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1. Objetivo do projeto

Desenvolver um sensor eletroquimico composto principalmente por fibras eletrofiadas de
quitosana e polidopamina para detec¢iio nio invasiva de ions de Ca** em fluidos biologicos.

2. Principais atividades realizadas

Inicialmente, foram propostas trés rotas de sinteses, sendo que as duas rotas com fibras de
quitosana pura [(i) e (ii)] ndo foram possiveis de obter. Varias tentativas foram realizadas, contudo,
todas sem sucesso. De acordo com Koosha ef al., a quitosana por ser um polimero polieletrolito
catidnico com ricas por¢des amino, apresenta forte repulsdo eletrostitica entre suas porgdes
positivas, dificultando o emaranhamento da cadeia, fato essencial para a formagao da fibra. Em
funcdo disso, a terceira rota proposta (ii7) foi desenvolvida com algumas modificag¢des adicionais
que nao estavam descritas na proposta inicial.

O alcool polivinilico (PVA) ¢ um polimero hidrofilico, biocompativel, biodegradavel e com
abundantes grupos hidroxila, tendo como principal atrativo sua excelente eletrofiagdo. Nesse
sentido, preparamos solugdes com 10 wt% de PVA e 3 wt% de solugdo de quitosana em 2% de
acido acético, com o intuito de aumentar a fiabilidade da quitosana. Todas os procedimentos foram
realizados a temperatura ambiente e diferentes propor¢des de misturas foram preparadas: 50/50,
60/40 e 70/30 (PVA/CS). Varios parametros de electrospinning foram testados, e.g., razao de fluxo
de 0,5; 0,6 e 0,7 mL/h, onde as melhores fibras foram com 0,5 mL/h, e voltagens inferiores a 15
kV ndo favoreceram a formacao de fibras. Finalmente, os pardmetros escolhidos foram: distancia
da agulha até coletor (12 cm), fluxo (0,5 mL/h), voltagem (20 kV) e tempo (10 minutos).
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Figura 1: Imagens de microscopias eletronicas de varredura das fibras de PVA/CS (a,d) 50/50, (b,e) 60/40
e (c,f) 70/30 com ampliagdo de 3000x e 10,000%, respetivamente. (Microscopio Eletronico de Varredura
(Zeiss EVO-LS15). (g-i) Histogramas da distribui¢do dos tamanhos das fibras nas amostras PVA/CS 50/50,
60/40 e 70/30, respectivamente (OriginPro 9.0).

Notamos que houve aumento no diametro das fibras, sugerindo maior espessura nas amostras
com maior quantidade de PVA (Figura 1), obtendo valores médios dos diametros de: 85, 220 ¢ 350
nm, respectivamente. As nanofibras exibiram superficies fibrilar lisa e homogéneas com estrutura
interligada clara. Posteriormente, as nanofibras de PVA/CS de menor didmetros (50/50) foram
escolhidos para realizar a funcionalizagdo com a dopamina (DA). Para isso adicionamos 0,05 g e
0,1 g de DA nas solugdes de PVA/CS e agitamos por 15 minutos (PVA/CS/DAo.0s e PVA/CS/DAo.1).
A partir das solugcdes homogéneas de cada mistura e utilizando os mesmos parametros de
electrospinning descritos anteriormente, fabricamos novas membranas fibrosas sobre substratos de
carbono vitreo previamente lavados (Figura 2).
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Figura 2: Imagens de microscopias eletronicas de varredura das fibras de PVA/CS/DAy,5 € PV.
com ampliacdo de (a,c) 3000x e (b,d) 10,000, respetivamente.
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Ap6s adicao da DA, notamos que as fibras preservaram tanto o diametro, como sua morfologia,
porém, houve aparecimento de particulas poliméricas com formato arredondados, existindo maior
quantidade destes agregados nas fibras com maior concentracdo de DA. Esses resultados estao de
acordo com os obtidos por Shin et al. que estudaram a modificagdo quimica de nanofibras de PCL
por PDA e evidenciaram que a morfologia da superficie era dependente da concentragdo da solugao
de dopamina.

