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RESUMO

As doengas causadas pelo mau funcionamento dos rins e das vias urinarias variam
com o tipo de patologia e com a parte do sistema afetado, sendo a insuficiéncia renal
uma das doengas que provoca o aumento de toxinas no sangue, como a ureia. O
método clinico para quantificar a ureia no corpo é realizado apenas em laboratérios,
tem custos e &€ um procedimento, relativamente, demorado. Dispositivos que
diminuam custos, tempo e aumentem o acesso de paciente a um diagnostico rapido,
tal como os biossensores € uma necessidade da sociedade. Diante do exposto, o
objetivo dessa pesquisa foi desenvolver biossensor enzimatico e eletroquimico para
deteccdo de ureia. Para tal foi produzida tinta de antiménio e grafite, realizada
imobilizagdo de enzima e utilizada a técnica de serigrafia para produzir o biossensor.
Sendo caracterizado por difracdo de raios X, microscopia eletrdnica de varredura,
avaliacao de aderéncia, condutividade elétrica, avaliacdo de pH, sensibilidade e faixa
de linearidade e teste com amostra clinicas. A difracdo de raios X confirmou as fases
cristalinas presentes nas tintas produzidas. Na microscopia eletronica de varredura
verificou-se a morfologia das particulas e que esta é constituida por uma distribuicéo
de particulas de tamanhos entre 1 e 40 um. A avaliacdo de aderéncia mostrou que as
particulas da tinta de antiménio como a de grafite possuem uma boa interagdo com o
suporte. A condutividade da tinta de antiménio € menor que a de grafite, no entanto,
se adequam bem para aplicacdo desejada. O pH das solugcdes de soro com diferentes
concentragbes de ureia variou entre (6,3 e 6,88), e que durante as medidas de
bioresposta esses valores variam entre (7,56 e 8,88). O biossensor apresentou
sensibilidade nas concentracdes de 0 a 20mmol/L, no entanto, para concentracoes
entre 10 e 20mmol/L os valores néo foram consideraveis. A faixa de linearidade do
biossensor ¢ de 0 a 10mmol/L e que os testes clinicos pelo método padréo
apresentaram-se similares aos obtidos com os biossensores desenvolvidos. Nos
testes com amostras clinicas, utilizando sangue total, os biossensores mostraram
respostas satisfatdrias, obtendo valores de conversao para taxa de ureia similares aos
apresentados nos testes clinicos tradicional, comprovando a eficacia e a possibilidade
de utilizagdo do biossensor com amostra de sangue total, sem qualquer preparo.

Palavras-chave: Biossensor. Insuficiéncia Renal. Ureia. Urease.



ABSTRACT

The diseases caused by the malfunction of the kidneys and urinary tract vary with the
type of pathology and the part of the affected system, with renal failure being one of
the diseases that causes the increase of toxins in the blood, such as urea. The clinical
method for quantifying urea in the body is performed only in laboratories, has costs
and is a relatively time-consuming procedure. Devices that reduce costs, time and
increase patient access to rapid diagnosis, such as biosensors is a necessity of
society. In view of the above, the objective of this research was to develop enzymatic
and electrochemical biosensor for the detection of urea. For that, antimony and
graphite paint were produced, enzyme immobilization was performed and the screen
printing technique was used to produce the biosensor. It is characterized by X-ray
diffraction, scanning electron microscopy, adhesion evaluation, electrical conductivity,
pH evaluation, sensitivity and linearity range and clinical sample testing. X-ray
diffraction confirmed the crystalline phases present in the inks produced. Scanning
electron microscopy showed the morphology of the particles and that the particle size
was between 1 and 40 um in size. The adhesion evaluation showed that the antimony
ink particles such as graphite have a good interaction with the support. The conductivity
of the antimony paint is less than that of graphite, however, they are well suited for the
desired application. The pH of the serum solutions with different urea concentrations
varied between (6.3 and 6.88), and that during the bioresponse measures these values
vary between (7.56 and 8.88). The biosensor presented sensitivity at concentrations
of 0 to 20 mmol / L, however, for concentrations between 10 and 20 mmol / L, the
values were not significant. The range of linearity of the biosensor is 0 to 10mmol / L
and that the clinical tests by the standard method were similar to those obtained with
the developed biosensors. In the clinical samples tests using whole blood, the
biosensors showed satisfactory responses, obtaining urea conversion values similar
to those presented in the traditional clinical tests, proving the efficacy and the possibility
of using the biosensor with a whole blood sample without any preparation.

Keywords: Biosensor. Renal insufficiency. Urea. Urease.
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1.  INTRODUGCAO

As doengas causadas pelo mau funcionamento dos rins e das vias urinarias,
variam com o tipo de patologia e a parte do sistema afetado, denominadas doencgas
renais. A insuficiéncia renal € uma dessas doencgas e provoca o aumento de toxinas
no sangue, levando sérios riscos a saude. A ureia é um destes residuos, que, em
quantidades fora da faixa ideal pode representar um sinal precoce de doenca renal.

Os métodos de diagndsticos para identificar o paciente com doencgas renais,
sdo: avaliagao da taxa de filtragdo glomerular (TFG); o exame sumario de urina (EAS)
e exames de imagem, como a ultrassonografia, tomografia e ressonancia magnética
dos rins e das vias urinarias, sendo métodos precisos, porém demorados e de alto

custo.

Dispositivos de diagnostico de baixo custo, facil manuseio e inclusdo social,
fazendo do resultado precoce uma ferramenta de planejamento preventivo das
doengas crbnicas sdao uma necessidade e os biossensores representam estes
dispositivos. Os biossensores sao dispositivos analiticas utilizadas nas mais diversas
areas de aplicagbes: na medicina, controle de processos, seguranga alimentar,
monitoramento ambiental, defesa e seguranga pessoal, isso decorre de suas
caracteristicas vantajosas face aos métodos convencionais, existindo uma elevada

auséncia de tais dispositivos no mercado mundial.

Dentre os diferentes tipos de biossensores, os eletroquimicos se destacam
em relagado: baixo custo, precisdo, portabilidade, manuseio, miniaturizacéo e tempo
de analise rapido (Liu, 2012; Moreira et al., 2010; Oliveira e Pereira, 2016).

O registro de patentes e estudos de biossensores para detecgao de ureia é
em diferentes condigdes bem extenso, tais como: biossensor de ureia para
monitoramento de hemodialise, biossensor eletroquimico em tiras teste com quatro
novos recursos para analise de fluidos, biossensores potenciométricos para deteccao
de ureia e creatinina e o método de formacgao Thereof, entre outros, entretanto, nao
ha no mercado mundial um biossensor comercial, existindo diversas lacunas
(Crismore et al., 2001; Glass, 1999; Hsiung et al., 2010).

A taxa de ureia tem importadncia para analise clinica, industria alimenticia,
cosméticos e avaliagdo ambiental, sendo realizadas por métodos convencionais
(Singh et al., 2008).
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Em cirurgias, a afericdo da taxa de ureia dos pacientes € de extrema
importancia para diagndéstico precoce e/ou monitoramento da fungéo renal, visto que,
no sofrimento renal, é a primeira taxa que se altera. Hoje, o exame é realizado apenas
por teste clinicos laboratoriais, acarretando demora no diagnostico e,
consequentemente, prejuizo ao tratamento precoce. Outro ponto de relevancia e
motivagcéo é a utilizagdo deste biossensor durante procedimentos de hemodialise,
monitorando, continuamente, as taxas de ureia durante todo o procedimento. Diante
do exposto, nosso objetivo foi o desenvolvimento de biossensor enzimatico e

eletroquimico para detecg¢ao de ureia.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1Sistema Urinario

O sistema urinario também pode ser chamado de excretor ou excretorio
(Figura 1). Compreendem os dois rins que produzem a urina, os dois ureteres ou
ductos, que transportam a urina para a bexiga, onde fica armazenada por algum
tempo, e a uretra, através da qual é expelida do corpo (Moraes, de e Colicigno, 2007;
Sobotta, 2014).

Figura 1 — Sistema urinario (Sobotta, 2014).

O sistema urinario tem como érgéos principais os rins, e estes por sua vez,
tém multiplas funcdes no organismo que sdo: excregao de produtos indesejaveis do
metabolismo e de substancias quimicas estranhas; regulagédo do equilibrio de agua e
eletrélitos; regulagcdo da osmolalidade dos liquidos corporais e da concentragao de
eletrélitos; regulacdo da pressdo arterial; regulagdo do equilibrio acido-base;
secregao, metabolismo e excregdo de hormdnios e gliconeogénese (Guyton, Hall e
Guyton, 2006; Sobotta, 2014).
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Os rins situam-se na regidao dorsal do corpo, atras do peritdnio e anterior aos
musculos lombares, possuem forma semelhante a um grao de feijado, medindo de 11
a 13 cm de comprimento, 5 a 7,5 cm de largura, 2,5 a 3 cm de espessura e pesa de
125 a 170g (homem) e 115g (mulher). Os rins sdo responsaveis pela absorgéo,
reabsorgéo e excregao de agua e metabdlitos produzidos pelo organismo livrando-os
de elementos toxicos, entre eles a ureia (Guyton et al., 2003).

Cada rim, pode ter de 1 a 4 milhdes de néfrons, que sédo as células unidades
funcionais dos rins, responsaveis pela filtragdo do sangue. E uma estrutura tubular
que possui, em uma das extremidades, uma dilatacdo chamada capsula renal
(capsula de Bowman), onde no seu interior existe uma rede de capilares sanguineos
denominado de glomérulos renais (glomérulo de Malpighi). A este conjunto denomina-
se corpusculo renal (Figura 2 e 3). Todos os dias os dois rins filtram cerca de 120 a

150 litros de sangue para produzir de 1 a 2 litros de urina (Guyton et al., 2003).

Vasos
B, sanguineos

Cérrex
renal

Artéria

Ureter | .
] Cipsula
- Protegio
Para a BEXIGA ’1 externa do rim

Figura 2 - Corte transversal do Rim (Sobotta, 2014).
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Figura 3 - Corte transversal do Glomérulo (Saude, 2017)

Os ureteres sao dois tubos musculares que tem a funcdo de conduzir a urina
produzida pelos rins até o 6rgado que ira armazena-la. Os ureteres sdo capazes de
realizar contragdes ritmicas denominado peristaltismo. A urina se move ao longo dos
ureteres em resposta a gravidade e ao peristaltismo (Hansen, 2015).

