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RESUMO

RESUMO

LIMA, R. S. Biossensor condutométrico sem contato em microchip contendo acido félico como
biorreceptor. 2010. Dissertacdo (Mestrado em Quimica Analitica) — Instituto de Quimica de Sao

Carlos, Universidade de Sdo Paulo, S3o Carlos, 2010.

Este trabalho descreve o desenvolvimento de um biossensor contendo transdugao
condutométrica sem contato (C'D, capacitively coupled contactless conductivity detection) e acido
folico (FA) como biorreceptor em microchip, uma nova alternativa que podera ser utilizada na
determinacdo do biomarcador tumoral FR-a. Essa espécie exibe interagcbes com FA altamente
especificas, com constantes de formagdo da ordem de 10°-10™. Os dispositivos microfluidicos, os
quais consistiram de uma lamina de vidro (integrando os eletrodos), dielétrico (contendo a fase
biossensora) e substrato de poli(dimetilsiloxano) (PDMS, incorporando os microcanais), foram
fabricados utilizando-se processos de fotolitografia e deposicao de filmes finos em fase vapor.
Objetivando melhorias nos niveis de detec¢do da C'D, estudos de sensibilidade com base em
parametros da curva analitica foram conduzidos alterando-se a natureza do dielétrico e a
configuracdo dos eletrodos. Posteriormente, estudos de caracterizacdo foram realizados para as
superficies modificadas com os intermedidrios de imobilizacdo; condi¢cdes reacionais distintas
(reagente, concentragdo, solvente e tempo) foram consideradas. As técnicas de microscopia
eletrénica de varredura e espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X foram usadas,
respectivamente, a fim de se verificar a possivel formacado de aglomerados e permitir determinacdes
qualitativas e quantitativas sobre as composi¢cbes quimicas das superficies. Como resultado dos
experimentos de sensibilidade e caracterizacdo de superficie, adotamos os parametros seguintes
para os ensaios de interacdes biomoleculares posteriores: filme de SiO, como dielétrico, eletrodos
seletivos a C*D com formato retangular e orientagdo antiparalela e monocamadas automontadas do
reagente 3-aminopropil(trietoxisilano) como intermediario de imobilizacdo de FA. As duas etapas
finais do trabalho foram: otimizacdo do tempo de funcionalizacgdo com FA (3, 5 e 7 h) e
caracterizacdo da fase biossensora, realizada a partir de medidas de C’D e microscopia de forca
atomica (AFM). Para o primeiro caso, os microchips foram aplicados a um padrdo de anticorpo
monoclonal especifico a FA (a-FA). Os ensaios biomoleculares indicaram uma adsorc¢do efetiva de FA
junto a superficie de SiO, silanizada, sem a ocorréncia (ao menos em niveis significativos) de
impedimentos estéricos de sua espécie bioativa. Dentre os tempos de funcionalizacdo investigados, 3
h foi aquele que resultou em uma maior sensibilidade do método. Em termos da etapa de
caracterizagdo eletroquimica da fase biossensora, seus resultados mostraram haver correlagdo entre
a resposta analitica e as intera¢des FA/a-FA. Em adi¢do, conforme indicaram as medidas de AFM, ndo
houve alteragdes drasticas na morfologia do substrato (SiO,) em fun¢do dos processos de
modificagdo quimica de superficie. Por fim, o uso da C'D como uma técnica de transducdo em
biossensores mostrou-se uma alternativa promissora para a andlise do biomarcador tumoral FR-a.
Dentre outros aspectos, essa plataforma analitica requer uma instrumentagao simples, barata e
portatil, ndo apresenta inconvenientes relacionados ao contato eletrodo/solucéo, dispensa o uso de
mediadores redox e permite a determinacgdo simultdnea de multianalitos. Neste interim, alteracdes
no transdutor devem ser implementadas visando um aumento na sensibilidade do método, o qual
representa seu fator limitante principal.

Palavras-chave: Sensor Quimico. Condutometria Sem Contato. Microfluidica. Biomarcador Tumoral.
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ABSTRACT

ABSTRACT

LIMA, R. S. Contactless conductometric biosensor in microchip containing folic acid as bioreceptor.
2010. Dissertacdo (Mestrado em Quimica Analitica) — Instituto de Quimica de Sdo Carlos,

Universidade de S3o Paulo, S3o Carlos, 2010.

This work describes the development of a biosensor containing capacitively coupled
contactless conductivity transduction (C*D) and folic acid (FA) as bioreceptor in microchip, a new
alternative that can be used in FR-a tumor biomarker analysis. FR-a exhibits highly specific
interactions with FA, showing formation constants of the order of 10°-10". The microfluidic devices
consisted of a glass layer (integrating the electrodes), dielectric (containing the biosensor phase), and
poly(dimetilsiloxane) substrate (PDMS, incorporating microchannel). The microfabrication stage
evolved photolithography processes, metal adsorption via sputtering, and plasma-enhanced vapor
film deposition. In order to improve detection levels of C'D, sensitivity studies were conducted by
changing the dielectric nature and electrode configuration. Through flow analysis with given
electrolyte standards, the limits of detection and quantification were calculated based on analytical
curve parameters. Subsequently, researches were performed to characterize the modified surfaces
with immobilization intermediate considering reaction conditions distinct (reagent, concentration,
solvent, and time). The techniques of scanning electron microscopy and X-ray photoelectron
spectroscopy were employed, respectively, aiming to verify the clusters formation and allow
qualitative and quantitative determinations about the surfaces chemical composition. From the
results of sensitivity experiments and surface characterization, we adopt the following parameters
for the biomolecular interactions assays: SiO, film as dielectric, C'D selective electrodes with
rectangular shape and antiparallel orientation, and self-assembled monolayers of 3-
aminopropyl(triethoxysilane) as intermediary for immobilization of FA. The two final steps of the
work were: optimizing the FA functionalization time (3, 5, and 7 h) and phase biosensor
characterization, made from measures of C*D and atomic force microscopy (AFM). For the first case,
due to the absence of FR-a standard for purchase, the microchips were applied to FA specific
monoclonal antibody (a-FA). The biomolecular assay indicated effective adsorption of FA, without
occurrence (at least in significant levels) of steric hindrance of its bioactive specie. Among the
investigated times of functionalization, 3 h resulted in a higher sensitivity of the method. In terms of
biosensor phase electrochemical characterization stage, their results evidenced correlation between
analytical response and FA/a-FA interactions. Additionally, as the AFM measurements showed,
drastic changes in the morphology of the substrate (SiO,) with the surface modification processes did
not occur. Finally, the use of the C’D as transduction technical in biosensors proved to be a
promissory alternative for FR-a tumor biomarker analysis. Among other features, this platform has
not drawbacks related to the electrode/solution contact, dispenses the use of redox mediators,
allows the simultaneous determination of multianalytes, and employs an instrumentation that is
simple, cheap, and portable. Nevertheless, changes in the transducer should be implemented to
increase the method sensitivity, which represents its main limiting factor.

Keywords: Chemical Sensor. Contactless Conductometry. Microfluidics. Tumor Biomarker.
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APRESENTACAO DO TEMA E ESTRUTURA DA DISSERTACAO

O projeto aborda quatro assuntos em destaque na quimica analitica moderna:
microssistemas analiticos, biossensores de reconhecimento molecular por afinidade,
deteccdo condutométrica sem contato e analise de biomarcadores tumorais.

A dissertagao apresenta-se sob a forma de capitulos, quais sejam:

CAPITULO 1 - Aborda inicialmente aspectos relacionados ao acido félico, com destaque
para sua capacidade de atuar como biorreceptor do biomarcador tumoral FR-a. Em seguida,
dada a relevancia que a miniaturizacdo em quimica analitica vem adquirindo nos ultimos
anos, substratos, técnicas de microfabricacdo, modos de selagem e detectores integrados a
sistemas microfluidicos serdo discutidos. Em relacdo aos sensores quimicos, apresentaremos
aspectos histdricos, convencdes preconizadas pela Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC), métodos de funcionalizacdo de superficie e uma breve revisdo sobre o uso
de biossensores para a deteccdo de biomarcadores de cancer. Por fim, fundamentos
intrinsecos ao transdutor (condutometria sem contato) utilizado neste projeto serdo

descritos;

CAPITULO 2 - Apresenta os detalhes a respeito do processo de microfabricagio da

plataforma analitica;

CAPITULO 3 - Descreve sucintamente a instrumentacdo analitica empregada e a rotina

dos ensaios analiticos;

CAPITULO 4 - Retrata estudos sistematicos os quais tiveram por finalidade principal
suplantar os baixos niveis de detectabilidade da transducdao condutométrica sem contato. A
natureza do dielétrico e configuragGes distintas para os eletrodos foram avaliadas através do

calculo das figuras de mérito precisdo e sensibilidade, determinadas a padrées de eletrélitos;
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CAPITULO 5 - Discute estudos de caracterizagdo realizados para superficies modificadas
quimicamente com intermediarios de imobilizagao, os quais consistiram de monocamadas
automontadas de organossilano. Condicdes reacionais (reagente, concentracdo, solvente e
tempo) distintas foram investigadas. As técnicas de microscopia eletronica de varredura e
espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X foram usadas, respectivamente, a fim
de se verificar a possivel formacdo de aglomerados e permitir determinag¢des qualitativas e

guantitativas sobre as composicoes quimicas das superficies modificadas;

CAPITULO 6 - Apresenta as duas etapas finais do trabalho, a saber: (i) otimizacdo do
tempo de funcionalizagdo com 4acido félico e (ii) caracterizacdo da fase biossensora. Para o
primeiro caso, haja vista a auséncia de padrdes de FR-a para compra, os microchips foram
aplicados a um padrao de anticorpo monoclonal especifico ao biorreceptor acido félico; as
intensidades dos sinais analiticos em WBIA-C'D foram consideradas como pardmetro de
referéncia na escolha do tempo a ser adotado. O processo de caracterizagao, por sua vez, foi
realizado mediante medidas de condutancia e rugosidade. Adicionalmente, neste capitulo é

apresentada uma hipétese sobre o principio de transducdo do método;

CAPITULO 7 - Aborda conclusdes gerais sobre o método desenvolvido.

21



APITULO 1

Consideragdes Gerais e Objetivo Geral



CAPITULO 1 | Consideracées Gerais e Objetivo

1.1. Acido Félico e Receptores de Folato
1.1.1. Conceitos

Os folatos sao vitaminas do complexo B e ocorrem fisiologicamente sob formas
reduzidas de moléculas hidrofilicas. Tais substancias exercem papel preponderante em um
grande numero de processos bioquimicos essenciais para a vida, como a sintese de
nucleotideos. O 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF) é a forma de folato mais presente na
circulacdo, enquanto que o acido fdlico (FA) é uma espécie oxidada e ndo fisioldgica dessa

vitamina.' A estrutura quimica do FA é apresentada na Figura 1.1.

6-Metilpterina
H,N N N

|
Y AN AN |
d ' EOOH
7NN CHZ:NH CON H—C‘H
OH [ C,H,—CyOOH

Figura 1.1. Estrutura quimica do FA.

