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RESUMO

A primeira parte deste trabalho foi desenvolvida no laboratério Fritz Feigl-UNESP/CAr,
na qual foi descrito um novo carbon dot (CD) sintetizado a partir de acido citrico e
tiramina usando uma rota em Unica etapa por meio de aquecimento por micro-ondas
doméstico. O CD sintetizado apresenta emisséao no azul quando irradiado com luz UV,
que foi suprimida na presenga de H202 e peroxidase. O CD foi utilizado para
desenvolver metodologias para quantificar glicose em amostras bioldgicas utilizando
plataforma de papel. O método desenvolvido foi aplicado em amostras de soro e urina
certificadas, e ndo ha diferencas estatisticamente significativas entre os resultados
obtidos usando o dispositivo de papel com adicdo de padrdo e as amostras
certificadas. Também foram desenvolvidas metodologias utilizando 3D-puPAD com o
reagente fluorescente e enzimas oxidase para quantificacdo de glicose e lactato em
amostras de saliva. O preparo de amostra foi simples e rapido e o método foi validada
utilizando adicéo de padréo e recuperacédo, além de ser aplicado em amostras de soro
certificadas, ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre os resultados
obtidos e os valores de referéncia. A segunda parte deste trabalho foi desenvolvida
no Badu’s research group na The Ohio State University durante o periodo sanduiche
com bolsa da FAPESP, na qual foi desenvolvida a quantificacdo direta de agentes
dopantes em amostras de urina sem tratamento da amostra por PS-MS. Paper-spray
mass spectrometry € um método de ionizacdo em condicBes ambientes que combina
as vantagens das plataformas de papel com a confiabilidade das analises de
espectrometria de massas, reduzindo o tempo de analise e o consumo de reagente e
de solventes organicos. O uso de substancias ilicitas para aumentar a desempenho
de atletas em esportes é proibido e considerado doping. A superficie do papel foi
tratada com triclorometilsilano utilizando reacdo em fase gasosa para aumentar a
ionizacdo dos compostos alvo. Essa abordagem foi aplicada para andlise de dois
agentes anabdlicos (trembolona e clembuterol) e dois diuréticos (furosemida e
hidroclorotiazida) em amostras de urina. Apdés a otimizacdo das condicbes
experimentais, os métodos desenvolvidos apresentaram repetibilidade satisfatéria e
boa correlacéo linear entre concentracao e intensidade absoluta. Foram alcancados
limites de detecgdo na faixa de sub-ng mL™, abaixo dos niveis de desempenho
minimos requeridos pela WADA, utilizando o método de PS-MS com papel hidrofébico
sem nenhuma etapa de preparo ou clean-up da amostra. Os métodos propostos foram
aplicados em amostras de urina fortificadas com os agentes dopantes e se mostraram
rapidos, simples, sensiveis, exatos e precisos.

Palavras-chave: Carbon dot. Glicose. Lactato. Saliva. pPAD. Imagem digital. Paper-
spray. Espectrometria de massas. Doping. Agentes anabolizantes. Diuréticos. Urina.



ABSTRACT

The first part of this work was developed on the Fritz Feigl-UNESP/CAr laboratory, in
which a novel carbon dot synthesized from citric acid and tyramine was described
using a one-step microwave heating route. Under UV irradiation, the CD displayed blue
emission that was quenched in the presence of H202 and peroxidase. This property
was used to develop method to quantify glucose in biological samples using a paper
platform. The method developed was applied in the analysis of certified serum and
urine samples, and there were no statistically significant differences between the
certified concentrations and the results obtained using the paper device with standard
additions. In addition, it was developed method using 3D-uPAD, the CD fluorescence
reagent and oxidase enzymes to quantify glucose and lactate in saliva samples. The
sample preparation used was simple and fast. The method was validated in saliva
samples utilizing standard addition and recovery, and applied in the analysis of certified
serum samples, and there were no statistically significant differences between the
certified concentrations and the results obtained using the 3D-uPAD. The second part
of this work was developed at the Badu’s research group at The Ohio State University
during the internship period funded by FAPESP, in which a direct quantification of
doping agents in urine samples with no sample preparation by PS-MS was developed.
Paper-spray mass spectrometry (PS-MS) is an ambient ionization method that
combines the advantages of the paper platform with the reliability of MS analysis,
reducing the consumption of time, reagent, and organic solvent. The use of illicit
substances to improve enhance athletic performance in sport is forbidden and
considered doping. The paper surface was treatment with trichloromethylsilane
(TCMS) using a gas-phase reaction to increase the target compounds ionization. This
approach was applied for the analysis of two anabolic agents (trenbolone and
clenbuterol) and two diuretics (furosemide and hydrochlorothiazide) in urine samples.
Under optimized conditions, the developed methods presented satisfactory
repeatability and a good correlation between concentration and absolute intensity.
Highly sensitive detections as low as sub-ng mL* which is below the minimum required
performance levels (MRPL) proposed by the WADA has been reached using the
hydrophobic PS-MS without any pre-concentration and clean-up step. The proposed
methods were applied in fortified urine samples with doping agents and showed to be
fast, simple, sensitive, accurate and precise.

Keywords: Carbon dot. Glucose. Lactate. Saliva. uPAD. Digital image. Paper-spray.
Mass spectrometry. Doping. Anabolic agents. Diuretics. Urine.
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PREFACIO

Esta tese foi dividida em dois capitulos. O capitulo 1 aborda a sintese de carbon
dots para a analise de compostos de interesse clinico utilizando dispositivos analiticos
microfluidicos em papel e deteccédo fluorimétrica por imagem digital. O capitulo 2
abrange a modificacéo de plataformas de papel para a deteccéo direta de substancias
dopantes através da ionizacdo por paper-spray e deteccdo por espectrometria de

massas.



Capitulo 1

DESENVOLVIMENTO DE DISPOSITIVO ANALITICO MICROFLUIDICO EM
PAPEL PARA ANALISES DE INTERESSE CLINICO COM DETECCAO POR
FLUORESCENCIA

25
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1. INTRODUCAO

1.1.Nanotecnologia € nanomaterial

O conceito de nanotecnologia foi utilizado pela primeira vez em 1959 pelo fisico
americano Dr. Richard Feynman na palestra “There's Plenty of Room at the Bottom”,
proferida na conferéncia da American Physical Society at the California Institute of
Technology em Pasadena, California (FEYNMAN, 1992), embora o termo
nanotecnologia s6 tenha sido empregado pela primeira vez apenas em 1974 pelo Dr.
Norio Taniguchi (CORBETT et al., 2000).