Orgaos pouco calibrosos, os ureteres, Figura 4, t8m menos de 6 mm de
diametro e 25 a 30 cm de comprimento, sendo dividido em trés partes: pelve renal
esta é formada, pela juncao dos calices renais maiores, a parte mais dilatada de todo
o ureter; abdominal, esta se prolonga da pelve renal até onde o ureter deixa a cavidade
abdominal e entra na pelve e a pélvica que se estende desde o inicio da cavidade

pélvica até a bexiga (Hansen, 2015; Sobotta, 2014).

Pelve renal

Parte abdominal

Parte pélvica

Figura 4 — Ureteres e suas trés partes (Caneta, 2015).
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A bexiga é uma vesicula de musculatura lisa cuja funcédo € de armazenar a
urina produzida nos rins. Quando vazia, a bexiga esta localizada inferiormente ao
peritdnio e posteriormente a sinfise pubica: quando cheia, ela se eleva para a cavidade
abdominal. Este 6rgao possui grande capacidade de distensao, no homem ela € um
pouco maior, tem a capacidade aproximada de 500 a 700 ml, enquanto que a mulher
sua capacidade de armazenar a urina € menor, cerca de 350 a 500ml (Hansen, 2015;
Netter, 2011; Sobotta, 2014).

As principais partes da Bexiga sao: uraco ou ligamento umbilical mediano;
apice; corpo; trigono; colo e o fundo como pode ser observado na Figura 5. No interior
da bexiga existem trés orificios independentes que formam o trigono da bexiga: dois
Ostios ureterais — estes orificios sdo formados pela entrada do ureter na bexiga e um
ostio interno da uretra — inicio da uretra, € a abertura pela qual a urina deixa a bexiga

para ser eliminada (Netter, 2011).
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Figura 5 - Partes constituintes da Bexiga (Netter, 2011).

A uretra € um tubo ou canal membranoso que conduz a urina da bexiga para
0 meio externo, sendo revestida por mucosa que contém grande quantidade de
glandulas secretoras de muco. A uretra se abre para o exterior através do éstio externo
da uretra. A uretra € o Unico 6rgao que é diferente entre os sexos, isso porque a uretra
masculina participa do sistema urinario e genital, ou seja, serve tanto para a
eliminagao da urina quanto para a ejaculagao, enquanto que nas mulheres, a uretra
tem funcéo exclusiva de eliminar a urina (Tortora, 2016).

Na mulher, a uretra se inicia no interior da bexiga, atravessa o esfincter
(controla a micgao) e se abre no pudendo através do 6stio externo da uretra, mede

cerca 5 centimetros. Ja nos homens a uretra se inicia no interior da bexiga, atravessa
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a prostata, o esfincter e todo o corpo esponjoso do pénis, abrindo-se no ostio externo
da uretra localizado na glande do pénis, pode chegar a medir 25 centimetros (Sobotta,
2014; Tortora, 2016).

As principais doencgas causadas pelo mau funcionamento dos rins e das vias
urinarias sao: nefrite; infecgéo urinaria; calculo renal; obstrugdo urinaria; insuficiéncia
renal aguda; insuficiéncia renal crénica; tumores renais; doencas multisistémicas;
doencas congénitas, hereditarias e nefropatias toxicas(Nunes et al., 2010; Petroianu,
Alberti e Neto, 2001; Seguro, Yu e Burdmann, 2000; Silva et al., 2016; Skare, Holler e
Alves, 2009).

A nefrite € uma manifestagao frequente no lupus eritematoso sistémico (LES),
tendo uma prevaléncia de 40 a 75%, caracteriza-se pela presenca de albumina e
sangue na urina, edema e hipertensao (Skare, Holler e Alves, 2009).

Infecgdo Urinaria é a presenga de microorganismos na urina, e sua
prevaléncia varia com o sexo e idade dos pacientes, que se queixa de dor, ardéncia e
urgéncia para urinar e o volume urinado torna-se pequeno e frequente, tanto de dia
como de noite. A urina é turva e mal cheirosa podendo surgir sangue no final da
miccdo. Nos casos em que a infecgao atingiu o rim, surge febre, dor lombar e calafrios,
além de ardéncia e urgéncia para urinar (Hachul et al., 2015; Muller, Santos e Corréa,
2008);

O calculo renal ou urolitiase € uma massa ou agregado cristalino sélido que
se forma nos rins a partir de sais minerais presentes na urina. A célica renal, com dor
no flanco e costas é muito caracteristica, quase sempre com sangue na urina e em
certos casos pode haver eliminagao de pedras (Petroianu, Alberti e Neto, 2001).

Obstrucao Urinaria ocorre quando ha um impedimento da passagem da urina
pelos canais urinarios, por calculos, aumento da préstata, tumores, estenoses de
ureter e uretra (Seguro, Yu e Burdmann, 2000).

Insuficiéncia Renal Aguda é causada por uma agressao repentina ao rim, por
falta de sangue ou pressao para formar urina ou obstrugdo aguda da via urinaria. A
principal caracteristica € a total ou parcial auséncia de urina (Nunes et al., 2010).

Insuficiéncia Renal Cronica surge quando o rim sofre a agdo de uma doenga
que deteriora irreversivelmente a funcido renal, apresentando-se com retencdo de
ureia, anemia, hipertensdo arterial, entre outros (Silva et al., 2016).

Os tumores renais sdo um tipo histolégico de cancer que ocorre no rim e pode

ser acometido de tumores benignos e malignos. As queixas sao de massas palpaveis
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no abdémen, dor, sangue na urina e obstru¢do urinaria (Valdair F. Muglia e Prando,
2015);

2.1.1 Insuficiéncia Renal

A insuficiéncia renal € a incapacidade dos rins em desempenhar sua fungao
de filtracdo, reabsorcédo, homeostase e funcbes metabdlicas, acarretando o aumento
de toxinas no sangue. A ureia € um destes residuos, que, em quantidades acima de
45mg/dl nos adultos ou 18 mg/dl em criangas, pode representar um sinal precoce de
doenca renal (Junior, 2004; Nunes et al., 2010).

A doenca renal pode se apresentar de forma aguda ou crénica. Insuficiéncia
Renal Aguda (IRA) é a incapacidade, subita, dos rins em filtrar as impurezas, residuos,
sais e liquidos do sangue. Os aumentos de residuos alteram a composigdo quimica
do sangue podendo levar, perigosamente, ao desequilibrio. Na Insuficiéncia Renal
Crénica (IRC), os rins perdem esta capacidade de filtracdo, de forma lenta,
progressiva e irreversivel. A doenga possui elevada taxa de mortalidade e representa
um grave problema de saude publica com repercussdes financeiras sérias ao Sistema
Unico Nacional de Saude. Nesta fase, inicia um trabalho de preparagdo dos doentes
para aceitarem a dialise (Medeiros et al., 2014; Nunes et al., 2010; Silva et al., 2016).

De acordo com as Diretrizes Clinicas para o cuidado ao paciente com Doenca
Renal Crénica (DRC) do Sistema Unico de Saude, a doenca renal crénica (DRC) é
um termo geral para alteragdes heterogéneas que afetam tanto a estrutura quanto a
funcdo renal, com multiplas causas e multiplos fatores de progndstico (Clinemge,
2015; Ministério da Saude Brasil, 2014).

A doenca renal crénica consiste em lesdo renal e perda progressiva e
irreversivel da fungao dos rins (glomerular, tubular e enddcrina). As doengas renais
estao entre as causas mais importantes de 6bito e incapacidade em diversos paises
do mundo. As doencgas renais graves podem ser divididas em duas categorias
principais: (1) insuficiéncia renal aguda, na qual os rins subitamente param de
funcionar de modo total ou quase total, mas que podem em um periodo futuro
recuperar o funcionamento quase normal, e (2) insuficiéncia renal crbnica, na qual
ocorre perda progressiva da fungao de um numero crescente de néfrons que, de modo
gradual, vao diminuindo a fungao geral dos rins (Guyton, Hall e Guyton, 2006; Junior,
2004).
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Os recursos diagnosticos utilizados para identificar o paciente com DRC sé&o
a avaliagdo da taxa de filtragdo glomerular (TFG), alteragdes parenquimatosas - o
exame sumario de urina (EAS) e os exames de imagem, como a ultrassonografia,
tomografia e ressonancia magnética dos rins e vias urinarias (Ministério da Saude
Brasil, 2014).

Os principais fatores de risco s&do: sedentarismo, hipertensao/hipotenséo,
diabetes, idade acima de 50 anos, fumantes, sobrepeso, doengas vasculares,
hereditariedade, desidratagdo, trauma, internagdo prolongada e uso abusivo de
medicagcdo. Os pacientes podem apresentam: Sonoléncia, inapeténcia, fadiga,
dispneia, confusdo mental, inchaco nas pernas, tornozelos ou pés, nauseas, vomitos,
dor ou aperto no peito e, em casos mais graves, convulsdes ou coma (Junior, 2004;
Naghettini et al., 2012).

A doencga, em fase aguda, pode ser reversivel, dependendo do estado de
saude do paciente, rapidez no diagndstico e implementacéo do tratamento adequado,
entretanto, quando se torna crénica, a morbidade e mortalidade crescem, bem como
os custos com terapia. E um grave problema de saude publica, acomete milhares de
pessoas no Brasil e no mundo. O estudo da fungdo e dos diversos processos
patolégicos renais tem despertado o interesse de muitos pesquisadores,
principalmente no campo do desenvolvimento de testes que auxiliem os médicos a
estabelecer um diagndstico precoce, classificar a doenga de base, obter progndstico

seguro e monitorar terapéutica medicamentosa.(Sodré, Costa e Lima, 2007).

Figura 6 - llustragao da dificuldade de filtragao renal (Ponto de Equilibrio, 2010).
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2.1.2 Epidemiologia da Doenga Renal Cronica

Segundo dados do Ministério da Saude a doencga renal atinge 10% da
populagdo mundial e afeta pessoas de todas as idades e ragas. A estimativa € que a
enfermidade afete um em cada cinco homens e uma em cada quatro mulheres com
idade entre 65 e 74 anos (Ministério da Saude e da Agéncia Brasil, 2015).