Dentre as fontes naturais de FA, temos: frutas citricas, folhas verdes, alguns graos
(ervilha, arroz etc.), aspargos, brdcolis, cenoura, abacate e amendoim. A deficiéncia desse
composto acarreta em diminuicdo da taxa de crescimento em criancas; em adultos, as
consequéncias envolvem anemia megaloblastica e disturbios no trato gastrointestinal. Por
outro lado, embora oferega baixo nivel de intoxicagao, um excesso de FA (ingestdo didria
superior a 1 mg) pode mascarar a deficiéncia de vitamina B12, fundamental para uma boa
manutencao do sistema nervoso.’

Para a captura de FA exdgeno, as células animais possuem substdncias denominadas

receptores de folato (FR), as quais sdo representadas por uma familia de glicopolipeptideos

23



CAPITULO 1 | Consideracées Gerais e Objetivo

com massa molecular aparente entre 38.000 e 45.000. Os FRs exibem interagdes com FA via
o grupo amino (—NH,) da 6-metilpterina (ver Figura 1.1). Essas interagdes sdo altamente
especificas, com constantes de formagio da ordem de 10%-10" e segundo uma
estequiometria de 1:1. Pesquisas sobre o genoma humano revelaram a existéncia de quatro
genes distintos para os FRs: —a, —B, —y e —6. Tais isoformas possuem de 220 a 237
aminodacidos, compartilham de 68 a 79% da mesma sequéncia e apresentam oito ligacOes
dissulfureto. Os FRs —a e —B, os quais estdo presentes em maiores quantidades nas células,
contém trés e dois sitios de N-glicosilacdo, respectivamente. Os numeros de ligacOes

dissulfureto e sitios de N-glicosilagdo contribuem para a estabilidade do polipeptl'deo.l’3

1.1.2. Diagndstico de Cancer Empregando FR-a como Biomarcadores

Cancer, conhecido também como cancro ou neoplasia maligna, é o nome dado a um
conjunto de mais de 100 doencas que se caracterizam pelo crescimento ndo sistematico das
células, as quais invadem tecidos e érgaos podendo propagar-se para outras regides do
organismo através do sangue ou vasos linfaticos. Esse crescimento celular aleatério é
consequéncia de erros genéticos que ocorrem no oncogene, responsavel pelo controle da
divisdo celular, a mitose. Os processos de dispersdo das células tumorais (cancerigenas,
neopldsicas ou malignas) e posterior estabelecimento em novos tecidos e 6rgdos sdo
conhecidos como metastase e coloniza¢do, respectivamente, com formacado do denominado
cancer metastatico. O processo de metastase responde pela maior parcela de ébitos dentre
as vitimas de cancer.*

A incidéncia do cancer tem crescido significativamente no contexto mundial em

consequéncia direta as transformagdes globais ocorridas nas ultimas décadas, bem como a
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urbanizagdo acelerada e os novos modos de vida e padrdes de consumo. Em 2002, foram
registrados mundialmente em torno de 10 milhdes de novos casos e 6 milhdes de mortes.
Estudos preveem que até o ano de 2020, esses numeros irdo aumentar para 15 e 12
milhBes, respectivamente.” Nos paises mais desenvolvidos, o cancer figura como a segunda
maior causa de 6bito; nos Estados Unidos e no Canada, os canceres de préstata, pulmao,
mama e colo lideram a lista de mortalidade dentre os diversos tipos dessa patologia.® No
Brasil, segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA), sdo registradas
aproximadamente 130 mil mortes anuais, um nimero menor apenas quando comparado ao
das doencas cardiovasculares. No ambito econémico, em 2008, os gastos federais no Brasil
com assisténcia oncoldgica aumentaram em 103% com relacdo ao ano de 2000.> Neste
cenario, o diagnostico precoce é fundamental na medida em que auxilia nos progndsticos
médicos, conferindo maior possibilidade de cura aos pacientes mediante tratamento
terapéutico medicamentoso e/ou cirurgico e menores gastos publicos.

As técnicas convencionais empregadas para deteccdao de células cancerigenas
envolvem bidpsia e posterior exame do tecido removido, utilizando-se fixacdao celular e
estudos sobre a morfologia das células. Esses testes, no entanto, ndo sdo individualmente
conclusivos, envolvem subjetividade em suas analises, sdo extremamente invasivos e nao
permitem o diagndstico precoce da doenga. Uma alternativa a esses inconvenientes é o uso
de biossensores (item 1.3) para detec¢ao de biomarcadores em urina, sangue ou demais
fluidos bioldgicos. Tal plataforma de analise apresenta facilidade de operacado, baixo custo,
rapidez, prescinde a realizacdo de etapas de preparo de amostra e, desde que o nivel do
biomarcador esteja correlacionado ao estagio patolégico, possibilita o monitoramento da
doenga.s’7 Adicionalmente, os biossensores possibilitam a determinacao de multianalitos;

sdo exemplos as determinacdes dos biomarcadores: AFP, ferricina, B-hCG, CEA, CA 125, Ca
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15-3 e CA 19-9;% AFP, B-hCG, CEA e CA 125;° CEA e AFP *° e PSA livre (PSA¢) e total (PSA).*"*
Em oncologia, a detecgdo de diferentes bioanalitos, sequencial ou simultanea, aumenta o
poder de diagnostico dos métodos analiticos uma vez que os biomarcadores, em geral, nao
sdo especificos a um tumor em particular, mas a uma série deles.”® As caracteristicas
supracitadas representam vantagens também em relacdo a outras técnicas de diagndstico e
monitoramento, como o uso de ferramentas moleculares (genoma e proteoma) e imagens
n3o invasivas para localizacdo de tumores.®

Os biomarcadores sdo espécies que se encontram presentes em tecidos tumorais
determinados. Idealmente, essas substancias devem possibilitar uma distingcdo entre células
normais e malignas com sensibilidade e seletividade apreciaveis a partir da interacdo com
receptores especificos.14 Do ponto de vista da sua localizacdo nas células, os biomarcadores
podem ser extra ou intracelulares. Nesse ultimo caso, geralmente sdo necessarias etapas de
pré-concentracao a fim de se conseguir uma sensibilidade analitica satisfatoria.® Dentre os
métodos desenvolvidos para esse propdsito, incluem separacdes imunomagnéticas =" e
centrifugac;éo.18 Embora a grande maioria dos biomarcadores de cancer apresente alta
afinidade, muitos exibem especificidade reduzida, como é o caso do antigeno seletivo ao
cancer de proéstata (PSA).4 Esse inconveniente decorre do fato dos biomarcadores serem
acessiveis no fluido biolégico quando também associados a células normais, o que vem a
reduzir drasticamente a especificidade das andlises. Neste contexto, os FRs-a tém se
mostrado marcadores altamente sensiveis e especificos.

Os FRs-a sdo biomarcadores extracelulares e estdo presentes sob maiores niveis de
concentracdo em células cancerigenas originadas do tecido glandular localizado, por sua vez,
no ovario, no Utero e na cérvice. Tais biomarcadores ndo sdo acessiveis diretamente via

corrente sanguinea quando presentes em células normais, mas somente quando aderidos a
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células malignas. Esse fendmeno confere especificidade a interagdes com biorreceptores e
agentes terapéuticos, sendo pois implementado nas areas de diagndstico e transporte e
desenvolvimento de novos medicamentos (triagens clinicas em seres humanos empregando-
se essas drogas se encontram em fase de execuc¢do). Adicionalmente, o nivel de FR-a esta
diretamente correlacionado ao estdgio tumoral dos pacientes, de modo que esse
biomarcador pode ser usado ndo apenas como ferramenta de diagndstico, como também de
monitoramento e tratamento do cancer.’

Em fungdo das vantagens intrinsecas ao FR-a como biomarcador tumoral, essa
espécie vem a representar uma alternativa das mais promissoras nos campos de diagnostico,
monitoramento e tratamento dessa patologia. Estudos recentes demonstraram o uso de
voltametria ciclica,™® microscopia de forca atémica (AFM) %° e difratometria %* como técnicas

de transducgado associadas a biossensores de FR-a contendo FA como biorreceptor.

1.2. Microssistemas Analiticos

1.2.1. Miniaturizagdo em Quimica Analitica

Da mesma forma que os microchips revolucionaram os universos da informatica e da
eletrénica na década de 80, o desenvolvimento de dispositivos microfluidicos figura, no
momento, como uma verdadeira revolugdo no campo da quimica analitica. Com efeito, o
interesse por sistemas de analise quimica miniaturizados tem crescido substancialmente nos
ultimos anos. Um indicativo desse crescimento, bem como da importancia dos sistemas
microfluidicos para a comunidade cientifica, é a publicacdo frequente de artigos

relacionados ao tema em periédicos especializados.22
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O primeiro dispositivo em miniatura para fins analiticos foi publicado em 1979: um
analisador a base de silicio aplicado a cromatografia em fase gasosa.”> N3o obstante a
reducdo do tempo de separacdo, esse microdispositivo ndo foi prontamente aceito no meio
académico em virtude da falta de experiéncia tecnoldgica em métodos de separagao. Com
isso, na década de 80, as pesquisas em microfluidica ficaram limitadas ao desenvolvimento
de sensores quimicos e ferramentas de analise em fluxo (bombas, valvulas e misturadores)
miniaturizadas.**

Inicialmente, a finalidade principal para a miniaturizacdo dos sistemas de analise
consistia em aumentar a eficiéncia analitica. Neste interim, com a conversdo da escala macro
para a escala micro, outras vantagens foram advindas; sdao exemplos a redug¢do no consumo
de reagentes e amostras (da ordem de nL a pL) e os aumentos na frequéncia de analises, na
sensibilidade e na portabilidade, o que vem a viabilizar a realizacdao de analises em campo.22
Esses fatores sdao relevantes em aplicagdes clinicas, nas quais o consumo reduzido de
amostras vem a resultar em maior comodidade e, em determinados casos, menor risco a
saude dos pacientes.25

As vantagens supracitadas, somadas ao desenvolvimento de novos substratos e
técnicas de microfabricagdo, tém impulsionado a consolidagdo cientifica e comercial dos
microdispositivos analiticos, com marco inicial datado em 1990.%° Na ocasido, Manz, Graber
e Widmer propuseram o conceito de microssistema para andlises totais (UTAS): “sistema
miniaturizado plenamente capaz de realizar as etapas prévias e de medida de um
procedimento analitico com todos seus componentes (bombas, valvulas, reatores etc.)
integrados”.’” Na sua esséncia, o termo UTAS estd associado a procedimentos analiticos.
Contudo, demais fungdes quimicas podem ser implementadas, de maneira que atualmente

esses sistemas s3o também conhecidos como lab-on-a-chip (LOC).?
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No que se refere a evolugdo dos microssistemas para analises quimicas, convém
ainda ressaltar a atuacdo imprescindivel de diferentes ramos da ciéncia, sem os quais ndo se
tornaria possivel tal processo evolutivo. S3o exemplos: micromecanica (vem a partir da
“tecnologia do silicio” possibilitar a confeccdo de microestruturas para fins analiticos);
ciéncia de materiais (proporciona a deteccdo em escalas diminutas a partir do uso, por
exemplo, dos sensores de fibra dptica como mostra a Figura 1.2) e microeletrénica (dispde

atualmente de circuitos integrados multifuncionais extremamente reduzidos).?