A preparacao do sensor eletroquimicos fabricados pela técnica de eletrofiacdo proporcionou
grande area superficial e boa interconexdo o que fez as membranas fibrosas interessantes para
identificacdo de elementos. Por outra parte, a quitosana que contém um alto teor de porcdes
hidroxila e carboxila e os grupos amina e catecol da PDA fornecem a possibilidade de complexar
com varios fons metalicos polivalentes para formar quelatos. Nesse sentido, as fibras
PVA/CS/DAy, foram depositadas sobre eletrodos de carbono impressos (Drop Sens 110, Metrohm)
com 4area ativa de 0,11 cm? Para avaliar a identificacio de ions Ca®", prévio aos testes
eletroquimicos, as amostras foram submersas em solucdo de 0.5 M CaCl. Os ions de célcio
desempenham um papel crucial em varios processos fisioldgicos no corpo humano. Portanto, a
estimativa dos ions de célcio € essencial por varias razdes. Primeiramente, para manter a saude
Ossea, descrever as fun¢des musculares, estudar a fun¢ao nervosa, o comportamento hormonal.
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Figura 3: Voltamogramas dos filmes com taxa de varredura de 10 mV/s a 300 mV/s submersas em (a) 0,
(b) 1, (¢) 5 e (d) 10 minutos em 0.5 M CaCl,.
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As andlises foram realizadas pela imersdo do eletrodo em 10 mL de uma solu¢do de 10 mM
K3Fe(CN)s + 100 mM KCI com varredura de -0,6 V a 0,6 V e uma taxa de varredura de 10 mV/s,
25 mV/s, 50 mV/s, 75 mV/s, 100 mV/s, 150 mV/s, 200 mV/s, 250 mV/s e 300 mV/s e extragao de
dados no software Nova 2.1. Na Figura 3, observamos variagdes na reatividade de superficie para
tempo de contato dos eletrodos revestidos com as fibras e a taxa de varredura no processo redox
(Figura 3). Observamos que os filmes sem ter contato com os ions de célcio, apresentaram
ligeiramente menor corrente de pico anoddico (Pa) e pico catodico (Pc), com um aumento nos
valores nos diferentes tempos de imersao (Tabela 1). Esse comportamento sugere uma organizagao
supramolecular, com aumento de sitios eletroativos, possiveis ions calcios ancorados na molécula
de dopamina.
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Figura 4: Graficos da corrente de (a) pico catodico e (b) anddico pela raiz quadrada da velocidade de
varredura de todas os sensores.

Tabela 1: Resumo dos valores de pico anoddico (Pa), pico catddico (Pc), coeficiente de variagdo angular do
pico anddico (CAp,), coeficiente de variagdo angular do pico catddico (CApc) com seus respectivos valores
de confiabilidade dos resultados (?) e variagdo dos potenciais de oxidagdo e reducdo (AEp).

Amostras Pa (pA) Pc (pA) CAv & CA» e AEp (mV)

0 min 15.33 -16.12 -0.89  0.9903 1.06  0.9996 395
1 min 16.26 -17.16 -0.65 09905 1.07  0.9975 370
5 min 18.34 -19.34 -0.92 09930 1.18  0.9994 397
10 min 22.13 -18.75 -1.08 09971 1.46  0.9986 468

Diferentes valores de taxa de varredura foram testados em todas as amostras, € observamos um
aumento gradual na corrente de pico com o aumento da taxa de varredura, além de um
deslocamento na dire¢do positiva para P, e na direcdo negativa para P.. A Figura 4 mostra
comportamento linear em todas as amostras para ambos os picos. Os valores de coeficiente angular
(CA) foram apresentados na Tabela 1, e observamos um aumento em CAp, € Capc na medida que



aumentou o tempo de imersao. Em todos os casos, houve uma correlagao linear entre a taxa de
varredura e o crescimento potencial, com boa concordancia entre os resultados demonstrados pelo
valor de * acima de 0,99. Os dados de AEp aumentam com o aumento do tempo de contato entre
o sensor ¢ a solugcdo de CaCl, apoiando o comportamento de complexagao entre os ions de calcio
¢ a dopamina.