No Brasil, cerca de 15 milhdes de pessoas tem alguma disfungéo renal, o
numero € duas vezes maior que a 10 anos, desse total 95 mil estdo em estado grave,
dependendo de hemodialise ou na fila de transplante e os casos vem crescendo no
ritmo de 10% ao ano, a prevaléncia de doencga renal crénica € de 50/100.000
habitantes. A cada ano, segundo a Sociedade Brasileira de Nefrologia, mais de 100
mil brasileiros tém insuficiéncia renal e fazem hemodialise, 70% descobrem a doenga
tardiamente e 15% ¢é a taxa de mortalidade. O custo anual com terapia renal € de mais
de 2 bilhdes por ano. A fila de brasileiros, esperando por um transplante renal ja
ultrapassa 35.000 (Nefrologia, 2014, 2017).

O diagndstico precoce da insuficiéncia renal aguda pode representar a cura
da doencga e/ou evitar sua cronicidade e a utilizagdo de dispositivos que possibilite
obter essas respostas rapidas e precisas estdo sendo constantemente estudados e
aprimorados. Os biossensores compreende a classe desses dispositivos que traz a
facilidade de uso tanto em ambiente hospitalar como domiciliar. Atualmente, dispomos
de inumeros dispositivos biossensores incorporados a medicina, diagnodstico de
cancer, monitorizagao intra-operatéria e controle hormonal (Kazemi-Darsanaki et al.,
2012)

2.2Biossensores

A histéria dos biossensores na medicina se inicia em meados de 1916,
entretanto, comprovado, surgiu em 1962 quando foi produzido o primeiro biossensor,
conhecido como "eletrodo enzimatico", devido as tiras enzimaticas que servem como
material biocataliticos, este pequeno dispositivo foi utilizado para detectar os niveis de
glicose no sangue e monitora-la, controlando o diabetes (Kazemi-Darsanaki et al.,
2012).

Sensoriamento biolégico € uma ferramenta fundamental para a compreenséao

de sistemas vivos, mas também encontra aplicagdo pratica na medicina, descoberta
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de medicamentos, controle de processos, seguranca alimentar, monitoramento
ambiental, de defesa e de seguranca pessoal. Ha uma auséncia evidente de sensores,
adequadamente potentes, para quimica corporal, residindo ai as oportunidades reais
de progresso de biossensores (Tiwari € Turner, 2014).

A pesquisa em biossensores € multidisciplinar, sendo portando fundamental
para o desenvolvimento de uma determinada aplicacdo profissional de diferentes
areas tais como: engenharias (elétrica, quimica, ciéncias dos materiais etc.), quimica,
fisica, biologia, medicina entre outras (Bahadir e Sezginturk, 2015; Calil e Silva, 2011).

Os biossensores sao utilizados nas diferentes areas tais como: laboratério de
pesquisas, biodefesa, meio ambiente, industrias de processos, diagnésticos e em
point of care, devido as suas propriedades de respostas rapidas, precisas, seletivas e
o menor custo (Desmet et al., 2015; Furtado ef al., 2008)

Os biossensores sao dispositivos analiticos formados pela combinacao de um
elemento biolégico e um transdutor, utilizadas nas mais diversas aplicacoes, isso
decorre de suas caracteristicas vantajosas face aos métodos convencionais
laboratoriais (Oliveira e Pereira, 2016). Sendo classificados de acordo com o elemento
biolégico ou transdutor utilizado no seu desenvolvimento conforme ilustrado na Figura
7 e 8 (Malhotra e Turner, 2003; Singh et al., 2008).

Elemento Biologico

enzimaticos;
imunobiossensores;

* sensores celulares;

» sensores de organela

* genossensores;

» sensores microbiolégicos.

Figura 7 - Classificacdo dos Biossensores quanto ao elemento biologico (Malhotra e Turner,
2003; Oliveira et al., 2013; Singh et al., 2008).
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Transdutor

* opticos;

* calorimétricos;

* piezoelétricos;

- eletroquimicos  (potenciométrico,
amperomeétrico e condutimeétrico);

* magnéticos;

* acusticos..

Figura 8 - Classificacéo dos Biossensores quanto ao transdutor (Malhotra e Turner, 2003;
Oliveira et al., 2013; Singh et al., 2008).

Biossensores enzimaticos: usam enzimas como elementos biolégico, como é
o caso da oxidase de glicose utilizada na medi¢ao de glicose no sangue. Além do uso
de oxidase de glicose, varias outras enzimas sao utilizadas na construgdo de
biossensores, tais como a urease, a penicilinase e a dehidrogenase de alcool (Calil e
Silva, 2011; Moreira ef al., 2010).

Imunobiossensores: sao biossensores que monitoram as interacdes do par
anticorpo-antigeno, nas quais o anticorpo ou o antigeno sao imobilizados na superficie
do transdutor. Podem facilitar a regeneracdo do componente imobilizado,
maximizando, assim, o uso do reagente, que no caso dos dispositivos convencionais
pode ser utilizado apenas uma unica vez. A sensibilidade de um imunobiossensor
depende da afinidade e da especificidade da ligacao e do ruido do sistema transdutor.
Entre os analitos que podem ser investigados pelos imunobiossensores estao os
horménios (esteroides e horménios pituitarios), drogas, virus, bactérias e poluentes
ambientais (Porfirio, Giarola e Pereira, 2016; Santana et al., 2017).

Biossensores celulares: utilizam microrganismos, as células sao incorporadas
a superficie de um eletrodo, sendo o principio de operacdo muito semelhante aos
biossensores enzimaticos, contudo apresentam custo reduzido, maior atividade
catalitica e estabilidade (Moreira et al., 2010).

Biossensores opticos: se baseiam em mudancas nas propriedades opticas
das substancias, com finalidade de monitorar a concentracao do analito. Entre as

propriedades oOpticas que podem ser utilizadas estdo: absorcao, indice de refracao,
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fluorescéncia, fosforescéncia, refletividade e comprimento de onda. Entre as
vantagens desses biossensores estdo o seu tamanho reduzido, a velocidade de
resposta, a facilidade de integracdo, imunidade a ruido eletromagnético, boa
biocompatibilidade e n&o-necessidade de elementos ativos na biocamada (Calil e
Silva, 2011; Moreira et al., 2010).

Biossensores acusticos: sao baseados na propriedade da piezo-eletricidade
que os cristais anisotrépicos. Quando é aplicada uma tenséo alternada a este
biossensor, o cristal oscila com uma determinada frequéncia, sendo tal frequéncia
associada a massa e as constantes elasticas do cristal (Moreira et al., 2010).

Biossensores calorimétricos: usam o calor gerado por reagdes catalisadoras
de enzimas exotérmicas para medir a concentracdo do analito. As mudangas de
temperatura sdo geralmente determinadas por termopares de alta sensibilidade
(Nirschl, Reuter e Voros, 2011).

Biossensores eletroquimicos: consistem de dois componentes - um elemento
biolégico que reconhece o analito alvo e o transdutor que converte o sinal gerado entre
o elemento biolégico e analito em um sinal mensuravel. Os biossensores
eletroquimicos podem ser de trés tipos: potenciométrico, amperométrico e

condutimétrico (Oliveira et al., 2015).

2.2.1 Biossensor eletroquimico

Dentre os diferentes tipos de biossensores os eletroquimicos destacam-se
devido tais dispositivos oferecem vantagens como simplicidade, baixo custo, a
possibilidade de miniaturizagdo que o torna de facil manuseio, portatil, sdo precisos e,
ainda, possui o tempo de analise reduzido (Liu, 2012; Oliveira e Pereira, 2016).

O principio basico de funcionamento dos biossensores eletroquimicos esta na
ocorréncia de reagdes quimicas, entre o elemento de reconhecimento biolégico
(bioreceptor) e o analito alvo, produzindo ou consumindo ions ou elétrons, os quais
afetam as medigdes elétricas da solugdo, como a corrente elétrica ou potencial
(Monosik et al., 2012).

Sendo esses biossensores constituidos por: analito, bioreceptor; transdutor e
o detector/processador, dos quais os componentes fundamentais séo o bioreceptor e
o transdutor (Calil e Silva, 2011).
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Dependendo do principio de medicéo, os biossensores eletroquimicos podem
ser subdivididos em: amperométrico, potenciométrico e condutimétrico (Bahadir e
Sezginturk, 2015; Marinho et al., 2016; Porfirio, Giarola e Pereira, 2016).

Os biossensores amperométricos se baseiam em reagdes de oxidagao e
reducdo, que envolve um determinado analito para medigdo de suas concentracgées,
essas reagdes geram um fluxo de corrente entre os eletrodos, sendo essa corrente
gerada sobre um potencial constante (Marinho et al., 2016)

Os biossensores condutimétricos se baseiam na medicdo da condutancia da
solugdo contendo o analito gerada por reagbes cataliticas, que produzem ou
consomem espeécies quimicas que alteram a condutividade global da solugdo (Melo,
2008).

Os biossensores potenciométrico, em geral, sdo formados por dois eletrodos
um de referéncia e outro seletivo (sensor), que se baseiam na produgdo de um
potencial significativo no eletrodo de ions seletivos, devido ao acumulo de carga na

superficie do eletrdlito (Malhotra e Turner, 2003).

2.2.2 Transdutor

O transdutor tem a fungéo converter o sinal fisico gerada pela interagao entre
0 elemento bioldgico e o analito alvo em um outro sinal de forma mensuravel. De
acordo com o principio de energia envolvida na transducdo, sendo classificados em
quatro classes: eletroquimicos (eletrdlise de espécies que sofrem oxidagao-redugao),
oticos (medida da luminescéncia ou fluorescéncia), piezelétricos (alteracdo de massa
e/ou micro viscosidade) e térmicos (absorgdo ou emissdo de radiagéo
eletromagnética) (Atta; Galal; Ali, 2011; Chaubey; Malhotra, 2002; Skladal et al.,
2010).

Os transdutores eletroquimicos sdo os mais comuns e estudados para os
biossensores, isso baseado no fato de que durante o processo de biointeragao, as
espécies eletroquimicas (elétrons) sdo consumidas ou geradas, produzindo assim um
sinal eletroquimico (Porfirio, Giarola e Pereira, 2016; Souza, De, Machado e Avaca,
2003).