Figura 1.2. Chip com fibras dpticas adaptadas para condugdo (C) e aquisi¢do (A) da radiagdo. B, bomba-seringa
eV, valvula solendide.

1.2.2. Substratos

Os primeiros microchips analiticos resultaram de adaptacdes da fotolitografia,
tecnologia entdo desenvolvida nas décadas de 70 e 80 pela industria microeletronica. Em
face ao amplo emprego do silicio para a confeccdo de circuitos integrados, esse material foi
o substrato pioneiro em microfluidica. No entanto, em funcdo do seu custo elevado e
demais parametros (transparéncia O6ptica, inércia quimica e propriedades elétricas)
inadequados para esse tipo de aplicacdo, o silicio foi substituido gradualmente por vidro

(incluindo silica fundida) e quartzo.?
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No inicio da década de 90, silicio, vidro e quartzo eram os substratos mais
utilizados.”® Tais materiais, embora apresentem propriedades de superficie adequadas para
uma série de aplicagdes, requerem instrumentacao de alto custo e salas “limpas” para a
fabricagdo dos microcanais, restringindo, desse modo, o seu uso a poucos grupos de
pesquisa.”? Neste contexto, os avancos tecnoldgicos ocorrentes nas Ultimas trés décadas
possibilitaram o desenvolvimento de materiais diversos, entre os quais se destacam os
polimeros.®® Para o campo da microfluidica, essas substincias agregam caracteristicas
significativas, como: custo reduzido, facilidade de microfabricacdo, transparéncia 6ptica,
inércia quimica elevada e permeabilidade aos gases O, e CO,, o que os tornam viaveis para a
analise de células bioldgicas. O poli(dimetilsiloxano) (PDMS) é o material polimérico mais
usado na fabricacdo de microestruturas.® Suas vantagens principais incluem: tempo de vida
prolongado, absorcao de dgua e condutividade reduzidas, alta temperatura de distorgao e
baixa energia superficial (20 erg.cm’z), o que facilita o seu desprendimento de moldes em
processos de microfabricacdo por moldagem.32 Com base em parametros puramente fisicos,
o PDMS é classificado como um elastémero,® o gue vem a permitir a sua vedac¢ao contra
qualquer superficie plana, reversivel ou irreversivelmente, e acarretar em maiores
facilidades na integracao de valvulas, bombas, reatores e detectores aos microchips.34

Pesquisas em microfluidica empregando PDMS como substrato tém crescido
exponencialmente desde o ano de 2003.%° Contudo, novos polimeros vém sendo utilizados
visando suplantar uma limitacdo intrinseca aquele composto: a sua expansdo quando
empregados solventes organicos, como: hexano, tolueno, diclorometano e acetonitrila.*
Como exemplos de materiais poliméricos alternativos, temos: perfluoropoliéter (PFPE);*®
poliuretana (PU);*® uretana-acrilato (UA);*’ poli(metilmetacrilato) (PMMA); policarbonato

(PC); polietileno (PE); polipropileno (PP);*® poli(cloreto de vinila) (PVC); poli(etileno-
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tereftalato) (PET) e poliéster/toner (PT).?> Por outro lado, as principais desvantagens
associadas ao uso de polimeros como substratos em microfluidica sao: autofluorescéncia e
baixas estabilidades mecanica, térmica e a solventes orgénicos.***’

Como alternativa aos substratos descritos até o momento, temos os microchips

, . . a 40,41
hibridos vidro/elastémero.*”

Esses dispositivos aliam vantagens intrinsecas ao vidro [fluxo
eletrosmotico (EOF) estavel e valores apreciaveis de condutividade térmica e estabilidades

A . , . , . A ope . . ~ 2
mecanica, térmica e quimica] e aos elastdmeros (facilidade de microfabricag3o).?

1.2.3. Técnicas de Microfabricacdo
Fotolitografia

A fotolitografia é a técnica mais utilizada na fabricacdo de microchips analiticos.*” Ela
consiste na gravacdo de estruturas micrométricas (10-100 pum) em um substrato
fotossensivel (fotorresiste) mediante a incidéncia de radiacdo ultravioleta (UV).** No
processo fotolitografico sdao utilizadas mascaras para exposi¢cdo seletiva do substrato a
radiacdo. A depender da natureza do material empregado, as rea¢des poliméricas que se
sucedem nas regides expostas a radiagdo podem resultar em substancias insolUveis ou
soluveis, sendo denominadas fotorresistes negativos e positivos, respectivamente. A etapa
de remogdo das partes soluveis do substrato, conhecida como revelagao, é realizada com
solventes organicos especificos.”

Na Figura 1.3, é ilustrado o processo de microfabricacdo por fotolitografia em
fotorresistes negativos e positivos empregando radiacdo UV. As mascaras para
polimerizagdo convencionais, com resolucdo da ordem de 1 um, consistem de vidro

(transparente para o UV proximo) ou quartzo (transparente para o UV distante), recobertos
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por uma camada de Cr que determina o layout microfluidico de interesse. Mdscaras com

2

resolucdo da ordem de 30 um podem ser obtidas a partir do uso de fotolitos,? cuja

tecnologia é mais rapida e economicamente mais atrativa.

uv
(A) Mascara (B)
Fotorresiste
<
o

(D)

(€)
y
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Figura 1.3. Microfabricagdo por fotolitografia-UV. (A) Ajuste do posicionamento do fotorresiste em relagéo a
mascara; (B), exposicdo a radiagdo UV; (C), substrato com canal para fotorresistes positivos e (D), substrato
com estrutura em alto relevo para fotorresistes negativos.

Para a fabricacdo de microcanais por fotolitografia em materiais como silicio e vidro,
se faz necessdrio um processo subsequente de corrosdo. Neste caso, a etapa fotolitografica
visa a formacdo de mascaras para a reagao corrosiva sobre o substrato, as quais podem ser
de materiais distintos,?> como: metal/fotorresiste, fotorresiste e demais variantes nas quais
ndo se utiliza a fotolitografia. Sio exemplos o silicio ** e o toner,** depositados sobre a
superficie do substrato por processos envolvendo plasma e transferéncia térmica,
respectivamente.

A fotolitografia pode também ser utilizada na microfabricagdo de eletrodos, processo
o qual requer uma etapa posterior de deposicdo metdlica. Para tal, comumente sao

empregadas técnicas de deposicdo fisica em fase vapor, como evaporacdo térmica e
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sputtering. Em ambas, o metal é removido de uma dada superficie fonte, ou por
aquecimento (evaporagdo térmica) ou pelo impacto contra ions altamente energéticos
(sputtering), e, em seguida, difunde em direcdo ao substrato onde se condensa na forma de
filme com espessuras entre 50 e 250 nm.*

Uma outra técnica para microfabricacdo de eletrodos agrega processos de impressao
direta, transferéncia térmica e corrosdao do substrato. Esse método consiste em transferir
termicamente camadas de toner impressas em papel vegetal para a superficie de discos
compactos regravaveis (CD-R) *® ou placas de circuito impresso,*’ resultando em eletrodos
de Au e Cu, respectivamente. As mdscaras de toner definem as dimensdes dos eletrodos, ao
passo que as areas ndo protegidas sdo expostas a reacbes corrosivas em solucées de Ki/l,,
no caso dos CD-Rs, e de FeCls, no caso das placas de circuito impresso. Para remo¢ao do
toner, sdo usados algoddes umedecidos em acetonitrila.??

O uso de materiais poliméricos na microfabricacdo de eletrodos envolve trés
inconvenientes. Primeiramente, uma vez que os coeficientes de expansdao térmica dos
polimeros sdo cerca de uma ordem de grandeza maiores que os dos metais, gradientes de
temperatura elevados podem levar a rachaduras dos eletrodos. Ademais, o método limita-se
principalmente a polimeros termorrigidos, como o SU-8. Isso ocorre por incompatibilidade
quimica de elastobmeros e termoplasticos diante da etapa de revelagao. O terceiro obstaculo
diz respeito a adesdo ineficiente entre metais e polimeros, que pode ser contornado pelo
uso de agentes promotores de adesdo (usualmente um segundo metal, como Ti ao serem
utilizados eletrodos de Au) ou por pré-tratamento da superficie do polimero em plasma de

26
0,.

Moldagem
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Embora as tecnologias de microfabricacdo convencionais propiciem a construcdo de
microestruturas com defini¢ao e resolugao excelentes, as mesmas envolvem alto custo de
implementagao. Estima-se que para a instalagdo de um laboratério de microfabricagao
contendo sala “limpa”, estagao fotolitografica, spinner e perfildometro, dentre outros, se faz
necessario um investimento superior a um milho de reais.*

Neste cendrio, a pesquisa por métodos de microfabricacdo alternativos e
economicamente vidveis tornou-se um objetivo permanente da comunidade cientifica,
busca a qual fora impulsionada também pelo surgimento de novos substratos em
microfluidica. Dentre esses métodos, se destaca o processo de moldagem o qual apresenta
duas etapas primarias: a fabricacdo de um molde rigido contendo a imagem negativa do
sistema microfluidico em alto relevo e a replicacdo do microdispositivo, que consiste em
transferir a estrutura do molde para o substrato.*®

A etapa de fabricacdo dos moldes é aquela que agrega maiores tempo e custo
durante o processo de moldagem.22 No entanto, o mesmo molde pode ser empregado por
diversas vezes em procedimentos de replicagdao. A depender das condi¢des experimentais e
da razdo de aspecto requerida para os microcanais, os moldes podem ser confeccionados
em silicio, vidro, quartzo, metal ou fotorresiste. Esse ultimo somente pode ser adotado
quando nao forem envolvidas pressdes e temperaturas elevadas, de modo que ndo haja

~ . . 4
deformacio dos microcanais.*

O fotorresiste e termorrigido SU-8 tem sido o mais
empregado para a fabricacdo de moldes e isso se deve a fatores como: resisténcia quimica
elevada, possibilidade de deposicdo de filmes espessos e alta fotossensibilidade, o que
requer menor tempo de exposig3o.>

Em termos da etapa de replicacdo, representada genericamente na Figura 1.4, um

método bastante utilizado é a moldagem por litografia macia. Neste processo, sdo
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empregados polimeros no estado liquido, de baixa viscosidade, de maneira que os mesmos
conseguem recobrir integralmente o molde ao serem despejados. Por conseguinte, neste
caso, os moldes podem ser confeccionados em fotorresistes uma vez que nao sao aplicadas

pressdes elevadas na etapa de replicaggo.”

Substrato

Substrato com canal em

sua superficie inferior

(A)

Figura 1.4. Esquema geral do processo de replicagdo: (A), moldagem e (B), desmoldagem.

Mais especificamente, no processo de moldagem por litografia macia, polimeros
lineares sdo misturados com agentes de reticulagdo resultando na solidificacdo dos
substratos. Por fim, o conjunto molde/substrato é entdo desmoldado com consequente

obteng3o dos microcanais.*® O PDMS é o material mais empregado nesse processo.

