dcido ascorbico. Condicdes
experimentais: PDMS/Glass microchip — Scm separation channel BGE: HEPES (pH 8.5), SDS
4mM, SBE--CD 2mM ; Edet: +0.4V / Einj: +1600V , Esep: +1900V
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Com base no grafico podemos observar que a concentracdo de 10mM possuiu o
menor tempo de corrida, com os analitos sendo detectados em menos de 40 segundos.
Entretanto, essa concentracao do tampao possui alta resistividade e a resolucdo dos picos de
cisteina e acido ascorbico ndo ¢ satisfatoria. O aumento da concentracao diminui a resistividade
e a separacdo dos picos passa a ter uma melhor resolu¢do nas outras condi¢des avaliadas. Com

base nos parametros de resolucdo e forma dos picos e tempo de corrida, a concentragdo de
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30mM foi escolhida como a ideal, uma vez que apresenta a melhor resposta para os parametros

avaliados.

4.4.4.3 Avalia¢do da concentragdo do surfactante

Um surfactante ¢ um agente de superficie ativa em que uma regido ¢ atraida pela
agua (sendo, portanto, uma regido hidrofilica) e a outra regido ¢ repelida pela dgua (regido
hidrofobica). Os surfactantes apresentam diversas aplicacdes e, nas separacgdes eletroforética,
as regides hidrofobicas e hidrofilicas afetam a seletividade das separacdes. Uma vez que o
PDMS apresenta baixo potencial zeta, que pode ser definido como uma medida da carga elétrica
ao redor de particulas coloidais, se faz necessario a adi¢do de surfactantes para aprimorar o
fluxo eletroosmotico e possibilitar separagdes (BECKERS; BOCEK, 2002; GUAN; NOBLITT;
HENRY, 2012; TERABE, 1992).

Existem quatro classes de surfactantes: anidnicos, catidnicos, ndo idnicos e
zwitterionicos. Apesar de existirem diversos surfactantes comercialmente disponiveis, os
surfactantes utilizados em separagdes eletroforéticas devem obedecer a uma série de
caracteristicas, como serem soliveis no tampdo a fim de gerar micelas e a solugdo micelar
formada deve ser homogénea, transparente e possuir baixa viscosidade (HANCU et al., 2013).

As micelas formadas possuem a capacidade de interagir com os analitos a nivel
molecular, tendo como base interagdes hidrofobicas e eletrostaticas. Como resultado desse
processo de interacdo, até mesmo analitos neutros podem se ligar as micelas. De uma forma
geral, as micelas apresentam superficie carregada e o analito apresenta carga oposta, levando a
uma atracao eletrostatica entre eles.

Considerando que a maior parte dos analitos interagem com os surfactantes na
sua porcdo hidrofilica, essa regido tem maior importancia na seletividade. Assim, ndo ha
diferenca consideravel em se utilizar o SDS (dodecil sulfato de s6dio) ou o STS (tetradecil
sulfato de sodio), presentes na Figura 55 abaixo. Por outro lado, um surfactante como o LMT
(sodium lauroyl methyl taurate) apresenta uma diferenca consideravel na estrutura da regiao

hidrofilica, gerando uma seletividade diferente quando comparado ao SDS (TERABE, 1992).

Figura 55 — Estruturas do SDS e STS e LMT. A diferenca estrutural da cadeia carbonica
hidrofobica exerce pouca diferenca na seletividade de analitos polares. Por outro lado, as
diferencas estruturais na regido hidrofilica apresentam grande efeito na seletividade.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

A influéncia da concentragdo do surfactante SDS foi investigada para melhorar
a resolucdo de separagdo dos analitos. Assim, diferentes concentragdes de SDS (2mM, 4mM,

8mM e 10mM) foram avaliadas e os resultados estdo presentes na Figura 56 abaixo:

Figura 56 — Efeito da concentracio de SDS na separacio das espécies.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Com as micelas de SDS, a ordem de eluigdo ¢ obtida com anions, neutros e cations. Os
anions estardo presentes na solucdo devido as repulsdes eletrostaticas com a micela negativa.
Na sequéncia, moléculas neutras sao separadas devido a hidrofobicidade que apresentam e, por
fim, os cations apresentam migragdo devido a forte atracdo eletrostatica com a micela
(WATZIG; LLOYD, 1995).