Os materiais utilizados para formacdo desses diferentes transdutores

dependem do tipo de energia envolvida na transdugao e das propriedades intrinsecas
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dos materiais podendo ser: metalicos (ouro, platina, niquel, cobre, antiménio, ligas
etc.), poliméricos (polianilina — PANI, polipirrol, politiofeno etc.), ceramicos (titanato de
bario, titanato zirconato de chumbo, oxido de zinco etc.) (Ansari et al., 2010; Okafor et
al., 2008; Soares, 2011).

Os metais s&o materiais condutores caracterizados por diversas grandezas,
dentre as quais se destacam: condutividade ou resistividade elétrica, coeficiente de
temperatura, condutividade térmica, potencial de contato, comportamento mecanico,
etc. Estas grandezas sédo importantes na escolha adequada dos materiais, uma vez
que, a partir dessas sao avaliados se sdo capazes de desempenhar as fungdes que
lhe s&o atribuidas (Callister, W. D. e Rethwisch, 2009; Shackelford, 2008).

O antiménio é empregado como transdutor no desenvolvimento de
biossensores nos mais diversos tipos de aplicagao tais como: metais pesados, ureia,
creatinina, pH entre outros, devido suas propriedades como: relacdo quase linear
entre forga eletro motriz (f.e.m.) e pH (de 2 a 12), leituras reprodutiveis e estaveis, facil
fabricagcdo, baixo custo e baixa resisténcia, seja na forma de macro, micro ou de
nanoparticulas (Chan, 2012; Marinho et al., 2016; Silwana et al., 2015).

O antiménio (Sb) € um semimetal e o quarto elemento do grupo 15 da tabela
perioddica (antigo grupo 5A). Possui quatro estados de oxidagao Sb (V), Sb (Ill), Sb (0),
e Sb (lll). O antiménio e seus compostos apresentam varias propriedades que podem
ser utilizados em diversas aplicagdes. Cerca de 60% do antiménio extraido sao
utilizados em retardantes de chama e 20% utilizado em ligas. Os outros 20% restantes
sdo empregados em semicondutores, placas de baterias, equipamentos de
transmissao de energia, chapas e tubagens e em pigmentos para tintas (Ungureanu
et al., 2015).

2.2.3 Elemento Bioldgico

O elemento biolégico tem a fungao de reconhecer e interagir seletivamente
com o analito, resultando na alteragdo de uma ou mais propriedades fisico-quimicas
que sao detectadas e medidas pelo transdutor. Podendo ser o elemento biolégico um
micro-organismos, anticorpos, acidos nucléicos, células, organelas, enzimas,
proteinas entre outros que séao fixados no transdutor por diferentes técnicas (Oliveira
e Pereira, 2016; Porfirio, Giarola e Pereira, 2016).
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O mecanismo de interagao entre o elemento bioldgico e o analito pode ocorre
por biocatalise ou bioafinidade, definindo os biossensores em biocataliticos e de
bioafinidade. Os biossensores biocataliticos se baseiam nas reagdes catalisadas pelo
componente bioldgico, trés estratégias podem ser utilizadas, considerando-se que um
ou mais analitos reagem na presencga do elemento de reconhecimento bioldgico, e
produzem um ou mais produtos. Por meio do consumo do elemento biologico, da
reciclagem de um dos produtos da reacgao e pela deteccédo do estado do centro ativo
redox biocatalitico na presenca do substrato. Os biossensores de bioafinidade se
baseiam através da ligagcdo quimica entre o material bioldgico e o analito formando
um composto estavel (Calil e Silva, 2011; Furtado et al., 2008).

O bioreceptor ou elemento bioldgico € um componente de extrema
importancia para a fabricagdo dos biossensores propiciando alta sensibilidade e
seletividade (Hansen, 2011). Existindo varios componentes bioldgicos com potencial
a serem utilizados em sistemas de biossensores, tais como: enzimas, anticorpos,
receptores, acidos nucléicos, células, bactérias (Calil e Silva, 2011; Soares, 2011).

A uréase é uma enzima altamente eficiente, amplamente distribuida na
natureza, dependente de niquel, cuja fungéo catalitica é a hidrolise de ureia, e tem
sido utilizada, sobretudo, quando extraida das sementes de leguminosas e de varias
bactérias e fungos, produzindo duas moléculas de aménia e uma de acido carbdnico
Figura 99. Sao sintetizados por numerosos organismos, incluindo plantas, bactérias,
algas, invertebrados e fungos, e também ocorrer em solos como uma enzima do solo
(Carlini, 2014; Krajewska, 2009).
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NHz — C —— NH:

Urease Ureéia - Urease

NH:3
CO:z+ NHs

H:0 H
Urease — C —— NH:

Figura 9 - Reacao de hidrdlise da ureia catalisada pela urease (Fonte: Prépria).

Na fabricacdo de biossensores as enzimas sdao componentes de extrema
importancia como elementos de reconhecimento biolégico pela alta sensibilidade e
seletividade que as reacgdes enzimaticas apresentam. A sua imobilizacdo no
transdutor, de forma estavel, mantendo suas propriedades fisico-quimicas de
reconhecimento € um dos pontos fundamentais na construgdo de um biossensor
(Nelson e Cox, 2014; Oliveira, 2011).

A imobilizagao de enzimas em suportes sélidos € uma ferramenta importante
para a estabilizacdo da enzima, permite a reutilizacdo e reduz a inativacdo por
influéncia da temperatura e solventes, o que pode ser atrativo para o setor industrial
(Bezerra, Bassan e Monti, 2017; Mendes et al., 2011).

O processo de imobilizacdo da enzima pode induzir a dois fatores: primeiro a
quantidade de enzima imobilizada, esta relacionada com a area de superficie/volume
da matriz e, segundo, a porosidade da matriz que proporciona a rapida difusao da
solugdo para a enzima imobilizada e afetam diretamente o desempenho dos
biossensores enzimaticos (Mozaffari et al., 2014).

Os métodos utilizados mais empregados na imobilizagdo enzimatica sao:
adsorgao fisica ou quimica; encapsulamento; oclusdo em gel; ligagdo covalente e

ligacao covalente cruzada (Dalla-Vecchia, Nascimento e Soldi, 2004; Oliveira, 2011).
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Diversos materiais sdo empregados para imobilizacdo dos elementos
bioldgicos, entretanto, as matrizes poliméricas como: gelatinas, poliacrilamida,
colageno, triacetato de celulose e alginato sdo as mais utilizadas no desenvolvimento
dos biossensores enzimaticos, devido suas propriedades fisico-quimicas, biolégicas
e disponibilidade (Mendes et al., 2011).

2.2.4 Polimeros

Os polimeros sdo macromoléculas constituidas pela repeticdo de pequenas e
simples unidades quimicas, denominadas de mondmeros. Sdo compostos tanto
organicos quanto inorganicos, naturais ou sintéticos de alta massa molar (da ordem
de 104 a 106 g/mol), caracterizados por seu tamanho, estrutura quimica e interagdes
intra e intermoleculares (Shackelford, 2008).

Sendo classificados em relagdo a estrutura quimica, quanto a estrutura
quimica do mero: cadeia carbdnica ou heterogéneas; numero de diferentes meros
presentes: copolimero ou homopolimero; forma da cadeia polimérica: linear,
ramificado, ligagbes cruzadas e rede; configuracdo da cadeia: cabecga-cabeca e
cabecga-cauda; isomerismo geométrico: cis e trans; estéreo isomerismo: sindiotatica,
isotatica e atatica. Quanto ao comportamento mecanico podem ser termoplasticos,
termorrigidos ou elastdmeros; e quando ao método de preparagao, os polimeros
podem ser de adi¢cao ou cadeia e polimeros de condensacgao ou etapa (Callister, W.
D. e Rethwisch, 2009; Shackelford, 2008).

A utilizagéo de polimeros na area de ciéncia e tecnologia de biossensores tem
crescido significativamente devida suas vantagens, tais como: disponibilidade,
diversidade, facilidade de sintese, possibilidade de incorporacdo de diferentes
espécies dopantes e a imobilizacao de biomoléculas (Oliveira et al., 2013).

O acetato de celulose € um polimero de origem natural muito utilizado no
desenvolvimento de biossensores, sendo um dos derivados da celulose de grande
importédncia comercial (Edgar et al., 2001; Hurk, Van Den e Evoy, 2015; Steinmeier,
2004). Os polimeros naturais sédo polimeros derivados de plantas e animais, tais como:
borracha, algodao, 13, couro; seda; proteinas, enzimas, amido e a celulose (Callister,
W. D. J. e Rethwisch, 2009).

Entre as fungdes dos polimeros nos biossensores estdao o seu uso como

intermediarios nos processos de interagao receptor/analito e na transducdo do sinal
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para melhorar o tempo de resposta, a sensibilidade e o limite de deteccao (Oliveira et
al., 2013).

2.2.5 Ureia

A ureia ou carbamida 10 € um composto organico, cristalino, incolor, tdxica,
formada principalmente no figado, filtrada pelos rins e eliminada na urina e no suor,
composto por duas moléculas do grupo funcional amino (-NHz2) ligado por um grupo
funcional carbonilo (C = O), um importante produto natural que constitui a etapa final
do metabolismo das substancias nitrogenadas no organismo de mamiferos sendo
excretada principalmente pelos rins (Jha, Topkar e D’Souza, 2008; Nelson e Cox,
2014).

o

NH: — C —— NH:

Figura 10 - Férmula quimica da ureia (Fonte: Propria).

A determinagao de ureia é de grande importancia para areas como analise
clinica, industria alimenticia, cosméticos e avaliagdo ambiental. Na area clinica, a
ureia é quantificada em testes patologicos de sangue e urina; na industria alimenticia,
analisa-se ureia em leite, ja que por se tratar de um constituinte ndo natural, sua
presenca pode significar adulteragcdo do mesmo. Os valores de referéncia da ureia no
adulto variam entre 15 e 45mg/dL e nas criangas, entre 05 e 18 mg/dL, e suas alta
taxa no organismo pode ser um sinal, precoce, de que os rins nao estao funcionando

adequadamente (Singh et al., 2008).