1.2.4. Tipos de Selagem

O processo de selagem designa a vedagao entre substrato, contendo os microcanais,

e lamina de cobertura, que pode possuir composicdo idéntica ou distinta a do substrato.?” As
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duas técnicas principais empregadas para esse propdsito sdo a selagem direta e a selagem
com camada intermediaria.

A selagem direta envolve a aplicacdo de pressdes elevadas em ambiente de alta
temperatura, sendo utilizada em microchips de silicio/silicio, vidro/vidro, silicio/metal e
vidro/silicio.” Nesse processo, é imprescindivel que ambas as ldminas apresentem
superficies planas (de baixa rugosidade) e estejam extremamente limpas, o que implica em
eliminar cuidadosamente todos os residuos inerentes ao processo de gravacdo dos canais e
operar em ambiente livre de material particulado (sala “limpa”). Um exemplo desse método
¢é a selagem térmica assistida por campo.52 Nessa técnica, a vedacdo é conseguida mediante
contato entre as |lAminas por pressdo a temperaturas entre 200 e 500 °C e sob a aplicacdo de
um campo elétrico, gerado por meio de uma fonte de corrente continua com tensdes da
ordem de 0,3 a1 kV.

Na selagem com camada intermediaria, anteriormente ao alinhamento e contato
entre as placas, uma camada de ligante (metal ou adesivo) é depositada de maneira
uniforme sobre a superficie de uma das laminas (substrato ou cobertura).”® Esse
procedimento vem a prescindir o uso de pressdes e temperaturas muito elevadas. Ademais,
o método referente pode ser aplicado a maioria dos substratos e requer, na maioria das
vezes, condigdes menos severas de limpeza com relagdo a selagem direta, tornando o
processo significativamente mais barato. A principal limitacdo inerente a essa técnica é a
possibilidade de obstrucdo dos microcanais pela prépria camada intermediaria, o que exige
cuidados especiais. Exemplos de selagem com camada intermediaria sdo as denominadas
selagens adesivas, nas quais adesivos epdxi ou fotorresistes sdo utilizados como ligantes

intermediarios.>®
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Os processos supracitados envolvem reagdes irreversiveis entre o substrato e a
cobertura. Selagens reversiveis, por outro lado, podem ser obtidas através do emprego de
substratos elastoméricos. Neste caso, a vedagao decorre de interagdes de van der Waals,
ndo resistindo a aplicacdo de pressdes superiores a 30 kPa. Seguindo o mesmo
procedimento, processos de carater irreversivel podem também ser conseguidos pela

. . ~ ;. n 22
simples oxidacdo da superficie do elastbmero em plasma de O,.

1.2.5. Métodos de Deteccao Integrados a Microchips

Diversas técnicas de deteccdo tém sido empregadas em microdispositivos, dentre as
quais de destacam: fluorescéncia induzida a laser (LIF),>* espectrometria de massas (MS),”
espectrometria no ultravioleta-visivel (UV-VIS) *® e métodos eletroquimicos.>’ A LIF, embora
apresente alta sensibilidade, em casos determinados é aplicada apenas a substancias
fluorescentes. A MS, por sua vez, requer instrumentagao de alto custo e de baixa
portabilidade ao passo que em absor¢des na regido do UV-VIS, o caminho dptico reduzido
afeta adversamente a sensibilidade analitica. As técnicas eletroquimicas surgem entao como
alternativas em potencial por portarem caracteristicas como: (i) envolvem transducdo direta
do sinal elétrico gerado; (ii) requerem instrumentacdo de baixo custo; (iii) apresentam, em
geral, altos niveis de detectabilidade; (iv) ndo sdo destrutivas, uma vez que as duplas
camadas elétricas que se estabelecem nas superficies dos eletrodos sdo negligenciaveis em
relacdo ao volume do seio (bulk) da solucdo, e (iv) apresentam maior capacidade intrinseca
de miniaturizagdo, haja vista a possibilidade de integrar condutores e semicondutores a
superficie de substratos,”® conforme mostra a Figura 1.5.

Amperometria e condutometria sdo os métodos eletroanaliticos usualmente

empregados em microfluidica.”® Os detectores amperométricos apresentam sensibilidade e
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seletividade maiores, pois envolvem processos faradaicos e respondem apenas a espécies
eletroativas (embora determinacdes indiretas também sejam possiveis). Por outro lado, a
condutometria é uma técnica universal, de modo que a sua resposta é diretamente
dependente da concentracdo, da mobilidade efetiva e da carga de todas as espécies idnicas
presentes na amostra.®’ Por essas razdes, a condutometria, em especial a condutometria
sem contato, tem sido bastante utilizada como um método de deteccdo alternativo em

microchips.®

Figura 1.5. Microchip contendo ouro (Au) depositado sobre uma lamina de vidro.

1.3. Biossensores

1.3.1. Fundamentos

Os sensores quimicos surgiram com a finalidade de permitir a realizacdo de analises
em campo. Com o advento da automatizacdao instrumental durante a década de 70, foram
entdo desenvolvidos os equipamentos modernos de analise, robustos e de facil operacao.
Nos experimentos que envolviam coleta de amostras em locais remotos, entretanto, em

muitos casos era dificil ou até mesmo impossivel transportar as substancias ao laboratério
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sem que houvesse decomposicdo quimica das mesmas. Esse episédio provou ser mais
simples e conveniente conduzir o instrumento até a amostra, e ndo a amostra ao laboratoério
de analise. Por conseguinte, o desenvolvimento de técnicas analiticas portateis passou a ter
grande interesse da comunidade cientifica, com o decorrente surgimento dos sensores
quimicos tal como o eletrodo de vidro para medida de pH.**

Em 1991,%2 a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) estabeleceu
uma definicdo para sensores quimicos: “dispositivos que convertem informacdo quimica,
desde a concentracdo de analitos até a composicdao de amostras, em sinais elétricos
(corrente, potencial, condutividade etc.) analiticamente uteis”. A informacdo quimica
primaria, mencionada anteriormente, pode originar-se de fendmenos quimicos, bioquimicos
ou fisicos que envolvam a espécie de interesse. Conforme a IUPAC, um sensor quimico é
formado por duas unidades funcionais basicas conectadas em série: o receptor, que
responde a parametros especificos e, em geral, interage com o analito (ligante)
transformando a informacgdao quimica em uma forma de energia determinada capaz de ser
transduzida, e o transdutor, responsdvel exatamente por esse processo de transducgao, o
qual acarreta em sinais elétricos analiticamente uteis. Os receptores podem atuar sob trés
modos basicos, a citar: reconhecimento molecular, térmico ou estérico.’’ O primeiro envolve
fendbmenos de equilibrio entre analito e receptor em reagdes de catdlise ou afinidade
(anticorpo/antigeno, DNA/DNA, proteina/acido nucléico, proteina/receptor etc.).’* O
segundo baseia-se em reacOes fora do equilibrio que geram alteracdes significativas de
temperatura e, assim, podem ser transduzidas em sinais elétricos. O reconhecimento
estérico, por outro lado, é um mecanismo puramente fisico, em que a biomolécula é
identificada com base nas suas dimensdes. Um arranjo tipico de sistema analitico contendo

fase sensora é mostrado na Figura 1.6.
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Ligante
Substrato
l Receptor
Transdutor
l Intermediario de Imobilizacdo

Circuito de Amplificagao

Computador

Figura 1.6. Componentes de um sistema analitico contendo sensor em interagdo com uma biomolécula.

A definicdo estabelecida pela IUPAC a sensores quimicos veio a por fim em uma série
de divergéncias que havia no meio académico. Enquanto que alguns pesquisadores
consideravam o termo ‘sensor’ como incluindo unicamente o elemento receptor, outros
seguiam a concepgado conceitual na qual receptor e transdutor eram unidades constituintes
dos sensores. Neste contexto, é importante destacar que o mesmo componente pode atuar
como receptor e transdutor, concomitantemente; é o caso de o6xidos metalicos
semicondutores, como o Sn0O,. Essa espécie tem sua condutividade alterada quando em

contato com gases redutores especificos.®

40



CAPITULO 1| Consideracdes Gerais e Objetivo

Independente da definicao pré-estabelecida para o termo ‘sensor quimico’, ha uma
ampla concordancia a cerca de suas caracteristicas “ideais”. Sdo elas: (i) resposta rapida; (ii)
baixo custo; (iii) portabilidade; (iv) operacdo continua e (v) sensibilidade, (vi) especificidade,
(vii) reprodutibilidade e (viii) estabilidade elevadas.®® Adicionalmente, a depender do
parametro especificidade, determinado principalmente pela interacdo receptor/ligante,
tornam-se prescindiveis etapas de preparo de amostra e separacdes cromatograficas.

De acordo com a IUPAC, os sensores quimicos sao classificados conforme o principio
de transducdo.®? Consideremos abaixo os casos principais:

Eletroquimicos - Transformam o efeito de intera¢Ges eletroquimicas entre analito e
eletrodo em sinais elétricos. Esses dispositivos envolvem as técnicas: potenciometria,
voltametria e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS), dentre outras;

Elétricos - Baseiam-se em alteracGes de propriedades elétricas que ocorrem no seio da
solugdo, as quais podem estar associadas a mobilidade efetiva do analito bem como é
verificado em sensores condutométricos e de transistores de efeito de campo;

Opticos - Convertem varia¢gdes de fenémenos épticos, como absorbancia, reflectancia,
luminescéncia, fluorescéncia, indice de refracdo, efeitos fototérmicos e espalhamento da
radiagdo, em sinais elétricos. Sensores contendo ressonancia plasmonica de superficie (SPR),
dentre outros, figuram como sensores épticos;

Magnéticos - envolvem medidas de alteracdo nas propriedades paramagnéticas de
matrizes gasosas, como oxigénio;

Termométricos - medem o calor absorvido ou liberado por reagées quimicas ou adsorcoes
gue envolvam o analito;

Sensiveis a massa - transformam variacdoes de massa de uma dada superficie em sinais

elétricos. Técnicas de transdugdo como microbalanca de cristal de quartzo (QCM) e AFM
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integram essa modalidade de sensor. Sensores piezoelétricos apresentam um cristal de
quartzo revestido com eletrodo de Au e sdo utilizados como microbalangas. Sensores
baseados em AFM, por sua vez, respondem a partir de variacdes na frequéncia de
ressonancia de um microcantilever, sobre o qual é imobilizado o elemento receptor.