Atualmente sua definicdo mais utilizada é: ciéncia multidisciplinar que engloba
atividades cientificas e tecnoldgicas na escala hanométrica, ou seja, inclui materiais
de comprimento entre 1 e 100 nm em pelo menos uma dimensdo (NAGARAJAN,
2008). A Figura 1.1 ilustra a comparacao entre diferentes estruturas a fim de facilitar

a comparacao entre suas dimensoes.
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Figura 1.1 — Comparagédo das dimensdes de diferentes estruturas.

Fonte: Disponivel em https://nanomateriais.wordpress.com/nanomateriais/.
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A Comisséo Europeia define nanomaterial como material natural, acidental ou
fabricado que contém particulas, em um estado néo ligado, como um agregado ou
como um aglomerado e em que, para 50% ou mais das particulas na distribuicdo de

tamanho, uma ou mais dimensdes externas esta na faixa de tamanhos de 1 nm —
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100 nm (EUROPEAN COMMISSION, 2011). Kreyling e coautores propuseram uma
nova definicdo para nanomateriais: um material particulado é um nanomaterial se tiver
uma area de superficie especifica do volume (VSSA) igual ou superior a 60 m? cm
de volume do material (KREYLING; SEMMLER-BEHNKE; CHAUDHRY, 2010).

Ha divergéncias no significado do que € um nanomaterial pois a definicdo nao
é direta, ndo ha um embasamento cientifico sélido em uma dimenséo de corte para a
classificagdo de um material como nano ou ndo (KREYLING; SEMMLER-BEHNKE;
CHAUDHRY, 2010; “Nanomaterials definition matters”, 2019). Essa dificuldade ocorre
pois um nanomaterial € muito mais do que somente diminuir o tamanho de um
material, para cada composto suas propriedades que distinguem uma amostra em
nanoescala de seu correspondente ndo-nanométricos ocorrem em tamanhos
diferentes; a transicdo raramente é abrupta e as propriedades evoluem do bulk para
nanoescala de maneira continua (“Nanomaterials definition matters”, 2019).

Devido ao seu tamanho reduzido, os nanomateriais apresentam caracteristicas
fisico-quimicas proprias, com propriedades eletrdnicas, oticas, quimicas e mecéanicas
diferentes dos materiais em bulk (LOPEZ-SERRANO et al., 2014). Com isso, abre-se
a possibilidade de criar novos materiais, com novas propriedades e possibilidade de
aplicacdo que podem ser sintetizados por meio do controle do tamanho e da forma
das particulas desses materiais (ZARBIN, 2007).

As novas propriedades fisico-quimicas dos materiais nanométricos estédo
associadas aos efeitos de superficie e efeitos quéanticos. Com a diminuicdo do
tamanho de um material a fracdo de atomos que ficam na superficie do material
aumenta, ou seja, a razdo area superficial/volume aumenta. Esses atomos da
superficie apresentam menos vizinhos do que atomos do bulk, por isso seus numeros
de coordenacdo e ligacdes sdo menores, levando a uma menor estabilidade e
diferentes propriedades quando comparados aos componentes do bulk. Em
nanomateriais, como € o caso das nanoparticulas, o niumero de atomos presentes na
superficie € comparavel com o nimero de atomos no bulk, tornando as propriedades
da superficies dominantes e alterando as propriedades do material (HENRY, 2007;
RODUNER, 2006; ZARBIN, 2007)

As bases do confinamento quantico podem ser explicadas pelo modelo
guantico da particula na caixa. Esse efeito é observado quando o tamanho da particula
€ pequeno o suficiente e comparavel com o comprimento de onda de De Boglie.
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Assim, os elétrons ou éxcitons (par elétron-buraco) séo tratados quanticamente como
particulas na caixa, onde o tamanho da caixa € dado pelas dimensdes da particula.
Como consequéncia, para 0s nanomateriais seus niveis de energia vao ser
estruturados em niveis discretos de energia, com o band gap crescendo de maneira
proporcional ao decréscimo do tamanho da particula, como ilustra a Figura 1.2. Os
niveis eletrénicos de energia de um atomo séo discretos e bem definidos, ao contrario
dos niveis eletrénicos de um sélido cristalino que séo bandas difusas de energia. Com
a diminuicdo das dimens6es dos sélidos, por exemplo, em um semicondutor, hd um
aumento entre os niveis de energia, sendo que para nanocristais, a densidade dos
niveis eletrénicos de energia varia entre os estados atdomico e de bulk (ALIVISATOS,
1997; RODUNER, 2006).