Ureia detém uma funcao importante no metabolismo dos compostos contendo
azoto na urina dos mamiferos. A fungdo metabdlica renal é determinada pela

quantidade de ureia no sangue, ocasionando sérios riscos a saude, a Figura 11 mostra
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alguns fatores de riscos que podem levar ao aparecimento da insuficiéncia renal
(Gyorgy et al., 2010).

Hipertensao

Cistos,
- anomalias

Doenca ' A A‘vaf

autoimune 4 Insuficié’r_i‘Eia renaliy Hemorragia *

[ ! \ _ iImportante

" Diabetes

Problemas
neurogenicos

¢ Acidente / traumatismo

Figura 11 — Fatores de riscos que podem levar a insuficiéncia renal (Clinemge, 2015).

2.3Estado da Arte

A insuficiéncia renal € uma doenca grave, quando aguda, pode ser reversivel
se diagnosticada precocemente, considerada uma das principais complicacées nas
unidades de terapia intensiva, acomete grande quantidade de pacientes na UTI,
quando cronica, possui elevados indices de morbidade e mortalidade, superando
outras patologias como cancer de mama, utero e préstata (Silva ef al., 2016).

Mais de 120 mil brasileiros tém insuficiéncia renal e fazem hemodialise, a cada
ano, segundo a Sociedade Brasileira de Nefrologia, anualmente, 21 mil pessoas
entram nesse grupo. E uma doenca silenciosa, afeta jovens e idosos, nos seus
diversos tipos, podendo levar a hemodialise, sendo necessario realizagdo de exames
periédicos para que qualquer problema seja detectado precocemente (Castro, 2017).

Alguns cuidados sdo essenciais, para que o paciente fique bem antes, durante
e apds cirurgias, por isso realizar um check-up incluindo exames laboratoriais e
clinicos como eletrocardiograma, eletroencefalograma, dosagem de acgucar no

sangue, hemograma completo, dosagem da ureia e creatinina, coagulacido, entre
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outros. Segundo o sistema American Society of Anesthesiologists — ASA a fungéo
renal deve ser avaliada considerando-se o grau da cirurgia e a idade do paciente
(Sebastiao Dos Santos e Kemp, 2011).

Na atualidade, o diagndstico da insuficiéncia renal é realizado através de
exames de sangue, exames de urina, exames de imagem ou biopsia renal. Os exames
mais comuns para triagem e diagnéstico sdo as afericbes das taxas de ureia e
creatinina no sangue. Os niveis destes elementos aumentam quando diminui a
filtracdo glomerular, indicando um ma funcionamento renal. De longe, sdo os primeiros
indicadores da doenca, entretanto, a taxa de ureia € a primeira que se eleva e propicia
uma suspei¢ao precoce da patologia.

O exame para quantificar a dosagem de ureia, no sangue ou na urina, é
realizado em laboratdérios proprios ou laboratérios de hospitais e clinicas. O método
mais utilizado & o colorimétrico e enzimatico de 2 pontos ou ponto fixo. A ureia é
hidrolisada pela urease a ions aménio e CO2. Os ions amdnio reagem em pH alcalino
com salicilato e hipoclorito de sédio, sob a agao catalisadora do nitroprussiato de soédio
para formar azul de indofenol. A intensidade da cor formada é proporcional a
quantidade de ureia na amostra.

O sistema enzimatico-colorimétrico utiliza concentracbes otimizadas de
reagentes, principalmente a urease, permitindo operar com cinética de ordem zero até
uma concentracao de 300 mg/dL.

A Saude Publica requer métodos de diagndstico de baixo custo, facil
manuseio e inclusdo social, fazendo do resultado precoce uma ferramenta de
planejamento preventivo das doencas crénicas, bem como, menor custo com
tratamentos.

O desenvolvimento e utilizacdo de um Biossensor para detecgao da ureia no
sangue ou na urina de seres humanos deve trazer inumeros beneficios como
praticidade, acessibilidade, portabilidade, baixo custo, monitoramento e rapidez no
resultado de exames.

O Brasil € um pais continental com enormes desigualdades sociais, a falta de
acesso a resultados rapidos é um fator complicador no diagndstico, acompanhamento
e tratamento de pacientes com quadro de doencas renais. Em muitos casos os
hospitais sao distantes do domicilio, ndo possuem laboratérios préprios, retardando o
tratamento/acompanhamento de pacientes com possivel diagnéstico de patologia

renal.
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Afericdo simples da ureia na beira do leito das emergéncias, internagdes,
cirurgias, ou mesmo, domiciliar, traria enorme contribuicdo a medicina e a saude
publica, principalmente, com o diagndstico precoce, indicativo de déficit da filtragao
renal, propiciando condutas precoces de salva guarda a vida.

Glass (1999) confeccionou um biossensor de ureia para monitoramento de
hemodialise, o dispositivo consiste em um sensor eletroquimico capaz de detectar e
quantificar ureia em fluidos resultantes de procedimentos de hemodialise.

Paek e colaboradoes (2007) desenvolveram tiras de membranas para
biossensores em sistemas de teste point-of-care. A presente invencao refere-se a um
biossensor para testes de point-of-care (POCT), cuja sensibilidade de deteccéao foi
melhorada através da inclusdo das tiras de membrana em sistema de ensaio
cromatografico, no processo de fluxo cruzado sucessivo para a reagao imunoldgica e
enzimatica.

Hsiung e colaboradores (2009) desenvolveram um biossensor de ureia de
estado sélido, formado por um substrato contendo varias camadas, sendo uma
eletricamente condutora, uma para medi¢cdo de pH e outra de medigao de ions de
amonio. Este biossensor apresentou uma precisdo de medicdo superior a outras
técnicas.

Hsiung e colaboradores (2010) desenvolveram biossensores potenciométricos
para deteccao de ureia e creatinina e o método de formacgao Thereof. O dispositivo é
formado por um substrato contendo dois eletrodos sensores, um eletrodo de
referéncia e um eletrodo de referéncia interno ao substrato, e uma estrutura de
embalagem que separa os eletrodos adjacentes. Os eletrodos sensores podem conter

a enzima urease ou creatinina amidohidrolase.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Local da Pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Avaliacdo e Desenvolvimento
de Biomateriais do Nordeste - CERTBIO, localizado na Unidade Académica de
Engenharia de Materiais, na Universidade Federal de Campina Grande — UFCG. Os
testes com amostras clinicas foram realizados no laboratério do Hospital Alberto

Urquiza Wanderley — Unimed em Jodo Pessoa.

3.2 Materiais e Reagentes

Os materiais, reagentes e equipamentos utilizados para o processo de
obtencdo do pé de antimbnio, preparacao da tinta de antiménio e tinta de grafite,
formacgao dos eletrodos sensor e referéncia e testes de biorespostas dos biossensores

estao ilustrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Materiais, reagentes e equipamentos utilizados para a preparacédo do biossensor.

Materiais

¢ Vidrarias de laboratorio: Béquer, baléo, vidro de reldgio, bastao.
e Fita de aco inox 301 — DES-TA-CO;

e Lamina de Vidro

e Papel Fotografico Adesivo

Reagentes

e Hidroxietilcelulose - Dow Chemical;
e Acetado de Celulose — Mn ~ 30000 Sigma Aldrich;

e Agua destilada;

e Acetona P.A.

e Alcool Metilico P.A. CH3OH - NEON;

e Alcool etilico 99,8% P.A. CH3CH,OH - NEON;

e Tartarato de Potéssio e Antiménio (lll) Hidratado -
CsH4K2012Sby. xH20 — PM = 613.83 g/mol — Sigma Aldrich;
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e Enzima Urease - Sigma Aldrich, Urease from Carnavalia
ensiformis (Jack Bean), Type lll, powder, 15,000-50,000 units/g
solid; U1500/20KU;

e Ureia — PM = 60,06g/mol — CH4N20O — Sigma Aldrich;

o PO grafite comercial — Vonder;
¢ Cloreto de Magnésio hexahidratado P.A. - Mg.CI.6H-0;

Fonte: Prépria.

3.3Metodologia

3.3.1 Preparagado das Amostras

A preparacao do biossensor eletroquimico enzimatico foi realizada em cinco
etapas: (1) obtengéo do p6 de antiménio a partir do tartarato de potassio e antiménio;
(II) preparacao da tinta de antiménio (lll) preparacéo da tinta condutora de grafite; (IV)
imobilizacdo da enzima urease na membrana polimérica e (V) montagem dos

prototipos de biossensores.

3.3.1.1 Obtengao do pé antiménio

Uma solugdo aquosa de tartarato de potassio e antiménio (lll) hidratado
(CsH4K2012Sb2.xH20) foi preparada solubilizando em agua destilada, depois por meio
do processo de eletrodeposicdo a 0.5 amperes em fita de ago inox foi obtido um po6
de particulas de antiménio, este foi centrifugado, separado o precipitado da solugao
de tartarato e colocado em estufa a aproximadamente 90°C para secar,

posteriormente o p6 seco foi macerado e peneirado em malha 325 mesh.
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Figura 12 — Fluxograma para obtencéo do p6 antiménio (Fonte: Propria).

3.3.1.2 Preparacao da tinta de antimonio

O pd de antimdénio seco e peneirado (1g) foi misturado a uma solucado de
hidroxietilcelulose 2% (M/V) e acetona P.A. na proporgao de (1:1) e homogeneizado
em vortex e deixado evaporar o solvente até atingir uma viscosidade desejada para
formacdo de uma tinta com particulas de antiménio (Figura 13). A solucdo de
hidroxietilcelulose 2% (W/V) utilizada na composicdo da tinta foi preparada pela
solubilizacado do p6 de hidroxietilcelulose em uma solucao de (1:1 agua — alcool etilico)

em temperatura ambiente.
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P6 de Antimonio + Solugdo de Hidroxietilcelulose (2% M/V) +Acetona P.A

NI

Homogeneizado em Vortex

Figura 13 - Preparacéo da tinta de antimonio (Fonte: Prépria).

3.3.1.3 Preparacao da tinta de antimonio

A preparacao da tinta condutora de grafite (Figura 14), (1g) do p6 de grafite
comercial foi seco, peneirado e misturado a uma solucao de hidroxietilcelulose 2%
(M/V) e acetona P.A. na propor¢ao de (1:1) e adicionado (1g) de cloreto de magnésio
hexahidratado, sendo posteriormente homogeneizado em vortex até atingir uma

viscosidade desejada para formacao de uma tinta com particulas de carbono.