Os biossensores sdo considerados um grupo independente de sensores quimicos.
Segundo a IUPAC em convencdo preconizada no ano de 1999,°° esses dispositivos se
caracterizam por mecanismos bioquimicos de reconhecimento da biomolécula alvo via
receptor (biorreceptor ou funcdo de reconhecimento). Os biossensores podem ser
empregados para monitorar matrizes bioldgicas e ndo bioldgicas. Por outro lado, sensores
gue ndo incorporam mecanismo bioquimico de reconhecimento ndo podem ser designados
como biossensores, mesmo que aplicados a processos bioldgicos; sdo exemplos os sensores

de oxigénio.61

1.3.2. Funcionaliza¢do de Superficie

O processo de funcionalizagao consiste em modificar quimicamente a superficie
solida de um dado substrato com receptores visando a construgao de sensores quimicos. As
principais técnicas de modificacdo de superficie sdo: (i) adsorcdo fisica; (ii) adsorcdo
eletroquimica por redissolucdo; (iii) inclusdo em matrizes poliméricas (PU, PVC etc.),
polimeros intrinsecamente condutores (polianilina), géis (hidrogéis, silica gel etc.), pares

redox inorganicos (Fe(CN)63'/4'

etc.) ou pastas condutoras (pasta de carbono etc.); (iv)
formacdo de ligacbes covalentes com grupos bifuncionais e (v) deposicio de tintas
condutoras a partir da tecnologia de screen-printing, mais conhecida como silk-screen. Essa

ultima comumente substitui o método de inclusdo em aplicagdes comerciais, nas quais

técnicas com maior capacidade de produgdao em massa sao requeridas.61
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Recentemente, novas técnicas de funcionalizagdao tém sido desenvolvidas e aplicadas
na construcdo de biossensores, a saber: imobilizacdo em polimeros impressos
molecularmente (MIPs) ®* e em filmes obtidos pela polimerizagio por plasma (PPFs).®> Os
MIPs sdo de facil preparagao, possuem estabilidades térmica e quimica elevadas e tempo de
vida prolongado em condi¢cdes ambiente de temperatura e umidade. Como limitacGes
principais, a tecnologia de impressdao molecular requer moléculas modelo (forma pura do
analito) para sintese estereoquimica dos sitios de ligacdo, o que, em alguns casos, pode
demandar um custo consideravel, e acarreta em especificidade baixa frente a espécies
estruturalmente semelhantes as moléculas modelo.®® Os MIPs ainda apresentam afinidade
inferior & dos anticorpos no tocante a construcdo de sensores quimicos.®” Neste contexto,
estudos de modelagem molecular tém sido aplicados na selecdo de mondmeros funcionais

870 No gue concerne aos PPFs, o processo de polimerizagdo por

mais sensiveis e especificos.
plasma resulta em filmes continuos, mecanica e quimicamente estaveis e fortemente
aderidos aos substratos, um fator critico para a reprodutibilidade do biossensor.®

O método de funcionalizagdo via formacdo de ligacdes covalentes é aquele que
confere maior estabilidade a fase sensora. Os grupos bifuncionais mais utilizados para
modificagdo de superficies com biorreceptores sao: glutaraldeido (GA), carbodiimida e
monocamadas automontadas (SAMs); esses grupos sao também conhecidos como
intermediarios ou matrizes de imobilizac50.%®> As SAMs s3o filmes finos que se constituem de
moléculas organicas com comprimentos em torno de dezenas de nandmetros. Esses filmes
se originam de adsorc¢Ges espontaneas entre tensoativos e a superficie de substratos sélidos,
podendo ocorrer em solucdo ou em fase gasosa. As moléculas de tensoativo vizinhas

interagem entre si por forcas de van der Waals, o que acarreta em camadas altamente

densas e ordenadas.”* No entanto, algumas dessas camadas podem conter intersticios de
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dimensdes moleculares, permitindo, desse modo, que moléculas sejam adsorvidas nao
especificamente pela superficie da amostra.®® As SAMs apresentam camadas estaveis e de
facil montagem, uma vez que sao formadas a partir de um processo espontaneo. Tais
propriedades, aliadas a ordenagao e densidade de suas camadas, as tornam amplamente
atrativas para a construcdo de sensores quimicos.”?

Em substratos de SiO,,”® dentre as SAMs mais empregadas constam as espécies
derivadas do SiH4, denominadas silanos, em especial o 3-aminopropil(trietoxisilano) (APTS).
Esse reagente é também utilizado na modificacdo de superficies poliméricas; Howarter e
Youngblood,74 em 2007, reportaram um estudo de caracterizacdo sistematico sobre a
silanizacdo (reagdo com silano) de 14 polimeros com APTS em solventes apolares, préticos e

a base de éter.

1.3.3. Biossensores como Plataformas de Andlise de Biomarcadores Tumorais
Biomarcadores

Um amplo nimero de biomarcadores estd correlacionado a diferentes tipos de
cancer. Dentre esses, se destacam genes (HNPCC, FAP, BRCA % etc.) e proteinas (receptores
de estrégeno, progesterona etc.), incluindo moléculas do sistema imunoldgico (antigenos
como PSA, CA 125, CEA e CA 15-3).° Na Tabela 1.1 é apresentada uma lista de cinceres e

>77 muitos dos qguais se encontram em fase de

seus respectivos biomarcadores,
melhoramento das suas sensibilidade e especificidade ante as aplicagGes clinicas
correlacionadas.”®

Para deteccdo de genes e anomalias genéticas, frequentemente sao empregadas

79

reac0es em cadeia da polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR) ou reagdes de
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hibridizagdo,?° que ocorrem entre duas cadeias de acidos nucléicos de fitas simples. Esses
procedimentos sao lentos e ndo portam especificidade adequada para aplicagdes clinicas, o
gue vem resultando, recentemente, em um aumento consideravel no uso de proteinas como
biomarcadores de cancer.® Por outro lado, marcadores volateis tém surgido como uma nova
vertente de pesquisa nas areas de diagndstico e monitoramento tumoral. Em estudos sobre
o cancer de mama, por exemplo, alcanos, alcanos metilados e dienos conjugados tém se

epe . / 1
mostrado marcadores com especificidade razoavel .

Tabela 1.1 - Biomarcadores associados ao diagnédstico e progndstico de cancer

Tipo de Cancer Biomarcador

Bexiga FDP, BAT, NMP22, Ha-Hase, BLCA-4, CYFRA 21-1
Colo e Pancreas CEA, CA 19-9, CA24-2, p53, HNPCC, FAP
Leucemia Anormalidades Cromossdmicas

CEA, CA 125, CA 15-3, CEABRCA1, BRCA2, MUC-1, NY-BR-1,

Mama
ING-1, BRCA %, Receptores de Estrégeno e Progesterona
Pele NY-ESO-1, Tirosinase
Préstata PSA, PAP
Pulmao CEA, CA 19-9, NY-ESO-1, SCC, CYFRA21-1, NSE
Ovario CA 125, CEA, AFP, hCG, p53, BRCA %5
Biorreceptores

Os biorreceptores mais amplamente empregados sao anticorpos, mono ou

policlonais;gz'86 glicoproteinas as quais interagem com antigenos segundo um processo
reversivel, de segunda ordem do ponto de vista cinético e com afinidade e especificidade

elevadas. Os biossensores que se baseiam em reagdes anticorpo/antigeno sdo conhecidos
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como imunossensores, apresentam sensibilidade elevada e podem operar sob dois modos
de medida: direto, quando uma das espécies do sistema imunoldgico é ativa no que
concerne ao principio de transdugao empregado, e indireto, no qual uma terceira
substancia, ativa, é adicionada ao sistema. No modo indireto, geralmente sdo empregados
catalisadores enzimaticos segundo um método denominado ensaio imunoabsorvente de
ligagdes enzimadticas; mais conhecido como teste ELISA. Nesses testes, a enzima mais
utilizada é a peroxidase, que catalisa a reacdo de desdobramento do H,0, em H,0 mais 0,.%°

A limitagao principal inerente a utilizagao de anticorpos como biorreceptores é a sua
baixa estabilidade, o que vem a representar um obsticulo a comercializacdo dos
imunossensores. Moléculas sintéticas desse biorreceptor tém sido desenvolvidas visando
solucionar a desvantagem mencionada.® Em adicdo, esses compostos podem ser
modificados mais facilmente e eliminam o uso de animais; empregados na obtencdo de
anticorpos policlonais.

Desde 2001, bibliotecas combinatoriais vém sendo implementadas como
ferramentas de auxilio na selecdo de biorreceptores sintéticos, como peptideos 8788 o
aptameros (DNA ou RNA de cadeia unica).?? Embora possam ser sintetizadas quimicamente
sob quantidades aprecidveis, as moléculas de peptideos exibem afinidade relativamente
baixa frente a analitos especificos [constante de formacdo (Kf) da ordem de 10° a 107)
quando comparadas aos anticorpos (K: da ordem de 10'°).* Os aptdmeros, os quais s3o
sintetizados a partir da técnica SELEX (evolucdo sistematica de ligantes por enriquecimento
exponencial), podem ser utilizados na deteccdo de genes associados a processos tumorais
gracas a afinidade (K¢ da ordem de 10® a 10°) e especificidade (menor a dos anticorpos)
elevadas do seu mecanismo de hibridizacdo, verificado apenas entre duas fitas de acido

nucléico precisamente complementares.80 Tais acidos nucléicos podem também ser usados
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no reconhecimento de proteinas; ao contrario do que ocorre em complexos
anticorpo/antigeno, interagdes DNA/proteina conduzem a um decréscimo da resisténcia a
transferéncia de carga em EIS.” Isso se deve ao carater eletroativo da guanina, o que, por

outro lado, torna o DNA perfeitamente adaptavel a transdutores eletroquimicos.”

Intermedidrios de Imobilizacdo

No ambito da deteccdo de biomarcadores de cancer, técnicas e compostos diferentes
sdao empregados para promover a adesdo de biorreceptores aos substratos. Sdo exemplos:
inclusdo em géis de titania % @ silicato organicamente modificado,®* inclusio em matriz
polimérica de quitosana-co-polianilina 6 e formacao de ligacdes covalentes. Neste ultimo
caso, as substancias bifuncionais seguintes podem ser empregadas: GA,” 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC)/N-Hidroxisuccinimida (NHS) *° e SAMs constituidas
de cistamina/GA °’ e APTS.® Com o intento de aumentar a quantidade de compostos
bifuncionais ancorados a superficie sensora, matrizes porosas como poli(etilenoglicol)/

nafion/polipirrol *° e filme fino de 6xido de iridio (IrOy) '®

vém sendo implementadas como
materiais suporte. Essas matrizes sdo geralmente imobilizadas ao substrato por evaporacao

do solvente ou eletrodeposicao.

Transdutores

A Tabela 1.2 lista exemplos de biossensores empregados na analise de
biomarcadores tumorais. Transdutores eletroquimicos faradaicos sao os mais amplamente
empregados junto a tecnologia de biossensores, fato atribuido as vantagens intrinsecas a
esses transdutores descritas no item 1.2.5. Adicionalmente, biossensores eletroquimicos
podem ser facilmente fabricados a partir da tecnologia de silk-screen.® Revisdes recentes

. o A 116,117
sobre o uso dessas plataformas para o diagnéstico de cancer foram reportadas.**®
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. . ar . A T
Tabela 1.2 - Exemplos de biossensores (imunossensores) para analise de biomarcadores de cancer
— — — ]

Biomarcador Intermedidrio de Imobilizagcdo Classificagdao do Biossensor Referéncia
CEA IrO,/Proteina A Impedanciométrico 100
Gel de Sefarose Quimiluminescente 101
Matriz Polimérica de Quitosana Voltamétrico de Pulso Diferencial 102
SAMs de Acido 3-(aminofenil)borénico  Voltamétrico de Pulso Diferencial 103
Proteina A Amperométrico 104
Poli(etilenoglicol)/GA Voltamétrico de Onda Quadrada 105
Poli(etilenoglicol)/GA Voltamétrico de Onda Quadrada 106
Oligo(etilenoglicol)-COOH/EDC/NHS Baseado em SPR 107
PSA SAMs de Calixareno Baseado em AFM 108
3-Indoxil Fosfato Voltamétrico de Varredura Linear 109
hCG SAMs de Sulfo-LC-SPDP* Piezoelétrico 110
CA 125 EDC Condutométrico 111
Ferritina Cistamina e Cistamina/GA Piezoelétrico 112
CEA Biotina Fluorescente 113
Angiopoietina 1 APTS Baseado em AFM 114
Quinase Abl Biotina Baseado em MS 115

" Em todos os casos, anticorpos especificos aos seus respectivos biomarcadores foram usados como biorreceptores.
* Sulfo-LC-SPDP é a sigla utilizada para o reagente: hexanoato de sulfosuccinimida 6-[3-(2-piridilditiol) propilamino].