O impacto do aumento da concentragio de fons Ca®" [0.1, 0.25, 0.5, 0.75 e 1 M] na resposta
voltamétrica ciclica da corrente foi estudado. A medida que a concentragdo de ions calcio aumentou
de 0.1 M para 1M, a resposta da corrente catddica demonstrou um aumento significativo. A Figura
5 mostra o grafico de calibragdo de diferentes concentragdes de ions Ca?" correspondentes a
voltametria ciclica a uma taxa de varredura de 300 mV/s. O sensor testado de PVA/CS/DA
apresentou resposta linear de 0.1 M a 1 M e a equagao de regressao linear (Eq. (1)) para a curva de
calibragdo pode ser expressa da seguinte forma: Ipc(uA) = 17.41 [Ca*"](M) + 6.39; R? = 0,94.
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Figura 5: Curva de calibragdo obtida a partir de medi¢des voltamétricas ciclicas para diferentes
concentragdes de ions Ca*" em solugdo aquosa.

O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacio (LDQ) foram calculados usando as
equagoes (2) e (3). LD = (3 x 6)/s (Eq. (2)) e LDQ = (10 x o)/s (Eq. (3)); onde “c” € e o desvio
padrado da interceptagdo em y e “s” € a inclinacao da curva de calibra¢do e O LD e o LDQ do sensor
desenvolvido de PVA/CS/DA em relagao a detecc¢ao de ions calcio foram calculados em 0.22 M e
0.73 M, respectivamente.

ApOs os testes eletroquimicos, foram realizadas caracterizagdes fisico-quimicas na area ativa do
dispositivo (fibras PVA/CS/DA), assim como na solucdo de eletrolitica utilizada (K3Fe(CN)s). A
andlise por Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi conduzida
para estudar as interacdes quimicas dos componentes do composito, evidenciadas por mudancas
nas bandas espectrais caracteristicas. Os espectros da Figura 6a indicaram o aumento da intensidade
da banda larga associada a presenca de estiramento -OH (3650 cm™! € 2900 cm ') com aumento do
tempo de imersao dos sensores na solu¢do aquosa de CaCl,. Mesmo comportamento foi
evidenciado com o pico em 2355 cm ™! relacionada com o estiramento simétrico O—H. As alteracdes
mencionadas nos espectros com o aumento do tempo em solugdo alcalina de CaClz, assim como a
identificacdo das bandas relacionadas com os polimeros PVA/CS/DA indicam que os cations Ca?*
podem promover a oxidagdo in sifu de dopamina. Os espectros Raman das fibras puras e depois de
10 minutos em contato com solu¢do de CaCl, sdo apresentados na Figura 6b. As vibragdes de
interagdes dos ions metalicos (formagao de quelatos, ion-DOPA) sdo observadas na regido de 500—
700 cm!. Note-se a maior intensidade dessa banda na amostra apés 10 minutos de incubagio na



solucdo de CaCl,. Além disso, uma banda em 1240 cm ™! também é indicativa de quelatos metélicos.
As solugdes eletroliticas de KzsFe(CN)g apds os diferentes periodos de imersao foram avaliadas pela
espectroscopia de UV-Vis, com o intuito de verificar se houve alguma liberagdo de calcio durante
as andlises eletroquimicas. Na Figura 6¢ observamos as trés transicdes permitidas por spin nos
espectros UV-Vis do ferrocianeto (310, 330 e 480 nm). Nao foram observados deslocamentos
significativos, sugerindo que ndo houve desprendimento de material durante as caraterizagdes
eletroquimicas.
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Figura 6: Espectros de (a) FTIR ¢ (b) Raman das fibras PVA/CS/DA depositadas nos sensores; (¢) UV-Vis
da solugdo de eletrolitica apds os testes eletroquimicos.

Em resumo, obtivemos um sensor eletroquimico composto por fibras eletrofiadas de quitosana,
PVA e dopamina para detec¢do ndo invasiva de ions de célcio. A técnica de eletrofiagdo permitiu
obter fibras com grande area superficial e boa interconexdo, propriedades atraentes para
identificacdo de elementos. A introducdo da dopamina ndo apenas melhorou a estabilidade das
nanofibras em fluidos, como também forneceu sitios de ligacdo ativos para os ions Ca®". O
desempenho do sensor eletroquimico foi avaliado através de caracterizacdes eletroquimicas,
estimando os limites de detec¢do dos ions de calcio em uma faixa de concentragdes.
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