Po de Grafite +Solucao de Hidroxietilcelulose (2% M/V) + Acetona P.A

N\

Cloreto de Magnésio Hexahidratado

N

Homogeneizado em Vortex

A4

Figura 14 - Preparacéo da tinta condutora de grafite (Fonte: Propria).
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3.3.1.4 Imobilizacao da Enzima Urease

A enzima urease foi imobilizada em duas partes na formacao do eletrodo

sensor, a fim de melhor as respostas, dentro da tinta de antiménio e na membrana

polimérica de acetato de celulose que recobre a tinta de antiménio com enzima na sua

estrutura interna.

A concentracdo de enzima urease imobilizada foi de 10mg/mL, tanto na

membrana polimérica de acetato de celulose como na tinta de antiménio.

A membrana de acetato de celulose foi formada por meio da solubilizacado do

acetato de celulose em acetona P.A. na concentracdo de 1% M/V, e nesta foi

incorporado a enzima urease e homogeneizada em vortex por 5 minutos. Para

incorporacao da enzima na tinta de antiménio foi colocado a enzima na tinta na

concentracao de 10mg/mL e homogeneizado em vortex por 5 minutos. O fluxograma

da Figura 15 ilustra as duas etapas de imobilizacao da enzima.

Fa

Tinta de Antimonio

b

L Z

Homogeneizado em
Vortex

Enzima Urease
10mg/mL l

Solugao de Acetato
de Celulose

L Z

Homogeneizado em
Vortex

Figura 15 - Imobilizacdo da enzima na membrana de acetato de celulose e na tinta de

antimonio (Fonte: Propria).

3.3.1.5 Montagem dos Protoétipos de Biossensores

A montagem dos protétipos de biossensores foi realizada pela montagem do

eletrodo sensor e referencia, utilizando a técnica de serigrafia sobre a superficie

suporte, este, montado com um papel fotografico adesivo resistente a agua, colado

em laminas de vidro lisa para microscopia, formando varias camadas.
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As seguintes etapas foram empregadas para montagem do eletrodo sensor:
Inicialmente foi realizado a serigrafia da tinta de grafite sobre o suporte e deixado
secar formando a primeira camada, posteriormente foi realizado a serigrafia da tinta
de antiménio com enzima sobre a primeira camada (superficie de grafite) e deixado
secar formando a segunda camada (superficie de antiménio com enzima) e por fim,
foi produzido uma terceira camada com a formacdo de um membrana polimérica de
acetato de celulose com enzima urease pela técnica de evaporacdo do solvente,
colocado sobre a segunda camada.

O eletrodo referéncia foi construido seguindo as mesmas etapas do eletrodo
sensor, no entanto, neste nao existe a presenta da enzima na tinta de antiménio e na

membrana de acetato de celulose conforme o fluxograma da Figura 16.

Eletrodo Sensor Eletrodo Referéncia

Suporte

A 4

Serigrafia
(tinta de grafite)

v

L 2

Serigrafia
(tinta de grafite)

A 4

Serigrafia

(tinta de antimonio
com enzima)

L

Serigrafia
(tinta de antimonio)

S

Técnica de Evaporacao
(Acetato de Celulose com

enzima)

Técnica de Evaporacao
(Acetato de Celulose)

L -

sensor e referéncia (Fonte: Propria).

Figura 16 - Etapas de montagem do prototipo do biossensor com a formacéo do eletrodo
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3.3.2 Caracterizagao

3.3.2.1 Difragao de Raios X (DRX)

As analises de difracao de raios-X foram conduzidas a temperatura ambiente
em aparelho XRD-7000 Shimadzu, utilizando radiagdo Ko do cobre (1,5418 A), tenséo
de 40kV e corrente 30mA. A caracterizagao por DRX foi realizada a fim de determinar
fases e estruturas cristalinas, suas respectivas concentragdes e tamanho de cristalitos

do pé e da tinta de antiménio e grafite no intervalo de 20 a 70° a 2°/min.

3.3.2.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A caracterizagcao por MEV foi realizada em um Microscépico Eletrénico de
Varredura fabricado pela Phenon, modelo Pro, com aumento maximo de 100000x,
resolugcdo < 10nm, 5KV e 10KV. Foram realizadas imagens com magnificacbes de
1000X, 5000X e 10000X, das camadas de antiménio utilizado na montagem do
biossensor para observar a morfologia do p6 e tinta de antimbnio, bem como,

dispersao das particulas.

3.3.2.3 Avaliagao da Aderéncia das Particulas da Tinta de Antiménio e
Grafite

Para validar a resisténcia de cola da tinta de antiménio e grafite na superficie
suporte para montagem do biossensor, a tinta foi colocada na superficie de um papel
fotografico adesivo a prova de agua com dimensdes de aproximadamente (2X2 cm)
pelo processo de serigrafia, deixado secar e pesado, posteriormente, foi colado uma
fita durex sobre a superficie da tinta seca e removida, entdo pesado novamente e
avaliado a quantidade de massa perdida pelo processo.

3.3.2.4 Condutividade Elétrica

A verificagdo da condutividade elétrica da tinta de antiménio e de grafite foi

realizada com um multimetro digital ET-1649 — Minipa, sendo medidos a resisténcia
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elétrica da camada da tinta de antiménio e grafite depositada sobre a superficie do

substrato suporte e, posteriormente, calculado a condutividade elétrica.

3.3.2.5 Avaliagao do pH

A verificagao do pH foi realizada por meio de um pH-metro digital de bancada
e, para avaliar o pH das amostras de soro fisioldgico com as diferentes concentragdes
de ureia para verificar a estabilidade das solugbes antes e durante as medidas de

potencial elétrico de resposta dos biossensores.

3.3.2.6 Sensibilidade e Faixa de Linearidade

A determinacdo da sensibilidade, linearidade do biossensor de ureia foi
medida por um multimetro digital avaliando a diferenca de potencial (ddp) obtida em
resposta a concentragao de ureia, numa faixa de concentracao de 2; 4; 6; 8, 10 e 20
mmols de ureia em soro fisiolégico. E com os dados obtidos criar uma tabela
referéncia da variagdo de ureia em soro, com respostas em milivolts e sua relacédo em

mg/dl.

3.3.2.7 Teste com Amostras Clinicas

Para validar a resposta do biossensor foi determinado a concentracao de ureia
em amostras biolégicas (sangue), por um procedimento padrao de analise clinica,
utilizando o método colorimétrico e enzimatico de 2 pontos ou ponto fixo, onde o
sistema utiliza concentragdes otimizadas de reagentes, principalmente a urease,
permitindo operar com cinética de ordem zero até uma concentragdo de 300 mg/dL e
pelo biossensor desenvolvido (Adaptado de: ALQASAIMEH, 2007; SINGH, 2008).
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO PARCIAIS

4.1Difracao de Raios X (DRX)

Na Figura 17 é observado o perfil de difragao tipico de material cristalino do
po de antiménio onde constata que 0 mesmo apresenta apenas uma fase cristalina
com os picos de difragdo em aproximadamente 28°, 40°, 43°, 52°, 59°, 66° e 68° que
condiz com o perfil do antiménio metalico e esta de acordo com o banco de dados

Inorganic Crystal Structure Database — ICSD e Cardoso, 2016.
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Figura 17 - Difratograma de raios X do p6 de antiménio (Fonte: Prépria).

A tinta de antim6nio também foi caracterizada por difracao de raios X, para
tal, foi colocada em um porta-a-amostra de vidro do equipamento uma pequena
quantidade da tinta e deixado secar em um dessecador e, posteriormente, realizado
o ensaio de difracdo. Na Figura 18 18 é observado o perfil de difragdo da tinta de
antimdnio e neste observa-se que esta apresenta duas fases cristalinas com os picos
de difragao de raios X em aproximadamente 28°, 40°, 43°, 52°, 59°, 66° e 68° que
condiz com o perfil do antiménio metalico e em 26°, 33°, 35°, 46°, 55° e 57° que é
caracteristico do perfil de difragdo do 6xido de antiménio Sb20s3, €, esta de acordo com
0 banco de dados Inorganic Crystal Structure Database — ICSD e Cardoso, 2016.
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Figura 18 - Difratograma de raios X da tinta de antiménio (Fonte: Propria).

A formacao do 6xido de antiménio na tinta de antimdénio & provavelmente
devido a oxidagao que ocorre pela reagdo com a solugdo aquosa polimérica, no
entanto, a presenga do Oxido de antimbnio na preparagdo da tinta é algo
consideravelmente bom para o desenvolvimento do biossensor, visto que os 6xidos
metalicos sdo mais estaveis e também sao abordados por Rozum e Koncki, 2006 a
formacgao de 6xido de antimdnio durante a preparagao de biossensores.

Na Tabela 2 sao ilustrados os parametros cristalograficos obtidos pelo método
de Rietveld (RIETVELD, 1969) utilizando o programa General System Analyzer
Structure (GSAS) do pd e da tinta de antiménio. O valor do fator de confianga do
refinamento Rwp para amostra de tinta de antimonio foi de 16,14% o que é um bom
resultado para amostra com mais de uma fase cristalina, ja para a amostra do p6 de
antiménio o valor foi de 23,5%, neste caso, ndo se teve um bom resultado, contudo,
essa amostra apresenta uma maior quantidade de amorfo o que pode ter contribuido

para este resultado.
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Tabela 2 - Parametros cristalograficos do pé e da tinta de antiménio.

Tinta de Antimoénio P6 de Antiménio
Sistema Cristalino Cubica Romboédrica Romboédrica
Grupo Espacial: Fd-3m R-3m R-3m
Parametros de rede Sb20;3 Shb Sb
a (A): 11,1519 4,3070 4,3070
b (A): 11,1519 4,3070 4,3070
c (A): 11,1519 11,2730 11,2730
Alfa (°): 90,0000 90,0000 90,0000
Beta (°): 90,0000 90,0000 90,0000
Gama (°): 90,0000 120,0000 120,0000
Rwp 16,14% 23,5%

Fonte: Prépria.