Em sistemas analiticos contendo sensores quimicos, a especificidade é governada
majoritariamente pela interacdo receptor/ligante, de maneira que nos ultimos anos técnicas
de transducdo universais tém sido frequentemente aplicadas na andlise de biomarcadores

tumorais. S3o exemplos, dentre essas técnicas: EIS, SPR, QCM e AFM.57®

Sistemas Miniaturizados

Em aplicagbes clinicas, sistemas analiticos miniaturizados ndo apenas acarretam em
um maior desempenho analitico, bem como sdo essenciais para o desenvolvimento de

dispositivos point-of-care: “sistemas integrados capazes de processar amostras clinicas em
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campo (ambulancias, consultdrios, casas dos pacientes etc.) para determinacdo de
diferentes tipos de biomarcadores”."

Em 2003, Kojima e colaboradores ® desenvolveram um microchip em substrato de
vidro com biossensor voltamétrico integrado para a detec¢ao em batelada de AFP. O
dispositivo, de dimensdes 17 mm x 17 mm, apresentou canais da ordem de 30 pum x 30 um.
Tsukagoshi e colaboradores,”® em 2005, propuseram um MTAS o qual incorporava
imunossensor, EOF e transducdo por quimiluminescéncia. O biorreceptor foi imobilizado em
um dos reservatorios de injecdo, de modo que as biomoléculas alvo complexadas e livres
eram separadas pelo EOF apds incubacdo da amostra por um tempo pré-estabelecido. O
microchip (12,5 mm x 35,0 mm) continha canais com profundidade e largura em torno de 20
e 50 um, respectivamente. Esse método foi validado mediante aplicacdo aos complexos:
HSA/ANTI-HSA (biorreceptor) e IAP/ANTI-IAP(biorreceptor). Em 2008, Teker 18 construiu um
transistor de efeito de campo tipo-p incorporando nanotubo de carbono (CNTFET)
conjugado com anticorpo monoclonal especifico ao biomarcador IGF1R. O nanotubo foi
integrado aos eletrodos (separados por 1 a 4 um) por técnica de auto-montagem
eletroforética, sendo os experimentos conduzidos aplicando-se 4 pL de padrdo/amostra
sobre o CNTFET. Choi e Chae '*° desenvolveram em 2009 um dispositivo microfluidico de
vidro/PDMS baseado em SPR e reagdes protéicas competitivas de adsorcdo/dessorc¢do, as
quais ocorriam durante a rotina de analise prescindo, desse modo, etapas de funcionalizacdo
de superficie. A partir das diferentes forcas de adsorcdo das proteinas imunoglobulina G,
fibrinogénio e tiroglobulina (Tg) sobre Au (eletrodos depositados em vidro), foi possivel a
determinacdo em fluxo de Tg; biomarcador do cancer diferenciado da tiredide (DTC). Os
canais (confeccionados em PDMS) apresentaram largura de 2,1mm, ao passo que a vazao

variou entre 5e 10 p.L.min'l.
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1.4. Deteccao Condutométrica Sem Contato
1.4.1. Histdrico

Medidas de condutividade baseadas no isolamento elétrico dos eletrodos em relagao

a solugdo foram introduzidas por Zahn no ano de 1928 (apud BRITO-NETO et al.).!*

Surgia
entdo uma técnica inovadora no campo da eletroquimica/eletroanalitica; a deteccdo
condutométrica sem contato (CCD), conhecida também como detec¢do condutométrica sem
contato acoplada capacitivamente (C'D) ou, simplesmente, detecgio oscilométrica (DO), a
qual tem representado uma alternativa a deteccdo condutométrica convencional (com
contato). A C*D foi utilizada exaustivamente nas décadas de 60 e 70 para determinacdes nao
invasivas e titulagdbes em alta frequéncia. Esforcos subsequentes resultaram na
miniaturizacdo da cela de deteccdo para andlises em fluxo, permitindo, assim, o uso dessa
técnica em cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (HPLC) e em analisadores por
injecdo em fluxo (FIA).

Detectores condutométricos sem contato foram inicialmente integrados a um

sistema analitico miniaturizado em 2001.%

Desde entdo, acoplada a eletroforese capilar,
essa técnica tem se mostrado uma ferramenta util para determinagdo de analitos diversos,
incluindo biomoléculas e ions organicos e inorganicos. O baixo custo instrumental, a alta
compatibilidade de miniaturizagdo, a detecg¢ao universal, a facilidade de integragdao com
eletroforese capilar e demais caracteristicas intrinsecas a C*D, como isolamento elétrico dos

eletrodos e simplicidade instrumental, foram sumamente primordiais para o seu sucesso em

microfluidica.®®

1.4.2. Teoria
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Posicionamento dos Eletrodos

Em C*D os eletrodos s3o isolados da solucdo eletrolitica por um dielétrico, de forma
gue esses eletrodos podem ser posicionados sob dois modos: no mesmo plano ou fora do
plano com relacdo aos microcanais. No primeiro caso, os eletrodos sdo fabricados por
processos que envolvem fotolitografia e deposicdo metdlica. O modo fora do plano
apresenta maior simplicidade, pois os eletrodos podem ser confeccionados com fitas
adesivas metalicas e fixados em uma das partes constituintes do microssistema (sobre a

122

lamina de cobertura ou sob o substrato).”” A Figura 1.7 apresenta as camadas que

compdem um microdispositivo C*D contendo eletrodos fora do plano dos microcanais.

Tampa com canais em

sua superficie inferior
Eletrodo

Base

v’

<
~

Figura 1.7. llustracio de um microchip C*D com eletrodos fixados sobre a sua ldmina de cobertura.

Principio de Transducgao

Bem como ocorre na condutometria convencional, em C*D ha a auséncia de corrente
faradaica de maneira que o sistema eletrodo/dielétrico/solucdo apresenta comportamento
similar ao de um capacitor de placas paralelas, entretanto com capacitdncia dependente do
potencial aplicado.123 Neste contexto, os eletrodos formam capacitores planares com a
solugdo eletrolitica bem como mostra a Figura 1.8, na qual estdo presentes os seguintes
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elementos: resisténcia associada ao fluido eletrolitico (Rs), dois capacitores referentes aos
sistemas eletrodo/solucdo (C; e C;) e um terceiro capacitor relacionado a capacitancia de

124 Egse

fuga (C,), a qual decorre do acoplamento capacitivo direto entre os eletrodos.
fendmeno atrai uma parcela (i) do fluxo de carga proveniente de e, (i), reduzindo a corrente
elétrica que se direciona ao detector (ig) e, assim, afetando adversamente o desempenho
analitico, sendo: ig = i - io. Em linhas gerais, a C*D consiste na aplicacdo de um sinal alternado
de alta frequéncia a um dos eletrodos na cela de deteccdo (eletrodo de excitacdo, ee), O
qual gera a polarizacdo dos centros de carga do dielétrico. Esse fendmeno induz uma carga
na solucdo eletrolitica mediante a formacdo de uma diferenca de potencial interfacial. Na
regido do segundo eletrodo (eletrodo receptor, e;), ocorre um processo analogo ao

120

supracitado, com inducdo de corrente elétrica em e,. Essa corrente encontra-se

relacionada diretamente a concentragdo e a condutancia dos ions presentes em solugao.

G
+ - io id
+ -
A B
+ - .
+ - T'
eEXC el’
Dielétrico 229 9© C, G, Dipolo do
) [+) [+) C
dielétrico

Figura 1.8. Modelo elétrico referente ao sistema de detecgdo c'p. A, aplicacdo de sinal alternado de alta
frequéncia sobre e, e B, aquisicdo, amplificacdo e armazenamento do sinal analitico.

O sinal analitico em C*D estd associado aos acoplamentos capacitivos que se
estabelecem entre as duplas camadas de capacitancia da solucdo e os eletrodos, fendmenos
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os quais dependem diretamente da constante dielétrica da camada isolante dos eletrodos. A
constante dielétrica de um material expressa a capacidade de polarizacdo de seus centros de
carga, para a qual é imposta uma resisténcia em fungao do efeito de assimetria de carga
conforme ilustra a Figura 1.9(A).%° Esse efeito é consequéncia do alinhamento gradual das
densidades de carga dos dipolos do dielétrico com relacdo ao campo elétrico externo e
tende a reduzir a mobilidade desses dipolos, inibindo o processo de polarizagdo. Por outro
lado, o fendmeno de polarizag¢do intrinseco ao dielétrico gera um campo elétrico (Ep) oposto
ao campo do sistema eletrodo/dielétrico/solucdo (Es) que, por sua vez, se opde ao processo
de carregamento desse sistema como mostra a Figura 1.9(B). Por conseguinte, uma maior
constante dielétrica vem a resultar em um menor valor de Es, promovendo um aumento na
capacitancia (C) e, logo, da condutancia (L) referente ao acoplamento capacitivo entre

eletrodo e solugdo (ver abaixo a relagdo matematica entre L e o).

(A) (B) —_—.

q+ a- 6 . -
MR
wd-)  p(s+) "+ -
¥
-

»

mE) e

+ + + + + + + + +

Dielétrico Eletrodo Dielétrico Solugdo
Figura 1.9. Efeito de assimetria de carga originando a resisténcia dielétrica (A) e acoplamento capacitivo

eletrodo/dielétrico/solucdo em c’D (B). g+ e g-, cargas consequentes da assimetria de carga; 6, densidade de
carga e |, Ma € Ug, mobilidades ideal, decorrente do efeito de assimetria e resultante, respectivamente.
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No ambito matematico, L varia diretamente com os parametros: drea dos eletrodos
(A), distancia entre eletrodo e solugdo (d), concentracdo (c;), carga (z;) e mobilidade efetiva

(u;) das espécies idnicas presentes na amostra como demonstra a Equagao 1.1:%

L= F.(A/d).ZCiZiUi (11)

em que F é a constante de Faraday. Conforme apresentado anteriormente, em cD o
sistema eletrodo/solucdo exibe comportamento similar a de um capacitor de placas
paralelas (ver Figura 1.8). Em microdispositivos contendo C'D, a espessura do dielétrico
(usualmente menor que 50 um) é pequena o suficiente a ponto de podermos negligenciar os
efeitos de borda do campo elétrico. Assim, esse campo serd constante por todo o volume de

deteccdo. Nessas circunstancias, aplicando-se a lei de Gauss encontramos:'*®

C=¢g,A/d (1.2)

sendo &, a constante de permissividade (8,85 pF.m'l). Adicionalmente, na presenca de
dielétricos entre eletrodo e solugdo C aumenta segundo um fator de proporcionalidade k, a
constante dielétrica.