A
E g =
p S o=
—,“‘ :.' .....
. s
~~~~~ sp” S
..:'i“" Egap
g .7 o
— Ty, ——
Atomo Molécula ™.
) Bulk
Nanocristal

Figura 1.2 — Niveis de energia de um atomo até o bulk de um mesmo material.
Fonte: Adaptado de Alivisatos (ALIVISATOS, 1997).

Nesses pouco mais de meio século de estudo, a nanotecnologia tem crescido
rapidamente, apresentando diversos avancos em diferentes areas da ciéncia e da
tecnologia. E um dos setores da tecnologia com maior crescimento e com elevado
impacto econémico, visto que ja esta sendo utilizada em artigos esportivos, pneus,
roupas resistentes a manchas, cosméticos, protetores solares (NEL et al., 2006),
tintas, eletronicos e revestimentos (LOPEZ-SERRANO et al., 2014). Outros produtos
também estdo em desenvolvimento para utilizacdo em catélise (BELACHEW,
MESHESHA; BASAVAIAH, 2019), sensores (TOKUYAMA; KITAMURA; SEIDA,
2020), células de combustivel (KIRUBAHARAN et al., 2019), medicina (NGUYEN et
al., 2019), drug delivery (IMPERIALE et al., 2019), e em analises clinicas (CAO et al.,
2019) de alimentos (DONG, B. et al., 2019) e ambientais (MING et al., 2019).
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1.1.1. Nanoparticulas e pontos quanticos

As nanoparticulas (NPs) sdo um importante componente da nanotecnologia e
dos nanomateriais podendo ser classificadas em materiais & base de carbono
(fulereno, nanotubo de carbono e grafeno), compostos inorganicos (6xidos de zinco,
ferro, cério, titanio, entre outros), metais (ouro, prata e ferro) e pontos quanticos
inorganicos (seleneto de cadmio e telureto de cAdmio) e de carbono (CAYUELA et al.,
2016; JU-NAM; LEAD, 2008).

Os pontos quanticos, QD, do inglés quantum dots, também conhecidos como
semicondutores nanocristalinos, sdo aglomerados cristalinos monodispersos capazes
de emitir radiacdo na regido do visivel quando excitados com radiacdo
eletromagnética de maior energia que a emitida, e apresentam dimensoes fisicas
menores do que o raio de Bohr do bulk-éxciton, ou seja, a distancia de um par elétron-
buraco (FRIGERIO et al., 2012). O termo quantum dot foi utilizado pela primeira vez
em 1988 por Mark Reed e coautores para se referir a NP de semicondutores. Sua
luminescéncia € causada pela excitacdo de um elétron com auxilio da radiacédo
eletromagnética, formando um par elétron-buraco, ou éxciton, que € fortemente
confinado devido ao diminuto tamanho do QD (MACHADO et al., 2015). As aplicacdes
de QD véao desde células solares (XING et al., 2020) a aplicacdes em medicina (YU,
G. et al., 2019) e analises ambientais (ZHANG et al., 2019).

Métodos luminescentes sdo utilizados para determina¢gbes quantitativas de
espécies organicas e inorganicas e sdo interessantes devido a sua detectabilidade,
que frequentemente apresentam limites de deteccdo até trés ordens de grandeza
menores que obtidos por espectroscopia de absor¢do molecular. A0 mesmo tempo,
medidas de luminescéncia sdo seletivas e apresentam grande faixa linear de
concentracdo Por exemplo, detectores que utilizam a espectroscopia de absorcao
molecular podem apresentar limites de deteccdo de 10 pg e faixas lineares entre 3 e
4 décadas, enquanto que detectores por luminescéncia podem apresentar limites de
deteccado de 10 fg e faixas lineares de até 5 décadas (HOLLER; SKOOG; CROUCH,
2009). Dessa forma, plataformas fluorescentes vém ganhando importancia devido a
sua facil utilizacao, alta seletividade e alta detectabilidade (LI, P. et al., 2014).

Os quantum dots mais comuns sao sintetizados com compostos das familias
12 e 16 (CdSe), 13 e 15 (InP) ou 14 e 16 (PbSe) (FRIGERIO et al., 2012). Porém, os
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compostos com maior desempenho apresentam metais potencialmente toxicos, como
cadmio, em sua composicdo (DONG, Y. et al., 2012), o que limita suas aplicacbes
principalmente para analises in vivo (FOWLEY et al., 2012), podendo conferir risco ao
usuario, ao operador e ao meio ambiente, ndo estando de acordo com 0s principios
da Quimica Verde (ANASTAS, P. T.; WARNER, 1998). Dessa forma, a descoberta de
nanoparticulas fluorescentes derivadas de nanotubos de carbono por Xu e coautores
em 2004 (Xu et al., (2004), apresentou uma nova classe de QDs, conhecida como
pontos quanticos de carbono, ou do inglés carbon dots (CD) (MACHADO et al., 2015).
Os CDs apresentam caracteristicas semelhantes aos QDs inorganicos tradicionais,
tais como luminescéncia dependente do tamanho, resisténcia a fotodegradacéo e
facilidade de bioconjugacdo, com a vantagem de nao apresentarem toxicidade
intrinseca de seus constituintes e ndo necessitarem de etapas de sintese laboriosas,
tediosas, caras ou ineficientes (BAKER; BAKER, 2010). Também, devido aos grupos
polares na superficie, como carboxila e hidroxila, por exemplo, possuem boa
solubilidade em solventes polares (MIRTCHEV et al., 2012), o que torna os CDs
aplicaveis em bioanalises. Essas vantagens dos CDs frente aos QDs fizeram com que
um aumento no interesse nessa tecnologia ocorresse nos ultimos anos. Um
levantamento bibliografico foi realizado dos dados sobre o uso de CDs em inimeras
aplicacdes para a producao de trabalhos cientificos em revistas de maior circulacao.
A Figura 1.3 apresenta o numero de trabalhos publicados com CDs em func¢éo do ano,
considerando o periodo de 2004 a 2019.
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Figura 1.3 — Levantamento do nimero de publicagbes de trabalhos relativos a carbon dot
em fungéo do ano, no periodo de 2004 a 2019, feito utilizando a plataforma Scifinder®
utilizando a palavra carbon dot.

Fonte: Elaborada pelo autor.

1.1.2. Métodos para sintese de nanoparticulas

Existem diversos métodos para a sintese de nanoparticulas, porém essas rotas
sintéticas podem ser agrupadas em duas grandes abordagens: top-down e bottom-up
(Figura 1.4). O método top-down baseia-se na producéo de NPs a partir de compostos
maiores em bulk por meio de métodos fisicos ou quimicos, tais como fotolitografia
(GAO, 2004; JU-NAM; LEAD, 2008), descarga de arco voltaico, tratamento por
plasma, ablagcdo a laser, sintese hidrotérmica, oxidacdo quimica e sintese
eletroquimica (LIU, M. L.; CHEN; LI, 2019; WU; LIU; HUAN, 2017) . Os materiais de
partida mais comuns para a sintese de CD via métodos top-down sao carbono em po,
nanotubos ou fibras de carbono, grafeno e colunas de carbono, ou seja, compostos
maiores de carbono (WU; LIU; HUAN, 2017).
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Figura 1.4 — Estratégias top-down e bottom-up para sintese de nanoparticulas.
Fonte: Adaptada de Ju-Nam (JU-NAM; LEAD, 2008).

Para a sintese bottom-up compostos moleculares sédo utilizados como materiais
de partida. Nesse caso, os precursores agem como “sementes” para que a formagao