O grafite foi utilizado na montagem do biossensor para conduzir as cargas
elétricas geradas durante as medidas de biorespostas dos biossensores. Neste, foi
realizada a difragao de raios X para verificar a estrutura do carbono presente na tinta
de grafite. A Figura 19 mostra o perfil de difragdo do carbono onde observa-se que a
uma fase cristalina com pico bem intenso em aproximadamente 27° que € o pico
caracteristico do carbono do grafite estando de acordo com o banco de dados
Inorganic Crystal Structure Database — ICSD, este perfil corrobora com Costa 2015
que mostra os picos do grafite na sua pesquisa de sintese e caracterizagdo do 6xido

de grafite como precursor de folhas de grafeno.
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Figura 19 - Difratograma de raios X da tinta de grafite (Fonte: Propria).
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A confirmagédo da estrutura cristalina do carbono é um fator crucial no
desenvolvimento dos biossensores e circuitos eletrénicos, como este é utilizado como
meio de conducao elétrica. Trabalhos como o de Santos 2017 mostram a formacéao
de eletrodos impressos construidos por serigrafia utilizando negro de fumo que € uma
fuligem constituida de carbono sendo utilizada como material condutor. Ja a revisédo
de Correia 2017 mostra o diamante, € um material constituido de carbono que devido
suas ligagdes covalentes torna-se um isolante elétrico (Correia, Dantas e Andrade,
2017; Santos et al., 2017).

A fim de melhorar as propriedades elétricas do carbono foi incorporada a
estrutura o cloreto de magnésio hexahidratado, que é um reagente utilizado nos géis
condutores, na Figura 19, observa-se um pico de baixa intensidade em
aproximadamente 30° caracteristico desse reagente de acordo com o banco de dados

Inorganic Crystal Structure Database — ICSD.

4.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV/EDS)

A caracterizacado por microscopia eletrénica de varredura foi realizada no po
de antiménio e na tinta de antiménio com magnitude de 1000X, 5000X e 10000X. Na
Figura 20 sao ilustradas as imagens do p6 de antiménio antes de ser peneirado onde
€ possivel observar na micrografia com 1000X de magnificacdo, a formacao de
aglomerados de particulas de antiménio pelo processo de eletrodeposi¢ao e estes
possuem diferentes tamanhos, variando de 1um a 40um de didmetro.

Com as magnificagbes de 5000X e 10000X verifica-se que os aglomerados
de particulas de antiménio sdo constituidos de particulas com grande variagao de
tamanhos chegando a 1 ym e estas possuem formas arredondadas, irregulares e
também exibem uma superficie rugosa, isso provavelmente pelo processo de

crescimento das particulas.



Figura 20 — Imagens do p6 de antimbnio com magnificagcbes de 1000X, 5000X e 10000X

respectivamente (Fonte: Propria).

A formacao dessas particulas propicia a producao da tinta de antiménio para
utilizagcdo no desenvolvimento dos biossensores, ja que o processo empregado para
formacgao dos eletrodos € por serigrafia que € um processo de deposigao aplicado na
formacao de filmes finos e neste é necessario que as particulas tenham dimensdes
pequenas. Costa 2015 mostra dentre diversas técnicas a serigrafia aplicada no
desenvolvimento de eletrodos impressos e para tal fez a utilizacdo de particulas com
tamanhos médios de 24 nandémetros.

As micrografias da tinta de antiménio sao ilustradas na Figura 21, onde
visualizada na micrografia de 1000X de magnificagdo uma aglomeragao das particulas
de antiménio com a formag&o de uma superficie com vazios, ou seja, formagao de um
filme irregular, este perfil de superficie foi formado devido a concentragao de particulas
de antiménio na tinta polimérica e pelo tamanhos o que nao permitiu a unido por
completo das particulas durante a evaporacdo do solvente presente na tinta para
formacgao do filme uniforme. Trabalhos como o de Santos 2016 e Costa 2015 mostra
a superficie de eletrodos preparados sobre substratos, nesses observam-se a
formacao de filmes uniformes.

No entanto, no desenvolvimento deste trabalho a formacao da superficie
irregular é interessante, visto que, em uma das etapas pretende-se imobilizar a enzima
na tinta de antimdnio e para ocorrer a catalise pela interacéo entre a enzima e o analito
€ necessario a que tenha presenca de vazios para passagem da solugdo com o

analito.
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Com as magnificagdes de 5000X e 10000X é possivel visualizar a formagéo
dos vazios entre as particulas de antimbénio que s&do unidas entre si por uma

membrana polimérica.

Figura 21 - Imagens da tinta de antiménio com magnificacdes de 1000X, 5000X e 10000X

respectivamente (Fonte: Propria).

Na Figura 22 é observado a média de 5 pontos da espectroscopia por
dispersao de energia de raios X pontual das amostras do po e tinta de antimdnio,
ambas amostras apresentaram os mesmos elementos antiménio — Sb e potassio — K

com valores de concentragdes aproximadamente iguais.
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Figura 22 — Espectro de EDS X do po6 e da tinta de antiménio (Fonte: Prépria).
Como o processo de obtencao das particulas de antiménio foi por meio de

uma solugao tartarato de potassio e antiménio (Ill) hidratado € provavel a presenca de

impureza de potassio em pequena quantidade que precipita junto com antiménio
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eletrodepositado. Como a espectroscopia por dispersdo de energia de raios X &
pontual mesmo fazendo uma média de 5 pontos de particulas numa imagem de MEV
com 3000 X de magnificagdo € possivel verificar a presenga de potassio, essas
particulas eram esperadas ja que € um elemento presente na solugao utilizada para

obter as particulas de antiménio.

4.3 Avaliacao da Aderéncia das Particulas da Tinta Antiménio e Grafite

A avaliagdo da aderéncia das particulas da tinta de antiménio e grafite sobre

a superficie suporte, utilizada para montagem do biossensor, estdo ilustradas na

Tabela 3, onde pode observar os valores das concentragdes de massas
pesadas sobre o papel fotografico adesivo inicial e final (apds realizagao do teste de
aderéncia) da tinta de antiménio e de grafite e da variagdo de massa (perda de massa

pelo teste de aderéncia).

Tabela 3 - Valores de concentracdo de massa de tinta de antiménio

Tinta de antimonio

Massa Inicial Variagao
Massa Final (mg)
(mg) (%)
Média 72,60 69,47 3,9

Tinta de Grafite

Massa Inicial Variagao
Massa Final (mg)
(mg) (%)
Média 63,63 61,73 3,06

Fonte: Propria.

Analisando os dados da Tabela 3, pode-se observar que as amostras de tinta
de antiménio sao unidas fortemente a superficie do substrato e ha apenas remocéao
de pequena quantidade de material, estas informacdes sao significantes visto que o
mesmo ira manter imobilizado tanto a enzima como o antimdnio que sdo componentes
importantes no desenvolvimento do biossensor. Em relagéo a tinta de grafite também
se verifica a forte aderéncia sobre a superficie suporte utilizado para montagem do

biossensor.
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Em ambas as tintas desenvolvidas ocorrem a remogao na mesma proporgao
com variagado minima, isso ocorre, pois ambas sao preparadas com 0S mesmos
reagentes, com mudanga apenas do elemento que destingi as tintas antiménio e
grafite, essa variagdo minima presente deve-se provavelmente ao tamanho das
particulas do antiménio e grafite.

A forte aderéncia entre a tinta de antiménio e de grafite e a superficie do
substrato, € um importante fator que pode alterar as propriedades do biossensor, pois
os eletrodos, sensor e referencia, produzidos com as tintas de antiménio e grafite irdo
entrar em contanto com solugdes com a presencga do analito que se deseja identificar
e a fraca aderéncia podem provocar a remocao das camadas dos eletrodos ou
remogao da enzima do eletrodo sensor provocando alteragbes de respostas como
perda total do sinal produzido.

Problemas relacionados a fraca aderéncia do antiménio sobre o eletrodo de
aco inox e como isso afeta nas propriedades dos biossensores eletroquimicos

enzimaticos para detecgao de ureia, foi observado no trabalho de Cardoso (2016).

4.4 Condutividade Elétrica

Um requisito no desenvolvimento de biossensores eletroquimicos € a suas
propriedades elétricas, seja de conducdo elétrica, resisténcia, impedancia e
condutancia. A condutividade elétrica das tintas de antiménio e grafite sobre a
superficie do substrato suporte papel fotografico adesivo sdo mostrados na Tabela 3,
onde observamos que os valores médios da resisténcia, resistividade e condutividade
elétrica para as diferentes tintas produzidas. A resistividade p foi calculada de acordo

com a equacao 1:

(Eq. 1)

|~

Onde:
p é a resistividade eléctrica (em ohm metros, Qm);
R é a resisténcia eléctrica de um espécime uniforme do material (em ohms, Q);
I € o comprimento do espécime (medido em metros);
A é a area da secao do espécime (em metros quadrados, m?).

A medida de resistividade foi calculada com
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Foi calculada a resisténcia das tintas de antiménio e grafite entre dois pontos a
uma distancia de 1cm de um filme de area da seccéo de aproximadamente 0,007cm?

e a partir deste calculado a resistividade ilustrado na Tabela 4.

Tabela 4 - Condutividade elétrica da tinta de antimoénio.

Condutividade
Resisténcia Resistividade
o Elétrica (o = 1/p)
Elétrica (Q) p =[Q.m]
(Qm™")
Tinta de Antimonio 5200 3,64E-05 2,75E+04
Tinta de Grafite 1750 1,23E-05 8,16E+04

Fonte: Propria.

A tinta de antiménio apresentou valores mais elevados de resisténcia elétrica,
consequentemente uma menor condutividade, esses valores eram esperados, visto
que o antiménio é um semi-metal e sua resistividade é de (4E-7 Q.m), sendo menor
que a apresentada pelatinta, o que era esperado devido provavelmente pela formagéao
de defeitos na morfologia da tinta observado no MEV, da formacdo de oxido de
antiménio observado na caracterizacdo por DRX e também pela concentracdo de
particulas de antiménio na composi¢ao da tinta.

No entanto sua utilizagdo como transdutor nos biossensores deve-se a sua
estabilidade em uma ampla faixa de pH 2-12 e relagdo quase linear da forga
eletromotriz (f.e.m) discutidas nos trabalhos de Chan 2012 e Marinho 2016. Como o
biossensor eletroquimico para ureia desenvolvido nesse trabalho utiliza a urease e
esta provoca a catalise da ureia que produzir ions que altera o pH do meio, o
transdutor feito com antiménio € ideal para o dispositivo.