Substituindo (1.2) em (1.1):

L = FC/g,.5ciziu; (1.3)

A Equacio (1.3) mostra a dependéncia entre resposta analitica em C*D (L) e capacitancia (C).

Sinal Alternado
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A aplicagdo de um sinal alternado de alta frequéncia, em geral com ondas

senoidais,™*®

visa a anulacdo do fluxo de difusdo (Jp) das espécies ibnicas presentes na
solugdo, de maneira que a condutividade esteja correlacionada diretamente com o fluxo de
migracao dessas espécies. Nessas condigdes, as particulas oscilam em torno de uma dada

posicdo média, ndo gerando gradiente de concentracdo resultante (Vc) com consequente

auséncia de transporte difusional conforme a primeira lei de Fick,*®® apresentada a seguir:

Jp=D.Vc (Equagdo 1.4)

em que D representa o coeficiente de difusdo da espécie.

Frequéncia e Espessura do Dielétrico

Os capacitores formados em C*D caracterizam-se por uma impedancia (X¢), também
denominada reatancia capacitiva, a qual é inversamente dependente da frequéncia (f) do
sinal de excitacdo, contudo aumenta com a espessura da camada de isolamento dos
eletrodos (d) como apresentado na Equacdo 1.2.'%% Dessa maneira, em sendo aplicados
sinais de alta frequéncia e utilizadas camadas de isolamento ndo muito espessas (ha uma
reducdo de aproximadamente 75 % do sinal analitico quando d é elevado de 125 a 425
um),33 a impedancia imposta ao fluxo de carga no interior dos microcanais sera pequena o

suficiente para que as variagoes de condutividade sejam mensuraveis.

Xc = d/2nfe.eA (Equagdo 1.5)

sendo €. e €. as permissividades elétricas do eletrodo e da camada de isolamento,

respectivamente.
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Condutancia e Concentracdo

O parametro u; diminui com a viscosidade da solugdo (n) segundo a relagdo

matematica:®°

ui = |z|e/émnr; (Equagdo 1.6)

cujas constantes envolvidas representam a carga elementar (e) e o raio i6nico da particula

considerada (r;).

Substituindo (1.6) em (1.1), temos:

L = FeAc/6mnd . Scizi/ri (Equacdo 1.7)

Considerando-se um dado analito i e desde que A, d, e n mantenha-se constante, L ird variar

linearmente em fungdo da concentragdo desse composto (c¢;) como se segue:

L=K.c (Equagdo 1.8)

em que temos:

K = FeAziz/Gnndri = Fazu;/d (Equagdo 1.9)

1.4.3. Vantagens em Rela¢ao a Condutometria Convencional

Sistemas C'D conferem vantagens significativas em relacdo a condutometria
convencional. S3o exemplos o uso de micro/nanocanais sem perda significativa da
sensibilidade e a auséncia de inconvenientes relacionados ao contato eletrodo/solugéo,
quais sejam: passivacdo, degradacdao e formacdao de bolhas na superficie dos eletrodos.
Adicionalmente, o ndo contato entre eletrodo e solugao eletrolitica vem a permitir o uso de

uma ampla variedade de substratos para microfabricagao e prescindir a etapa de limpeza
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dos eletrodos; usualmente uma etapa lenta, que exige o uso de reagentes adicionais a

analise e que pode interferir no desempenho analitico.™”’

1.4.4. Tendéncias

Aplicacdes a amostras bioldgicas sdao bastante promissoras, bem como a
comercializacdo de microssistemas C*D destinados a esse propdsito. No ambito tedrico, é
necessario aprofundar nossos conhecimentos sobre os fatores que governam a resposta
analitica desses detectores. Adicionalmente, modificagdes na geometria e configuragao dos
eletrodos devem ser implementadas de modo a solucionar aquele que figura como o fator
limitante principal da C'D: seu baixo nivel de detectabilidade. Dentre as alternativas ja
propostas objetivando melhorias na sensibilidade dessa técnica, temos: sinais de excitacdo
de alta tensdo (centenas de volts); plano-terra para reducdo de C,, a qual é proveniente do
acoplamento capacitivo direto entre os eletrodos;>’ eletrodos semicirculares;*?® novos
materiais como dielétrico;'* geometrias distintas para cela de detecgéo,130 deteccao

131

condutométrica hibrida (HCD),”" em que eec € mantido em contato com a solugcdo

eletrolitica, e dopagem da camada dielétrica com TiO; (em fase de elaboragéo).f

1.5. Objetivo Geral

O objetivo geral deste projeto é desenvolver um sistema microfluidico integrando
biossensor condutométrico sem contato para analise de interagdes biomoleculares (uBIA-
4 . . ~ .
C'D) contendo o biorreceptor FA. Pretende-se, assim, a construcdo de uma nova alternativa

para a analise do biomarcador de cancer FR-a.

+
LIMA, R.S.; SEGATO, T. P.; GOBBI, A. L.; COLTRO, W. K. T.; CARRILHO, E. Dielectric Layer Doping: A New Alternative for Increasing Sensibility of

Contactless Conductivity Detection in Microchips. A ser submetido ao periddico Analytical Chemistry, 2010. 57



APITULO 2

e ————

Microfabricacdo do puBIA-C*D



CAPITULO 2 | Microfabricacdo do uBIA-C*D

As etapas principais para microfabricacdo do uBIA-C’D, as quais serdo abordadas a
seguir, sdo: (i) confeccdo dos microcanais em PDMS; (ii) deposicdo dos eletrodos sobre vidro;
(iii) isolamento elétrico desses eletrodos com filme de SiO,; (iv) construcdo da fase
biossensora sobre SiO; e (v) selagem PDMS/SiO,/vidro. Todas as etapas supracitadas foram
realizadas nos Laboratérios de Microfabricacdo (LMF) e Filmes Finos (LFF), ambos instalados
no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS, Campinas-SP). Na Figura 2.1 sdo

apresentadas as camadas constituintes do microdispositivo.

Vidro ‘ E\

=
7

Figura 2.1. Camadas constituintes do uBIA-C4D. C, canal e E, eletrodo.

2.1. Confecgao dos Microcanais

Os microcanais foram confeccionados em PDMS empregando-se moldagem por
litografia macia. O molde consistiu de estruturas em alto relevo do fotorresiste negativo SU-
8 “impressas” sobre uma placa circular de vidro (5,0 cm de didmetro). Para sua fabricacdo, o
fotorresiste (Clariant Corporation) foi depositado por spinner (Headway Research Inc., mod.
EC101DT) a uma velocidade de 1.000 rpm e tempo de 30 s, resultando em uma espessura

aproximada de 40 um. A etapa de pré-cura do SU-8 foi feita em chapa aquecedora (Tecnal,
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mod. TE-038) sob trés ciclos, quais sejam: 65°C por 5 min, 95°C por 15 min e 65°C por 5 min.
Em seguida, o fotorresiste foi exposto a radiacdo UV durante 55 s utilizando-se uma
fotoalinhadora da Karl Suss America Inc., mod. MJB 3 UV 200 (radiacdo com poténcia de 10
mW.cm?), e mdascara impressa em fotolito* com configuracdo e dimensdes conforme
discrimina a Figura 2.2. Posteriormente, foram conduzidas as etapas de pds-cura (sob os
mesmos ciclos da pré-cura) e revelacdo do SU-8 em solucdo de 1-metdxi-2-acetato 98 %
(MicroChem Corporation) durante 1 min sob agitacdo; apds lavagem com isopropanol
(Labsynth), obteve-se estrutura em alto-relevo (ver Figura 1.3) contendo largura igual a 250
pum e altura em torno de 50 pum, segundo dados obtidos por um perfildmetro da Veeco, mod.

dektak 3ST.

Figura 2.2. Layout para construgdo do molde vidro/SU-8.

Para a etapa de replicacdo, monémeros de PDMS (Sylgard 184 Elastomer) foram
misturados a um agente de cura especifico (Sylgard 184 Elastomer) na proporg¢do 10:1
(m/m). Visando remover bolhas, a mistura foi mantida por 40 min em dessecador de vidro
(Hexasystens) adaptado a uma bomba de vacuo (Tecnal, Mod. TE-058). Em seguida, o
substrato foi despejado sobre o molde (foram usadas estruturas metdlicas para delimitar a

area de dispersdao do oligbmero e pecas de acrilico com vista a alinhar mangueiras de

k3
Fotoplotagem de layers em fotolito realizada pela empresa DGM Design, Curitiba-PR. 60



CAPITULO 2 | Microfabricagdo do pBIA-C*D

silicone para acesso aos reservatorios), procedendo-se a polimerizagdo em chapa
aquecedora a uma temperatura de 100°C e tempo de 45 min. Uma vez que o PDMS
apresenta baixa energia de superficie e carater elastomérico, o substrato contendo os
microcanais pode ser desmoldado facilmente sem danificacdo do molde (ver Figura 1.4).

Na Figura 2.3 é ilustrada uma foto da camada de PDMS incorporando os microcanais
(localizados em sua superficie inferior), os quais apresentaram 250 um de largura e 50 um de

profundidade, e mangueiras de silicone contendo 1,0 mm de didmetro interno.

Figura 2.3. Camada de PDMS contendo canais (C) e tubos de silicone (T) para acesso aos reservatérios.

2.2. Fabricacao dos Eletrodos

Os eletrodos foram fabricados em substrato de vidro usando os processos de
fotolitografia e deposicdao metadlica via sputtering. A etapa fotolitografica visou-se a
construcdo de uma madscara em fotorresiste positivo AZ 4210 (Clariant Corporation) para o
subsequente processo de deposicao dos metais.

O fotorresiste foi depositado sobre uma placa de vidro de dimensdes 6,2 cm x 6,2 cm
(Glass Técnica) por spinner a 3.000 rpm durante 30 s, gerando uma espessura aproximada de

2,4 um. A pré-cura foi feita a 90°C por 10 min em chapa aquecedora, seguida do processo
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fotolitografico o qual perdurou por 55 s sendo utilizada mascara em fotolito® contendo
layout tal como mostra a Figura 2.4. A etapa de pds-cura do fotorresiste foi procedida sob a
mesma condi¢ao de sua pré-cura. Por fim, as partes soluveis do AZ 4210 foram removidas
usando-se borato de potassio (MicroChem Corporation) 33% em agua (v/v) por 1 min sob
agitacdo (ver Figura 1.3). A lavagem foi feita com agua deionizada (Milli-Q, obtida com
resistividade maior que 17 MQ-cm). Os eletrodos apresentaram espacamento e largura
iguais a 1,0 mm e configuracdo antiparalela, tendo por objetivo reduzir os efeitos de C,; suas
extremidades excederam em 5,0 mm com relacdo ao centro da placa de vidro visando

facilitar o alinhamento da lamina de PDMS na etapa de selagem.