dos CDs sob condi¢Ges especificas, através da nucleagéo e crescimento (JU-NAM,;
LEAD, 2008; LIU, M. L.; CHEN; LI, 2019; WU; LIU; HUAN, 2017). Para que esses
precursores moleculares formem os CDs é necessario fornecer energia para o sistema
por meio de combustédo, aquecimento hidrotérmico, pirélise térmica ou micro-ondas
(WU; LIU; HUAN, 2017). A sintese de CDs utilizando os métodos bottom-up pode
utilizar as mais diversas fontes de carbono, tais como substancia organicas na sua
forma pura, como &cido citrico, sacarose, glicose, frutose e glicerina (COSTAS-MORA
et al., 2015), e outras como folhas de bambu (LIU, Y.; ZHAO; ZHANG, 2014) e alho
(CHEN, Y. et al.,, 2016). Além dos diferentes precursores, frequentemente séo
utilizados dopantes, tais como compostos que contenham nitrogénio e enxofre em sua
composicdo, modificando as propriedades dos CDs, tornando as caracteristicas mais
interessantes e aumentando a emissao de radiacao das nanoparticulas (RECKMEIER
et al., 2016).

A rota sintética top-down envolve um processo ndo seletivo que ndo permite
controle preciso sobre o tamanho e a distribuicAo morfoldégica das nanoparticulas.
Porém, oferece uma oportunidade para a exploracdo da fotoluminescéncia dos CDs
devido a diversificacdo de tamanho e estado da superficie (WU, LIU; HUAN, 2017) e
formam CDs com excelentes propriedades fotofisicas (CHOI et al., 2018). Contudo,
essas rotas envolvem maior gasto de energia, geram mais residuos do que o método
bottom-up, podem utilizar materiais de partida caros e frequentemente necessitam de
uma etapa de passivacdo da superficie da NP para aumentar sua luminescéncia
(CAYUELA et al., 2016). As técnicas de bottom-up sdo de mais simples

implementacdo e utilizacdo, pois empregam condicbes mais brandas de sintese
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(CHOI et al., 2018), apresentam altos rendimentos e custos menores, evitam rotas
complicadas e longas, formam diretamente CDs luminescentes devido a presenca de
grupos superficiais de emisséo ativos (CAYUELA et al., 2016), sdo métodos de
sintese ambientalmente mais amigaveis (LIU, M. L.; CHEN; LI, 2019) e uma larga
gama de precursores estao disponiveis para serem utilizados (CHOI et al., 2018).

O desenvolvimento dos nhanomateriais trouxe inumeros beneficios para a area
da ciéncia e da engenharia. Com a descoberta de novas tecnologias foi possivel criar
novos produtos e aprimorar ou criar novos procedimentos (LIU, M. L.; CHEN; LI,
2019). As rotas tradicionais de sintese de NPs, tais como os CDs, geralmente
necessitam de rotas laboriosas com diversas etapas, consumindo grandes
guantidades de energia, empregando altas temperaturas, consumindo muito tempo e
utilizando reagentes quimicos e solventes toxicos, 0s quais além de aumentar o custo
da producao, produzem grandes quantidades de residuos que podem ser perigosos
para o ambiente e ao operador (ANASTAS, P. T.; WARNER, 1998; ANASTAS, Paul
T.; KIRCHHOFF, 2002; LIU, M. L.; CHEN; LI, 2019; SANGAM et al., 2018).
Atualmente, rotas ambientalmente mais amigaveis que utilizam precursores seguros
e renovaveis estdo ganhando a atencéo dos pesquisadores (SANGAM et al., 2018).
Com isso as rotas sintéticas bottom-up ganharam maior importancia, pois podem
utilizar precursores mais baratos e renovaveis. Além disso, empregam condi¢des
reacionais mais brandas e ambientalmente mais amigaveis quando comparadas com
as rotas top-down (CAYUELA et al., 2016; CHOI et al., 2018; LIU, M. L.; CHEN; LI,
2019), tais como reacdes auto-exotérmica (CHEN, B. Bin et al., 2017), catélise basica
(LIU, M. L. et al., 2017), métodos redutores (LINEHAN; DOYLE, 2014) e aquecimento
por micro-ondas (WANG, Hai-jiao et al., 2019).

Métodos de sintese bottom-up utilizando aquecimento por micro-ondas
apresentam simultaneamente aquecimento eficiente e homogéneo, menor nimero de
etapas, permitem altas taxas de reacdo e reduzem drasticamente o tempo de sintese
para apenas alguns minutos, o que reduz reac¢des secundarias e formacédo de
subprodutos (DE MEDEIROS et al., 2019). Dessa maneira, € considerado a
abordagem mais simples e rapida dentre todas as utilizadas para a sintese de CD e,
portanto, tem sido amplamente empregadas para a preparagéo de CDs (LIU, M. L,;
CHEN; LI, 2019).
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1.2. Caracterizacdo das nanoparticulas

A seguir sdo descritas as técnicas utilizadas para a caracterizacdo das
nanoparticulas de carbono sintetizadas no presente trabalho.

1.2.1. Espectroscopia de absor¢do no UV-Vis

A espectroscopia de absorgdo é uma técnica utilizada na quimica analitica para
identificar ou quantificar substancias por meio da interacdo da radiacdo
eletromagnética na regido do UV-Visivel com a matéria. Ao incidir uma radiacédo UV-
Vis em uma solucéo de determinada molécula, por exemplo, essa radiacao fornece
energia suficiente para que os elétrons mais externos dessa molécula sejam excitados
de um nivel eletrbnico de mais baixa energia para niveis eletronicos excitados de
maior energia, essas transicoes ocorrem em comprimentos de onda da radiacdo com
energia igual a diferenca entre os niveis eletrdnicos; além de transi¢cdes eletronicas,
os elétrons podem apresentar transi¢cdes vibracionais e rotacionais que formam o
espectro de absor¢cdo (SKOOG; HOLLER; WEST, 2006).

Quando uma radiacdo na regido do UV-Vis incide em uma determinada
molécula que é capaz de absorver algumas frequéncias, ha um decréscimo na
intensidade da radiacao incidente que pode ser descrito pela razao das poténcias da
radiacdo transmitida e incidente, ou a transmitancia da luz. Assim, a absorbéancia de
determinada substancia é relacionada com a concentracdo e as propriedades dessa
substancia por meio da Lei de Lambert-Beer (SKOOG; HOLLER; WEST, 2006), na
qual A é a absorbancia, € a absortividade molar da substancia, b o caminho é6tico e C
a concentragéo da solucao:

A = ¢bC Equacdo 1.1

Um espectrofotdbmetro basico para medidas no UV-Vis é constituido de uma
fonte para fornecer a radiagdo incidente, monocromadores para selecionar
comprimentos de onda de interesse, o compartimento de amostra e o detector para
medir a radiacao transmitida. A geometria utilizada em espectrofotdmetros € linear, ou
seja, entre a fonte, amostra e detector forma-se um angulo de 180° (CHRISTIAN;
DASGUPTA; SCHUG, 2014b).
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1.2.2. Espectroscopia de fluorescéncia

Luminescéncia é o fendbmeno 6tico que ocorre quando determinada substancia
(sélida, liquida ou gasosa) é excitada eletronicamente e no seu retorno para o estado
fundamental libera energia na forma de fotons, emitindo radiacdo em determinado