O aumento da concentragdo de SDS tem alguns efeitos como por exemplo o aumento
da condutividade do eletrdlito de suporte, fato este que pode ser observado experimentalmente

pelo aumento das correntes apresentadas na fonte de alta tensdo. O aumento da temperatura do
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canal ¢ conhecido como efeito Joule e gradientes térmicos sdo gerados dentro do capilar devido
a ineficiéncia na dissipag@o do calor. Assim, o calor dissipado ndo ¢ igual ao calor produzido e
a temperatura dentro do capilar ou canal pode aumentar levando a evapora¢do do tampao,
ocasionando bolhas que atrapalham a passagem de corrente dentro do capilar (JUNIOR, 2019;
SONG, S. H.; KWAK; JUNG, 2009; WATZIG; LLOYD, 1995; WEINBERGER, 2000). Além
disso, o aumento da forca ionica devido a adicdo de SDS tende a reduzir o fluxo eletroosmético,
conforme podemos observar na Figura 56. E possivel observar que em concentragdes baixas de
SDS o tempo de migracdao das espécies ¢ menor, ou seja, o fluxo eletroosmoético ¢ maior.
Quando ha um aumento substancial na concentragdo de SDS, como nas concentragoes de SmM
e 10mM, pode-se observar que o tempo de migracdo aumenta. Para a concentragdo de 10mM,
ndo ¢ possivel observar picos bem definidos. Assim, levando em consideracdo o perfil dos
picos, o tempo de migracdo e o efeito Joule, a concentragdo de 4mM foi definida como 6tima

nessa etapa e foi utilizada nas otimizagdes posteriores.

4.4.4.4 Avaliagdo da concentragdo e do efeito de ciclodextrinas

Ciclodextrinas sdo oligossacarideos com formato molecular cilindrico. A sua superficie
exterior ¢ hidrofilica, enquanto as cavidades internas sdo hidrofobicas (TERABE, 1992).
Existem trés tipos comuns de ciclodextrinas (a3 e y), as quais diferem entre si com base no
tamanho da cavidade. As propriedades das ciclodextrinas como por exemplo o tamanho
nanométrico e as cavidades quirais/apolares fazem com que essas macromoléculas possuam
grandes aplicagdes dentro da quimica analitica, especialmente dentro do campo das separacdes
(SZENTE; SZEMAN, 2013) .

Nas décadas de 1980 e 1990, varias aplicagdes das ciclodextrinas para o
desenvolvimento de métodos analiticos baseadas em separagdes foram desenvolvidas. Mais
recentemente, alguns trabalhos mostraram o potencial das ciclodextrinas como seletores de
quiralidade (HANCU et al., 2015). Assim, foram avaliadas duas diferentes B[+ ¢iclodextrinas
(SBE-B-CD e B-CD - sulfatada) em dois niveis diferentes de concentracao (2 e SmM). Os

resultados obtidos estdo presentes na Figura 57 abaixo:
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Figura 57 — Avaliacao das ciclodextrinas SBE- -CD e B -CD — sulfatada
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Ciclodextrinas sdao moléculas neutras e ndo apresentam mobilidade eletroforética
(HANCU et al., 2013). A sua concentragdo deve ser controlada de forma que as condigdes
experimentais possam ser otimizadas. De acordo com o trabalho de Hancu e colaboradores
(2015), o aumento da concentragdo das ciclodextrinas leva ao aumento do tempo de migracao,
devido ao maior tempo em que o analito fica presente na forma associada a ciclodextrina. Outro
fator reportado pelos autores ¢ o aumento da viscosidade do tampao, o que leva a diminui¢ao
da mobilidade dos analitos. Esses fatores foram observados nessa etapa experimental e
podemos observar de forma mais efetiva nas Figuras 58A e 58B abaixo, em que podemos
evidenciar que o aumento da concentragdo leva ao aumento do tempo de migragdo das espécies,
sobretudo quando a ciclodextrina B-CD — sulfatada ¢ utilizada. Uma vez que o uso das
ciclodextrinas proporcionou, de uma forma geral, numa boa resolu¢do entre os analitos, a
otimizagdo nessa etapa foi realizada com base no menor tempo de migragdo possivel para as
espécies. Assim, apesar da separacdo utilizando a SBE--CD numa concentra¢do de SmM ter
apresentado uma melhor resolu¢do entre os picos, a SBE--CD na concentra¢do de 2mM foi
escolhida como a ideal para os experimentos posteriores pois utiliza uma menor concentragao

de ciclodextrina e possibilita uma separagao satisfatoria.
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Figura 58 — Tempo de migracio dos analitos em funcio do tipo e concentracio das
ciclodextrinas.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

3.4.5 Curva analitica para a metodologia proposta

Uma vez que os pardmetros avaliados para a separagdo e determinacdo dos analitos
foram otimizados, curvas analiticas foram construidas para cada um dos analitos (Figura 59).