A condutividade da tinta de grafite foi de 81600 (Qm™) maior que a do grafite
que é 76920 (Qm), isso mesmo provavelmente pela incorporacdo do cloreto de
magnésio hexahidratado na composi¢cao da tinta que tem a fungcdo de melhor a
condutividade elétrica. Dessa forma a tinta de grafite possibilita uma melhor conducgéao
das cargas elétricas (ddp) gerada pela diferenga entre os eletrodos sensor e
referéncia.

Os valores de condutividade elétrica da tinta de antiménio e de grafite obtidas,
adequa-se para aplicacao no biossensor eletroquimico enzimatico, de forma a permitir

respostas satisfatorias.
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4.5Avaliagao do pH

Os valores do pH das amostras de soro fisioldgico puro e com as diferentes
concentracbes de ureia empregadas para avaliagcdo de sensibilidade e faixa de
linearidade dos biossensores produzidos, sao ilustrados na Tabela 5, neste pode-se
verificar os respectivos valores para antes e durante as medidas de potencial elétrico

de resposta dos biossensores.

Tabela 5 - Valores de pH das solucdes de ureia em soro fisioldgico ante e durante as medidas

de bioresposta.

Solugdes pH antes pH durante medida

Soro puro 6,30 7,56
2mmol/L de ureia 6,32 7,73
4mmol/L de ureia 6,69 7,90
6mmol/L de ureia 6,69 8,77
8mmol/L de ureia 6,72 8,84
10mmol/L de ureia 6,73 8,85
20mmol/L de ureia 6,88 8,88

Fonte: Propria.

Os resultados do pH antes de iniciar as medidas de diferenga de potencial dos
biossensores mostram uma estabilidade das solugdes, o que era esperado, visto que
o analito (ureia) encontra-se estavel na solugdo. E quando é iniciado o processo de
medida da diferenga de potencial verifica uma mudanca do pH, de acordo com a
concentracado de ureia presente, quanto maior a concentragao de ureia maior € o pH
da solucdo, esta mudanca de pH era esperada ja que quando na presenga do sensor
ha uma reacgao de catalise provocada pela reacdo da ureia com a urease imobilizada
no eletrodo sensor.

Essa alteracao do pH durante a analise de bioresposta mostra que o biossensor
possui resposta em relagao a concentragao de ureia e confirma a presenca da enzima
urease imobilizada entre as camadas do eletrodo sensor (tinta de antimonio e

membrana polimérica de acetato de celulose). No entanto, o aumento do pH nao é
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proporcional com o aumento da concentragdo de ureia na solucao, fato que nao é

interessante para o desenvolvimento do biossensor.

4.6 Sensibilidade e Faixa de Linearidade

A sensibilidade do biossensor € observado pela curva de concentragédo em
mmol/L e mg/dL em funcao da diferencga de potencial (ddp) gerada, conforme a Figura
23, onde observamos que 0s biossensores sdo sensiveis a uma faixa de concentragao
de (0 a 20 mmol/L), ou seja, de (0 a 120 mg/dL), como pode ser observado na Tabela
6 que mostra as relagdes nas concentragdes de mmol/L com mg/dL. Entretanto, acima
de 10mmol/L os valores de bioresposta tem variagdes minimas o que dificulta analises
com concentragdes acima desse nivel, sendo necessario mais ajustes para otimizar
as respostas e minimizar os erros inerente a deteccio rapida por biossensores para

concentracdes superiores a 10 mmol/L.

Tabela 6 - Relagdo da Concentragdo em mmol/L com mg/dL de ureia.

Concentragao mmol/L mg/dL
Soro Fisiolégico — SF 0 0
2 12,01
4 24,02
6 36,04
SF + ureia

8 48,05
10 60,06
20 120,12

Fonte: Propria.

Contudo na faixa de 2 a 10mmol/L temos uma resposta crescente e
proporcional ao aumento da concentracio de ureia, nesta faixa torna-se um ponto de
interesse para o desenvolvimento do biossensor, visto que, a ureia é o analito que
busca-se identificar e quantificar, apresenta-se no corpo humano em quantidades
menores que 45 mg/dL, nos adultos, ou 18 mg/dl, em criangas, e acima deste valor
pode representar um sinal precoce de doenga renal (Junior, 2004; Nunes et al., 2010)
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Figura 23 - Curva de Sensibilidade do Biossensor (Fonte: Prépria).

A faixa de linearidade do biossensor foi determinada a partir da curva de
sensibilidade do biossensor, como pode ser observado na Figura 24, neste,
verificamos a faixa de linearidade de 0 a 10 mmol/L. A equacao linear média gerada
mostra que o biossensor tem uma linearidade aceitavel e com sensibilidade de

aproximadamente 7,6 vezes.
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Figura 24 - Curva de Linearidade do Biossensor (Fonte: Propria).
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Ambas as curvas geradas de sensibilidade e faixa de linearidade foram com
base em dados estatisticos de 5 biossensores e os teste foram realizados entre 2 e 3
vezes para cada biossensor, isso com o intuito de se obter uma curva de calibracéo
com menor erro.

Os testes de sensibilidade e faixa de linearidade obtidas, sdo propriedades
avaliadas em diversos tipos de biossensores, e estes mostram o crescimento linear
do sinal resposta em fungdo a concentragdo do analito que se deseja identificar e
quantificar, como pode ser observado em diversas pesquisas como a de Silva e
colaboradores de biossensores amperométrico para determinacdo de peréxido de

hidrogénio em leite.

4.7 Teste com Amostras Clinicas

Os testes clinicos para determinagao de concentracdo de ureia no sangue
foram realizados em trés pacientes adultos por um procedimento padrdao de analise
clinica, o método colorimétrico e o enzimatico UV, no Hospital Alberto Urquiza
Wanderley — Unimed em Jo&o Pessoa, pelo laboratério COOPERLAB, os resultados
das concentragcdes sdo apresentados na Tabela 7 e seguem em documento anexo,
onde constatamos os valores em mg/dL de ureia presentes em cada um dos pacientes
que encontram-se dentro do valor de referéncia para adultos que € entre 15 e 45
mg/dL.

Tabela 7 - Valores de concentragdes de ureia no sangue por teste clinico padrao.

Concentragao mmol/L mg/dL
Paciente A 34
Paciente B 35
Paciente C 27

Fonte: Propria.

A concentragao de ureia também foi determinada utilizando os biossensores
eletroquimicos enzimaticos, por meio da medida de diferenca de potencial, obtida com
um multimetro digital, este procedimento foi realizado em uma amostra bioldgica
(sangue) sem qualquer preparo da amostra, ou seja, foi coloca apos coleta direta de

sangue total dos mesmos pacientes. Na Tabela 8 € observado os valores da resposta
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dos biossensores em milivolts e a conversdo em concentragdo por mmol/L e mg/dL.
O valor de concentracao de ureia foi calculado com base na equacgao linear média

gerada a partir das curvas de faixa de linearidade para 5 biossensores produzidos.

Tabela 8 - Valores de bioresposta dos biossensores e concentragdes em mmol/L e mg/dL.

Biossensor
mV mmol/L mg/dL
Paciente A 44 1 577 34,65
Paciente B 44 4 5,71 34,89
Paciente C 2,00 0,26 1,70

Fonte: Propria.

Comparando, os resultados de concentragcao obtidos pelo método tradicional
e pelos biossensores desenvolvidos, verificou-se uma variagédo inferior a 2%. O
biossensor utilizado no paciente C aparentemente nao apresentou resposta, o que
pode ser atribuido a alguns fatores, tais como: preparagao do biossensor, como este
¢ feito em varias etapas, pode ter ocorrido falha em alguma delas, principalmente na
imobilizacdo da enzima; outro ponto importante que pode ter afetado nessa resposta
pode ser a utilizagdo do agente anticoagulante adicionado na amostra que apresentou
erro.

O agente anticoagulante é utilizado nos testes clinicos padrdes, contudo, no
teste com os biossensores ndao queremos sua utilizagcdo, pois o teste é para ser
realizado com o sangue total, sem preparo.

Durante os testes com amostras clinicas nos biossensores foram observados
fatores que devem ser ajustados para melhorar as respostas tais como: a viscosidade
de sangue e a distancia entre os eletrodos referéncia e sensor presentes no
biossensor. Ainda deve-se salientar que para termos uma confirmagdao mais
significativa € necessaria realizar mais teste comparativos entre as respostas dos

biossensores com o método tradicional.
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5. CONCLUSAO

As caracterizagdes por difracdo de raios X doe morfoldgicas dos prototipos
dos biossensores indicam a boa uniformidade da superficie formada e a presenca de

cada camada na formacgao do biossensor.

Os protétipos apresentaram uma boa aderéncia das particulas antiménio
como a de grafite, 0 que favoreceu o desenvolvimento dos protétipos e garante a
estabilidade no desenvolvimento dos biossensores. E conducgéo elétrica das tintas de
antiménio e grafite utilizadas para o desenvolvimento do protétipo dos biossensores

mostraram-se satisfatérias para aplicacéo desejada.

Em relacdo ao potencial hidrogénico (pH) das solugbes utilizadas para os
testes dos biossensores mostram que durante as analise ha um aumento do pH, que
também é um efeito esperado devido as reacdes de catalise da ureia pela enzima
uréase. Essa alteracdo do pH também comprova a imobilizagdo da enzima entre as
camadas do eletrodo sensor (tinta de antiménio e membrana polimérica de acetato de

celulose).

Os testes com os protétipos dos biossensores mostram que 0s mesmos sao
eficazes, tendo uma sensibilidade e faixa de linearidade que se encontra dentro de
uma faixa de interesse para aplicacdo em testes clinicos. Os testes com amostras
clinicas (sangue) nos biossensores mostraram respostas de ddp, tendo valores na
conversao para taxas de ureia similares aos apresentados no teste clinico tradicional,
comprovando a eficacia e possibilidade de utilizar o biossensor com amostra de

sangue total, sem qualquer preparo.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Realizar um estudo estatistico e comparativo entre os resultados de teste
clinico tradicional e com os biossensores.
Miniaturizar os biossensor, mudar a forma dos eletrodos e alterar a quantidade

de eletrodo referéncia e sensor.
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