comprimento de onda (SKOOG; HOLLER; WEST, 2006). Quando essa excitacdo do
elétron ocorre devido a absor¢cdo de energia proveniente de uma radiacédo
eletromagnética, esse fendmeno ¢é conhecido como fotoluminescéncia.
Fotoluminescéncia é tradicionalmente dividida em duas categorias: a fluorescéncia e
a fosforescéncia, diferindo na natureza do estados eletrénicos excitado (LAKOWICZ,
2006).

Para melhor compreender a fotoluminescéncia € preciso entender dois
fendmenos fisicos distintos: a absorcdo de energia pela matéria e a consequente
relaxacdo. A molécula absorve energia através da radiacdo eletromagnética e é
transformada de um estado fundamental (So) para um estado excitado (Sn ou Tn).
Essa energia absorvida é quantizada e corresponde a diferenca de energia entre
esses dois estados, ou seja, a promocao do elétron ndo ocorre se a energia da
radiacdo eletromagnética excitante for menor que a energia entre as diferencas dos
estados eletrbnicos fundamental e excitado. Também, podem ocorrer transicoes
vibracionais dentro dos estados eletronicos como resultado da absor¢céo de energia
(SZABO, 2000). No estado fundamental os elétrons se encontram emparelhados
(estado fundamental singleto, So, Figura 1.5a), de acordo com o principio da excluséo
de Pauli, que diz que dois elétrons ndo podem apresentar 0s mesmos quatro nimeros
quanticos, ou seja, somente dois elétrons podem ocupar um orbital e devem ter spins
contrarios. Se no estado excitado o spin do elétron promovido ainda estiver pareado
com o estado fundamental, mantendo sua orientacao inicial, tem-se o estado excitado
singleto, Sn (Figura 1.5b). Caso contrario, se a orientacdo do elétron que foi promovido
ao estado excitado for invertida, tem-se o estado excitado tripleto, Tn (Figura 1.5c)
(HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).
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Figura 1.5 — Estados de spin dos elétrons das moléculas. Em (a) é representado o estado
eletrénico fundamental singleto com os spins emparelhados. Em (b) e (c) sdo mostrados os
estados eletrdnicos excitados. Caso 0s spins estejam emparelhados no estado excitado, a
molécula esta no estado singleto (b). Se os spins estejam desemparelhados, a molécula
estd em um estado excitado tripleto (c).
Fonte: Adaptada de Skoog (SKOOG; HOLLER; WEST, 2006).

Uma molécula no estado excitado tende a relaxar para o estado fundamental
que é configuracdo de menor energia e mais estavel. A trajetdria favorecida para o
estado fundamental € aquela que minimiza o tempo de vida do estado excitado. Se o
processo luminescente é mais rapido que os processos nao radiativos, tal emissao
sera observada. Caso contrario, se a etapa ndo radiativa é mais rapida, a emissao
serd muito fraca ou ndo sera observada. A Figura 1.6 representa o diagrama parcial
de niveis para uma molécula hipotética e permite compreender quais sdo 0s
processos relacionados a relaxacdo que ocorrem ap0s a absorcdo de energia. A
fluorescéncia ocorre quando a relaxacéo do sistema excitado singleto (S1) relaxa de
modo radioativo diretamente para o estado fundamental (So). A fosforescéncia
acontece quando ha o cruzamento de um sistema excitado singleto (S1) para um
sistema excitado tripleto (T1) e a relaxacdo ocorre a partir desse sistema, esse
cruzamento é conhecido como cruzamento intersistemas. O tempo de relaxacdo da
fosforescéncia é maior que o tempo de relaxacao da fluorescéncia, pois envolve uma

mudanca de spin para que haja o retorno ao estado fundamental.
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Figura 1.6 — Diagrama de niveis de energia, ou diagrama de Jablonski, de uma molécula
hipotética.
Fonte: Adaptada de Christian (CHRISTIAN; DASGUPTA; SCHUG, 2014a)

Ao ser excitado do nivel fundamental, o elétron pode ocupar qualquer nivel
vibracional de diferentes estados eletrdnicos excitados (S1 e Sz, por exemplo), porém,
de acordo com a lei de Kasha, a emissao de fluorescéncia mais intensa é esperada
gue ocorra a partir do estado eletrénico excitado mais baixo (S1). Esse processo de
relaxacdo até o nivel de energia mais baixo, Si, ocorre por meio de relaxacdo
vibracional e conversao interna (Figura 1.6). Devido aos processos de relaxamento
nao-radioativos, como o relaxamento vibracional, conversdo interna e cruzamento
intersistemas, a energia emitida no processo de relaxamento radioativo, seja ele
fluorescéncia ou fosforescéncia, € sempre menor que a energia absorvida no
processo de excitacdo dos elétrons. Isso implica que a radiacdo eletromagnética
emitida apresenta sempre comprimento de onda maior, ou menor energia, do que a
radiacdo de excitagcdo (MONDAL; DIASPRO, 2014).

Ao contrario do que ocorre com a espectroscopia de absorcdo, na
espectroscopia de fluorescéncia as medidas séo realizadas com um angulo de 90°
entre a fonte, o porta-amostra e o detector. ISso é necessario para que a radiacao de
excitacao da fonte nao interfira na deteccao da radiacdo emitida. Isso é possivel pois

na fluorescéncia a radiagdo € emitida em todas as diregbes (CHRISTIAN;
DASGUPTA; SCHUG, 2014a).
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1.2.3. Espectroscopia de absorcao no infravermelho

Ao contrario da espectroscopia de absorcdo no UV-Vis e de fluorescéncia, na
espectroscopia de absorcdo no infravermelho (IR) a energia envolvida ndo é
suficientemente energética para promover a transicao eletrénica, contudo, apresenta
energia suficiente para promover transicées vibracionais e rotacionais das ligacoes
dos atomos de uma determinada molécula (SKOOG; HOLLER; WEST, 2006). Para a
quimica, a regido de interesse vai de 2,5 a 25 ym, ou 4000 a 400 cm™, que representa
a regido vibracional do infravermelho (PAVIA et al., 2010b).

Ao absorver a energia da radiacdo no infravermelho, a molécula é excitada para
um estado vibracional de maior energia, aumentando a amplitude dos movimentos
das ligacdes na molécula. No entanto apenas as ligacdes com momento de dipolo que
altera em funcao do tempo séo capazes de absorver radiacédo no infravermelho, dessa
maneira, ligacbes simétricas ndo absorvem radiacdo na regido do infravermelho
(PAVIA et al., 2010b).

Como o processo de absorcéo é quantizado, as moléculas absorvem apenas
as energias com frequéncias especificas equivalentes as frequéncias vibracionais
naturais da molécula. Como essas energias séo especificas para cada tipo de ligacao,
a espectroscopia no infravermelho é utilizada para obter informacdes estruturais das

ligagcBes presentes em uma determinada molécula (PAVIA et al., 2010b).

1.2.4. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Na espectroscopia de absorcdo no infravermelho séo obtidas informagdes