Figura 59 — Curvas analiticas para glutationa, cisteina e acido ascorbico sob condicées
otimizadas.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Assim, a Tabela 13 apresenta um quadro resumo dos dados obtidos a partir da
construcao das curvas analiticas. Com base nos dados apresentados na Tabela 13 podemos

inferir que as faixas lineares para os trés analitos estao dentro das concentragdes desses analitos
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indicadas na literatura em meio intracelular. Trabalhos recentes presentes na literatura indicam
que as concentracdes de glutationa, cisteina e acido ascorbico no sangue humano sdo de
4,70uM, 250 uM e 45,30uM, respectivamente. J4 para os eritrocitos, as concentragdes dos
analitos estdo na faixa de 0,40 — 3,0 mM para glutationa, 9 — 57 uM para acido ascorbico e 1 —
50 uM para cisteina T ERVE, VAN et al., 2013; WANG, X. et al.,2012). Com base nos dados
presentes na literatura e nos dados obtidos durante a constru¢do da curva analitica, podemos
inferir que a metodologia proposta ¢ adequada para a determinacao desses analitos em amostras

bioldgicas.

Tabela 13 — Resumo dos principais paridmetros analiticos referentes as curvas analiticas para a
metodologia proposta.

Espécie Curva analitica Coeficiente de Faixa linear Sensibilidade
correlacio linear (nmol L)
Glutationa  Pyur= 0,0010(72,10x107) Casn 0,999 2,5-100 0,0010
+0,127 (119,90x10)

Cisteina Paiwura= 0,0046(20,0002) Ceys - 0,995 5-50 0,0046
0,0077 ( 0,0056)

Acido Pattura= 0,0023(111,34x10%) Caa - 0,995 5-50 0,0023
ascorbico 0,0044 (0,0019)

Além disso, pode-se observar que a maior faixa linear obtida foi referente a glutationa.
Como consequéncia, a sensibilidade do método ¢ substancialmente cerca de duas vezes menor
do que a curva analitica construida para a cisteina e cerca de quatro vezes menor do que a curva

analitica obtida para o &cido ascorbico, que apresentam faixa linear menor.
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3.5 CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento da metodologia proposta para a determinagao de tidis biologicos e
acido ascorbico foi satisfatoria, tendo em vista os resultados obtidos ao longo do trabalho. A
utilizagcdo da metodologia baseada na reagdo dos tidis com a menadiona provou-se efetiva, uma
vez que uma série de parametros analiticos foram otimizados, como o potencial aplicado no
eletrodo de trabalho, a concentracdo do tampao, a concentragdo de SDS e de ciclodextrinas.
Essas otimizagdes evidenciam que a concentragdo medida dos analitos ¢ dependente desses
parametros. Sob condi¢des Otimas, a constru¢do das curvas analiticas evidenciam a
potencialidade da metodologia desenvolvida, visto que os valores obtidos viabilizam a utilizam

da metodologia proposta em amostras complexas, como amostras derivadas de sangue humano.
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3.6 PERSPECTIVAS

o Avaliar areagdo da menadiona com outros tidis bioldgicos relevantes e adiciona-
los ao sistema ME-EC;
o Realizar estudos para avaliar possiveis interferentes ao método;

o Realizar andlise com amostras reais tais como fluidos biologicos e alimentos;
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4 CONCLUSAO GERAL

Considerando que a utilizacdo dos sistemas miniaturizados com aplicagcdes dentro da
quimica analitica ¢ de suma importancia dentro do contexto cientifico, social e tecnologico
atual, pode-se concluir que as metodologias aqui apresentadas sdo alternativas para a resolugao
de problemas presentes na sociedade, como a verificagdo rapida e eficiente de um medicamento
e a possibilidade de testes com amostras bioldgicas com uma frequéncia analitica elevada.
Assim, espera-se que as metodologias desenvolvidas neste trabalho possam ser posteriormente
utilizadas para o desenvolvimento de tecnologias que possibilitem um retorno direto para a

sociedade dos investimentos efetuados em recursos humanos e desenvolvimento cientifico.
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