quanto os tipos de grupos funcionais que estao presentes em determinada molécula,
ja a NMR fornece informacdes acerca do numero de atomos magneticamente distintos
do is6topo estudado (PAVIA et al., 2010a).

A técnica de NMR utiliza as propriedades magnéticas dos nucleos dos atomos.
Os nucleos atdmicos apresentam uma propriedade chamada de spin e se possuirem
namero atdbmico ou massa atébmica impar, 0 momento angular de spin e 0 momento
magnético desses nucleos € diferente de zero, se alinhando na presenca de um
campo magnético externo (Bo). O fendmeno de ressonancia magnética nuclear ocorre

guando os nucleos alinhados por Bo sdo induzidos a absorver energia e mudar a
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orientacdo do spin em relacdo ao campo magnético aplicado. A energia absorvida é
guantizada e corresponde a diferenca de energia entre os dois estados de spin
envolvidos. Nucleos ativos (*H, 31P, 15N e 13C) absorvem radiacdo eletromagnética em
uma frequéncia caracteristica de cada is6topo. A frequéncia de ressonancia, a energia

da absorcao e a intensidade do sinal sdo proporcionais a forca do campo magnético.

1.2.5. Microscopia eletronica de transmisséo

Microscopios eletronicos sdo capazes de gerar imagens de materiais com
resolucdes e ampliacbes muito maiores do que microscopios 6ticos. Microscopia
eletrdnica de transmissdo (TEM) € uma técnica muito Util para caracterizacao de
materiais, revelando detalhes de morfologia, formato e dimensdes. O arranjo 6tico dos
microscopios eletrbnicos € similar ao dos microscépios Oticos, porém, sua alta
resolucao é devido ao pequeno comprimento de onda dos elétrons utilizados como
fonte de radiacdo, podendo alcancar resolugfes de até 0,1 nm (LENG, 2013).

Para formar uma imagem por TEM, os elétrons emitidos pela fonte séo focados
por lentes formando um feixe de elétrons antes de atingirem a amostra. Dependendo
da densidade da area a ser varrida, alguns elétrons podem ser espalhados, enquanto
outros sdo transmitidos através da amostra. Apenas elétrons transmitidos ou
minimamente espalhados chegam ao detector. Regifes escuras nas imagens sao
formadas pois menos elétrons chegam ao detector devido a espessura e densidade
da amostra ou da area analisada. A imagem é entdo formada como uma funcdo da
voltagem de aceleracdo, espessura da amostra e do material estudado (REGE;
MEDINTZ, 2009).

1.3. Microfluidica em papel

A utilizacdo de papel na quimica ndo é nenhuma novidade. Além da filtracéo, o
uso do papel na quimica iniciou-se com o papel de tornassol; datando do século XVIII,
foi uma das primeiras formas de se utilizar o papel como uma plataforma para a
realizacdo de experimentos (DAVY, 1812). O primeiro teste popular empregando
papel como plataforma originou-se na Inglaterra em 1883 para a analise de acucar e
albumina (VOSWINCKEL, 1994). A impregnacéo de papel com cera para a criagao de
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barreiras que impedissem reacfes cruzadas entre duas zonas foi proposto por
Dieterich em 1902 (DIETERICH, 1902). Na década de 1920, o papel se difundiu como
uma plataforma sélida utilizada por Fritz Feigl para a realizacdo de rea¢des de spot-
test em determinacfes de substancias organicas. Posteriormente, a primeira técnica
de fabricacéo para a impregnacao de parafina no papel com o propdsito de criar zonas
confinadas para reacdes de spot-test foi publicada em 1937 por Yagoda (YAGODA,
1937). Os indicios dos primeiros dispositivos microfluidicos em papel capazes de
controlar o transporte de solugdo através de canais confinados apareceram em 1949
com o trabalho de Miiller e co-autores em cromatografia de papel (MULLER; CLEGG,
1949). Ao mesmo tempo que ocorreram esses avancgos, as tiras reagentes
comecaram a ser desenvolvidas na década de 1930, tornando-se comercialmente
disponiveis em 1956 com o langamento do Clinistix pela Ames Company, hoje Bayer
Diagnostics (VOSWINCKEL, 1994). Apesar de todo o histérico do papel no campo da
guimica, o surgimento e o crescimento do dispositivo analitico microfluidico em papel
ocorreu em 2007 com o trabalho de Whitesides e colaboradores (MARTINEZ et al.,
2007), como ilustra o levantamento bibliografico realizado dos dados sobre o uso de
MPAD em inumeras aplicagbes para a producao de trabalhos cientificos em revistas
de maior circulacdo. A Figura 1.3 apresenta o numero de trabalhos publicados com

MPAD em funcao do ano, considerando o periodo de 2000 a 2019.
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Figura 1.7 — Levantamento do numero de publicacdes de trabalhos relativos & yPAD em
funcéo do ano, no periodo de 2000 a 2019, feito utilizando a plataforma Scifinder® utilizando
a palavra paper-based analytical device.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Microfluidica é a parte da ciéncia e da tecnologia de sistemas que manipula e
processa volumes reduzidos de fluidos utilizando canais com dimens@es entre 10 e
100 um. A microfluidica se originou e teve sua primeira aplicagdo no desenvolvimento
de métodos microanaliticos devido a caracteristicas como: baixo custo, separacdes e
deteccdes com alta resolucédo e sensibilidade, utilizacdo de pequenas quantidades de
amostra e reagentes, e curtos tempos de analise (WHITESIDES, 2006).

Quando um dispositivo microfluidico € confeccionado utilizando papel,
conhecido como pPAD, combina-se a versatilidade da microfluidica com a
simplicidade do papel (MARTINEZ et al., 2010). Resumidamente, o yPAD consiste na
criacao de barreiras hidrofébicas que formam canais capazes de confinar os fluidos e
controlar seu transporte para zonas desejadas. O YPAD apresenta baixo custo,
compatibilidade com matrizes bioldgicas, baixo consumo de reagentes, é de facil
utilizacao, possibilita a integracéo de diferentes analises em um mesmo dispositivo e
pode ser facilmente descartado por incineracédo, diminuindo o risco de contaminacao
biologico (YAMADA et al., 2017) (CATE et al., 2015). Além disso, o transporte de
fluidos é controlado por capilaridade e evaporacdo e nao necessita de uma fonte de
energia externa (MARTINEZ et al., 2010).

Na literatura estdo descritos diversos métodos para a fabricacdo de barreiras
hidrofébicas. Na Figura 1.8 estao descritos 12 modos para a confecgao de yPAD, na
qual os itens de A a C representam a fabricacdo manual por (A) desenho com cera,
(B) desenho ou estampagem com polimero e (C) estampagem com cera; nos itens D
a F utilizam-se méascaras para proteger a regido hidrofilica e formar as barreiras
hidrofébicas, sendo utilizada (D) imersdo em cera, (E) fotolitografia e (F) serigrafia
com cera; nos itens G a J utilizam-se impressoras que adicionam tinta usando a
impressdo com (G) tinta solida a base de cera, (H) gravacdo com jato de cera e (l)
impressao com jato de tinta. Outro modo de fabricacdo € o corte ou modelagem,
representado em L e K, na qual sdo formados canais com o auxilio de (L) cortadores

manuais ou (K) cortador a laser (CATE et al., 2015).
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Figura 1.8 — Esquema dos diferentes modos para a confecgéo de barreiras hidrofobicas.
Fonte: Adaptada de Cate (CATE et al., 2015).

A impresséo com tinta sélida a base de cera (Figura 1.8 G) envolve duas etapas
principais: primeiro o desenho desejado para o yPAD € impresso sobre a superficie
do papel utilizando uma impressora com tinta a base de cera e, posteriormente, esse
papel com cera depositada € aquecido para que haja o derretimento e permeacao da
cera pelas fibras do papel para formar as barreiras hidrofébicas. Esse método
apresenta uma série de vantagens em relacéo as outras metodologias de fabricacao,
tais como producdo em larga escala, ndo necessita de tratamento do papel, o canal
hidrofilico ndo é exposto a polimeros ou solventes, ndo s&o necessarias varias
mascaras e pode-se criar canais abertos, semiabertos e fechados. Porém, também
apresenta desvantagens como: o custo elevado da impressora e dos cartuchos de
cera, a necessidade de uma etapa extra de aquecimento e perda de resolugao das
barreiras apds o aquecimento (CARRILHO; MARTINEZ; WHITESIDES, 2009; CATE
et al., 2015; LU et al., 2009).

A Figura 1.9 ilustra os componentes da impressora com tinta solida a base de

cera da marca Xerox® e o modo como uma folha é impressa.
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Rolo de pressdo
para transferéncia

(b)

Transferéncia da imagem
" do rolo para o papel

- Rolo de
impressao

Papel Pré-aquecedor
de papel

Figura 1.9 — (a) Detalhamento dos componentes de uma impressora com tinta a base de
cera da marca Xerox®: 1) Display frontal, 2) Trajetéria do papel, 3) Rolo de pressdo para
transferéncia, 4) Pré-aquecedor de papel, 5) Fusao da cera, 6) Reservatério de cera
derretida, 7) Rolo de impresséo, 8) Cabeca de impresséo, 9) Kit de manutencéo, 10)
Reservatorio de descarte, 11) Armazenamento de papel, 12) Armazenamento de cera solida
e 13) Conexdes e saidas eletronicas. (b) Esquema de como é feita a impressao utilizando a
impressora com tinta a base de cera.

Fonte: Adaptada de Jaeger (JAEGER, 2000).

O processo de impressédo de um desenho do computador usando cera pode
ser resumido em trés etapas: (i) O rolo do kit de manutencéao limpa e aplica uma fina
camada de silicone no rolo de impressédo de aluminio anodizado, (i) a cabeca de
impressédo aquecida (135°C) pulveriza gotas microscépicas de cera derretida no rolo
de impressao rotativo com muita precisdo. O rolo de impressdo € mantido a uma
temperatura intermediaria (65°C) para manter a cera em um estado semissélido
maleavel. (iii) O papel a ser impresso é aquecido e passa sob pressao entre o rolo de
pressao para transferéncia e o rolo de impresséo. Sob calor e pressao, a imagem é
transferida do rolo de impressdo para o papel em uma Unica passagem. Quando o
papel sai da impressora, a tinta esta totalmente seca e a impressao esta pronta para
uso (JAEGER, 2000).

1.4.Deteccao via imagem digital

Ser capaz de quantificar e/ou identificar o analito de interesse é uma das etapas
mais importantes da analise (CATE et al., 2015). A imagem digital € amplamente
utilizada para a deteccao qualitativa, semi-quantitativa e quantitativa em yPAD devido
a sua simplicidade e baixo custo (MORBIOLI; MAZZU-NASCIMENTO; STOCKTON,;

et al., 2017). Ainda, com o desenvolvimento de novas tecnologias foi possivel obter
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equipamentos oticos digitais cada vez melhores com menor custo e integradas a
internet como os smartphones, possibilitando a rapida troca de informacdes e dados
mesmo que o paciente esteja a centenas de quildmetros de distancia do médico ou
do dentro de diagndstico, por exemplo (BYRNE et al., 2000; MARTINEZ et al., 2008)

A primeira descricdo na literatura da utilizacdo de imagem digital para deteccao
de analito foi realizada por Momeni em 1999 (MOMENI et al., 1999), na qual foi
desenvolvido um sistema para deteccdo quimiluminescente da proteina ligada ao
retinol. Porém, uma descri¢cdo mais aprofundada da utilizacdo da imagem digital como
deteccéao foi feita por Byrne em 2000 ((BYRNE et al., 2000).

A deteccdo por imagem digital é baseada no tratamento grafico usando
softwares como Photoshop®, ImageJ® ou Gimp®. Esses programas transformam a
informacdao fisica das cores do papel em linguagem binéria que € interpretada pelo
software e, como resultado, fornecem intensidades das cores que € relacionada com
concentracdo da substancia de interesse para determinacdes analiticas (MARTINEZ
et al., 2008; PACIORNIK et al., 2006).

1.4.1. Métodos de calibracdo

Em determinacdes quantitativas em plataformas de papel, seja ela utilizando
técnicas colorimétricas, eletroquimicas ou fluorescentes, a calibracdo com padréo
externo € o método de calibragcdo mais utilizado. Uma curva analitica é construida a
partir da concentracdo da substancia de interesse em funcdo do sinal analitico
utilizando padrbes externos, e a concentracdo de uma amostra desconhecida é obtida
pela equacdo de curva de regressdo. Em analises de rotina, o uso das curvas
analiticas obtidas com calibracao externa é altamente empregado devido a facilidade
e rapidez de se realizar as anéalises (CUADROS-RODRIGUEZ et al., 2007).

Calibracdo externa € conveniente e fornece resultados altamente confidveis
quando aplicados em amostras sem efeito matriz significativo (CUADROS-
RODRIGUEZ et al., 2007). Entretanto, quando héa o efeito de matriz na analise, o sinal
analitico pode ser afetado, introduzindo erros na analise e levando a resultados néo
confidveis (KAPPI et al., 2017). Ainda, a calibracdo externa é sensivel a erros de
preparo de amostra (RIBANI et al., 2004). O uso de curvas de adi¢cao padrdo em vez

de curvas de calibracdo externas minimiza os efeitos da matriz. Neste tipo de



45

calibracéo, varios pontos de teste séo feitos adicionando-se quantidades crescentes
de padrdo as aliquotas da amostra (CUADROS-RODRIGUEZ et al., 2007); esse
procedimento traz algumas vantagens para a analise e evita a necessidade de curva
de calibracdo externa que deve ser testada para cada tipo de matriz a ser analisada.
Uma analise completa de uma amostra pode ser realizada na mesma plataforma de
papel, 0 que minimiza a variacdo das condicfes de luminosidade e posicdo do
dispositivo quando a imagem é obtida para a deteccao por imagem digital (CHAPLAN;
MITCHELL; MARTINEZ, 2014; KAPPI et al., 2017). O método da adi¢ao de padréo é
especialmente importante para amostras muito complexas e com efeitos de matriz
significativos, porém, é mais trabalhoso e demorado, pois uma curva de adi¢cdo de

padrdo deve ser construida para cada amostra analisada (JARDIM, 2004).

1.5. Andlise de compostos de interesse clinico

A andlise clinica € uma importante ferramenta da medicina que auxilia
profissionais da salude no diagnéstico e prevencdo de patologias e condicdes
fisioldgicas do organismo através de analises de materiais bioldgicos, tais como urina,
sangue, plasma, saliva, fezes e outros fluidos corporais (ANALISES CLINICAS, 2016).
Dessa forma, o primeiro passo para a correta prevencao e tratamento de doencas é o
diagnéstico correto e preciso (MARTINEZ et al., 2010). Devido a importancia dos
exames clinicos, a Organizacdo Mundial da Saude (WHO) listou sete diretrizes para
o teste analitico ideal (ASSURED): acessivel (Affordable), sensivel (Sensitive),
especifico (Specific), de facil utilizacdo (simples de realizar com um minimo de
treinamento e em poucos passos) (User-friendly), robusto e rapido (resultado
disponivel em menos de 30 minutos) (Robust and rapid), sem utilizacdo de
equipamentos (Equipment-free) e disponivel para aqueles que necessitam
(Deliverable to those who need them) (PEELING et al., 2006).

Através da dosagem de diferentes substancias presentes em fluidos biolégicos
€ possivel obter informacdes cruciais sobre as condi¢des de saude de um paciente
para, posteriormente, tomar uma decisdo no tratamento de diversas doengas e
condicdes fisioldgicas (LIN et al., 2011). Dentre as substancias de interesse biolégico
destacam-se a glicose e o lactato como importantes marcadores para diversos tipos

de doencas e condi¢des dos organismos.
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1.5.1. Glicose

Dentre todos os analitos de interesse em matrizes bioldgicas, glicose € uma
das substancias que ha mais tempo sdo desenvolvidas metodologias de andlise
(VOSWINCKEL, 1994). A medicdo da concentracdo de glicose € um dos
procedimentos realizados com maior frequéncia em hospitais e laboratérios de
andlises clinicas, pois € um carboidrato crucial para o desenvolvimento da vida. Seu
metabolismo, armazenamento e concentragcao no corpo € regulado por uma interacao
complexa de mdultiplas vias modulada por varios horménios (BURTIS, 2001). Para
adultos saudaveis em jejum, os niveis normais de glicose variam entre 74 — 100 mg
dL* em soro sanguineo, entre 1 — 15 mg dL* em urina e entre 21 — 38 x 10® mol L*
em saliva (BURTIS, 2001; SENER et al., 2009).

Diabetes mellitus e hipoglicemia sdo condi¢Bes clinicas associadas ao
metabolismo anormal da glicose. Diabetes mellitus € um conjunto de desordens no
metabolismo do carboidrato no qual a glicose é subutilizada, elevando sua
concentracdo no sangue (hiperglicemia). Individuos com essa condicdo podem
desenvolver complicacdes, tais como retinopatia, falha renal, neuropatia e
aterosclerose e em situacbes extremas podendo resultar em AVC, gangrena,
cetoacidose, coma hiperosmolar hiperglicémico e doenca da artéria coronaria
(BURTIS, 2001). Também, a dosagem de glicose na urina é uma importante
ferramenta para o diagnostico de colesterol alto, consumo de alcool e obesidade (YU,
J. etal., 2011).

1.5.2. Lactato

O lactato é a forma desprotonada do &cido latico, um intermediario do
metabolismo de carboidratos. Sob condi¢cdes anaerdbicas, o piruvato gerado na
glicolise é reduzido a lactato dando continuidade ao metabolismo de carboidratos para
a geracao de energia para o organismo. Isso ocorre durante a contragdo do musculo
esquelético sob condi¢des de baixa concentracdo de oxigénio (hipdxia) e em certos
tipos de tecidos e células como a retina, pele, cérebro, medula renal e eritrocitos. A
concentracdo de lactato presente no sangue depende da sua producéo nesses tecidos
e células, e seu metabolismo no figado (ciclo de Cori) e nos rins (BURTIS, 2001,
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NELSON; COX, 2008). Para adultos saudaveis em repouso, 0S niveis normais de
lactato variam entre 3 — 12 mg dL! em sangue, entre 496 — 1982 mg dia* em urina e
entre 1,0 — 7,5 x 10* mol L** em saliva (BURTIS, 2001; CLAVER; MIRON; CAPITAN-
VALLVEY, 2009; TEKUS et al., 2012).

O aumento da concentracdo de lactato no sangue (acidose lactica) diminui o
pH do sangue podendo danificar os musculos (CLAVER; MIRON; CAPITAN-
VALLVEY, 2009); concentracdes de lactato acima de 5 x 103 mol L* e pH abaixo de
7,25 podem indicar acidose latica significativa (BURTIS, 2001). A dosagem de lactato
também €& uma forma menos invasiva de controlar pacientes com diabetes e de
diagnosticar a doenca de armazenamento de glicogénio tipo |, que diminui a
capacidade do figado produzir glicose-6-fosfato a partir da glicose (LIN et al., 2011).

Dada a importancia dos analitos anteriormente mencionados, foram
desenvolvidos métodos analiticos simples, rapidos e que contemplem o0s quesitos
mencionados nas diretrizes da WHO utilizando carbon dots e plataformas de papel
com deteccao por imagem digital para determinagéo de glicose e lactato em matrizes

biolbgicas.
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6. CONCLUSOES

Foi demonstrada a potencialidade de andlise direta de agentes dopantes em
amostras de urina utilizando papel quimicamente tratado. O papel hidrofébico
modificado com TCMS permitiu a quantificacdo direta e sensivel de agentes
anabdlicos e diuréticos em amostra de urina. A metodologia de PS-MS proposta
apresenta algumas vantagens sobre metodologias de LC-MS e GS-MS: integra a
coleta, separacao e ionizagdo da amostra em uma unica etapa, diminui o consumo de
solventes organicos téxicos, a producao de residuos e tempo de analise e nenhum
tipo de preparo de amostra além de sua deposicdo na superficie do papel foi
necessario. A modificagdo da superficie do papel com TCMS reduziu a interagdo
papel-analito e aumentou a transferéncia do analito para a fase gasosa e,
consequentemente, para o espectrobmetro de massas. Diferentes condi¢coes
experimentais foram otimizadas utilizando planejamentos experimentais multivariados
e univariados.

O emprego de papel hidrofébico combinado com o uso de um solvente orgénico
menos polar minimizou a descarga induzida por sais e o efeito de matriz, o que permite
uma extracdo mais seletiva dos compostos alvo, resultando em limites de deteccao
na faixa de sub-ng mL?, significativamente menor do que os niveis de desempenho
minimos requeridos pela WADA. Os métodos propostos foram aplicados em amostras
de urina fortificadas com os agentes dopantes e se mostraram rapidos, simples,

sensiveis, exatos e precisos.
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