Figura 2.4. Layout para deposi¢dao dos metais por sputtering.

Realizada a fotogravacdo em fotorresiste positivo, procedeu-se a remocdo de
residuos organicos em plasma de O, (Plasma Technology Inc., mod. PE 80); os valores de
poténcia, pressao e tempo foram de 100 W, 50 mTorr e 5 min, respectivamente. Em seguida,
foram realizadas deposicdes sequenciais dos metais Ti/Au/Ti por sputtering (Oerlikon
Balzers, mod. BA510, com sistema de bombeamento criogénico), os quais apresentaram,
respectivamente, as espessuras: 20, 100 e 5 nm. Adotamos os parametros seguintes:

pressdo inicial de 20 nBar, pressdo parcial de Ar igual a 4 uBar e tempo de pré-sputtering

£
Fotoplotagem de layers em fotolito realizada pela empresa DGM Design, Curitiba-PR. 62
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equivalente a 2 min. As camadas de Ti tiveram por finalidade conferir aderéncia dos
eletrodos ao vidro e a SiO, (dielétrico depositado posteriormente para isolamento desses
eletrodos), dado que o Au exibe aderéncia baixa frente a tais materiais.** A etapa de lift-off

foi feita em acetona (Labsynth).

2.3. Isolamento Elétrico dos Eletrodos

Para isolamento dos eletrodos, um filme fino de SiO, foi depositado por processo
quimico em fase vapor assistido por plasma (PECVD) sobre a placa de vidro. Foi utilizado um
equipamento da Vacutec®, mod. VPS1500. Nesse processo, os gases SiHs e N,O sdo expostos
a um campo de radiofrequéncia do qual resultam os radicais Sie e Oe, que reagem entre si

formando camada(s) de SiO,. Abaixo, segue a reagdo global associada ao processo referente:

SiH4(g) + 2N,0(g) — SiOy(s) + 2Ny(g) + 2H,(g) (Reagdo 2.1)

Os gases reagentes SiH; (diluido em He 2%) e N,O foram introduzidos na cadmara reacional
com vazdes de 150 e 70 cm>.min™, respectivamente, a uma pressao de 1 Torr e temperatura
igual a 350 °C. No interior do reator, o campo de radiofrequéncia foi aplicado sob uma
poténcia de 20 W e 13,56 MHz de frequéncia. Com base em medidas perfilométricas, o
dielétrico apresentou espessura em torno de 50 nm.

E importante ressaltar que os éxidos depositados em fase vapor apresentam maior
uniformidade quando comparados aos compostos crescidos termica ou quimicamente, o
que vem a representar uma vantagem no que concerne ao seu uso como substrato em fases

sensoras. O 6xido metalico formado a partir de reagdes quimicas em fase vapor exibe baixo
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grau de hidratac3o, prevenindo a formacdo de espécies protonadas (NHs* no caso do APTS)
as quais resultam de interacées com o grupo —OH presente na superficie do substrato. Essas
espécies propiciam a ocorréncia de polimerizacdes e/ou oligomerizagdes homogéneas (no
seio da solucdo) com consequente depdsito de aglomerados coloidais sobre o substrato,
inibindo a formacdo de camadas moleculares organizadas e reduzindo a reprodutibilidade
do processo de modificacdo de superficie.'**

Na Figura 2.5, é ilustrada uma foto da placa de vidro contendo os eletrodos. De modo
a permitir a conexdo elétrica do transdutor a instrumentacdo utilizada, as extremidades dos
eletrodos foram expostas a solugdes de HF (Mallinckrodt Baker Inc.), 10% (v/v) em agua, por
cerca de 20 s com vista a remover as camadas de SiO, e Ti, que apresentam condutividades

inferiores ao Au (mantido para conexdes elétricas).

Figura 2.5. Placa de vidro com eletrodos depositados por sputtering.

2.4. Construgdo da Fase Biossensora

Neste projeto, sao utilizados trés eletrodos (ver Figura 2.5); além de ey, através do
qual é aplicado o sinal alternado (neste trabalho, foram utilizados sinais com onda senoidal)

de alta frequéncia, ha dois eletrodos receptores (eletrodo receptor de referéncia, e, e
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eletrodo receptor de trabalho, e,) 0s quais sdo responsaveis pela transducdo das
informagdes quimicas primdrias em sinais elétricos. A funcionalizagdo com FA ocorreu
somente na regido da superficie de SiO, localizada sobre e,,. Na Figura 2.6 sao
aprel50sentados os posicionamentos dos eletrodos e da fase biossensora no interior do

microcanal.

PDMS

kil

€y, il =B 3 FRIT e a0 R TP Cowr

Vidro

« FR-a ? FA l Intermediario

Figura 2.6. Diagrama esquemadtico do interior do microcanal na regido do transdutor.

Visando delimitar a regido de construcdo da fase biossensora, uma membrana PDMS
(120 um de espessura) foi dispersa em SiO, por spinner a 1.000 rpm durante 10 s; a etapa de
cura foi realizada a 90°C por 5 min. Tal membrana n3o foi previamente oxidada em plasma
de O, de maneira a proporcionar uma interacdo SiO,/PDMS reversivel. Esse procedimento
garantiu a completa remocdo do polimero apds as reagdes de superficie, evitando etapas

adicionais para limpeza do substrato.

Modificacdo com Intermedidrio de Imobilizacao

Estudos de caracterizagdo de superficie (Capitulo 5) conduziram ao uso de SAMs do

silano APTS (APTS-SAM), 3% (v/v) em etanol, como intermedidrios de imobilizacdo das
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moléculas de FA. O APTS apresenta em sua estrutura trés grupos etéxi (—-OCH,CHs); espécies
labeis que sofrem reacdes de substituicdo nucleofilica de segunda ordem do ponto de vista
cinético. A agua figura como um dos nucleéfilos possiveis, gerando grupos silandis (—SiOH)
por reacdo de hidrdlise os quais sofrem posterior condensacao em superficies de éxidos
metalicos segundo uma reacdo denominada sililagdo ou silanizacdo, conforme mostra a

73,133 . ey ~
'=>> Esse mecanismo ocorre de forma majoritaria na presenca de solventes ndo

Figura 2.7.
anidros (como é o caso do etanol, acetonitrila e acetona), ao passo que em solventes anidros

grupos —OH presentes na superficie hidratada do 6xido atuam como nucledfilos ante aos

grupos etdxi do silano resultando na reacgdo de silanizagéo.74

NH, NH, NH,
APTS
Hidrdlise Condensagdo
(+ H,0/- EtOH) (- H;0)
Si. Si. Si.
1\ 'OC5Hsg 2\ 'OCyH5 / 'OCyH5
OH OH OH OH O OH
SiO,

Figura 2.7. Formacdo de APTS-SAM sobre superficie de SiO, em solventes anidros.

Funcionaliza¢do com Biorreceptor

O APTS apresenta em uma de suas extremidades o grupo organofuncional —NH,, a
partir do qual o silano liga-se ao FA como ilustra a Figura 2.8. O principal obstaculo referente
a modificacdo de superficies via ligacGes covalentes estd relacionado a uma possivel perda
da atividade biolégica dos biorreceptores, que decorre de impedimentos estéricos do
componente bioativo desses compostos. Contudo, estudos mostram que quando a ligacao

APTS/FA ocorre via o grupo carboxila do C, desse ultimo, o grupo —NH, da 6-metilpterina
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(espécie bioativa do FA) mantém-se livre para interagdo com ligantes especificos como os

FRs-a.™**

H,N N N

X X
T coor
7NN CH,NH @CONHCH
OH CaHa—CYOO

FA NH

APTS

Si.
OC,H
HsCo0 & =~ 2 °

i

Sio,

Figura 2.8. Ligacdes SiO,/APTS/FA.

Seguimos protocolo experimental semelhante ao relatado por Bhalerao e
colaboradores para funcionalizagdo com FA.”® Brevemente, um excesso de FA
(aproximadamente 515 mg) foi dissolvido em DMSO (50 mL) a temperaturas entre 40 e 45°C.
A essa mistura, foram adicionados os catalisadores piridina (515 mL) e N,N’-
diciclohexilcarbodiimida (DCC) (412 mlL). DCC funciona como um agente reticulante
heterobifuncional entre o grupo amino do silano e o carbono C, do FA. Todos os reagentes
utilizados para funcionalizagdo com FA foram adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical Co.
Finalmente, a superficie de SiO, silanizada foi incubada na solucdo de FA mediante um
tempo de 3 h sob 40 a 45°C, empregando-se um ultrassom da Unique Group, mod. 1450. As
etapas de limpeza e secagem do substrato se deram, respectivamente, em etanol e fluxo de

N,.
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Consideracoes Gerais

Todas as reacdes de superficie foram realizadas em ambiente fechado com relacao a
vizinhanga, evitando possiveis contaminagdes do meio reacional e interferéncias da radiagdo
externa sobre os processos de silanizacdo. Para tal, foram utilizados reatores de teron¥, 0s
quais consistiram de tampa e base. Os reatores, bem como todas as vidrarias utilizadas,
foram limpos utilizando-se solugdo piranha [H,SO4 (Quemis)/H,0, (Shynth) 3:1, v/v] por 30
min e agua deionizada em abundancia. Adicionalmente, a secagem de reatores e vidrarias
em fluxo de N, foi imprescindivel; pois a presenca de dgua em excesso no meio reacional
durante as silanizacdes pode acarretar em hidrdlises homogéneas. Tais rea¢bes possibilitam
a ocorréncia de polimerizagdes e/ou oligomerizagdes, o que inibe a formacdo de camadas
moleculares organizadas e reduz a reprodutibilidade do processo de modificacdo de

superficie conforme supracitado.”***

2.5. Selagem

A etapa de selagem consistiu em integrar as laminas: vidro/eletrodos/SiO,/fase
biossensora e PDMS/microcanais/mangueiras de silicone. Neste projeto, empregamos
bombeamento com pressao positiva para movimentagdao dos microfluidos, o que redundou
na necessidade de uma selagem irreversivel de modo a evitar possiveis vazamentos nos
microcanais. Para isso, previamente ao contato entre as laminas, a superficie de PDMS foi
exposta a um processo oxidativo em plasma de O, (condicdes iguais as descritas no item 2.2)
durante um periodo de 12 s. Nessas condi¢es, sdo gerados grupos silandis que passam a
estabelecer ligacBes covalentes com o Si.”? Uma foto do puBIA-C*D é apresentada na Figura

2.9.

¥
Confeccionados na Oficina Mecanica do IQSC/USP. 68
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Figura 2.9. Foto do pBIA-C'D. S, substrato de PDMS contendo canais e mangueiras de silicone, e V, vidro
incorporando eletrodos, filme fino de SiO, e fase biossensora.
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3.1. Instrumentacao e Software

Em linhas gerais, a instrumentacdo analitica empregada constitui-se de quatro
componentes: (i) gerador de sinal alternado; (ii) transdutor condutométrico sem contato,
incluindo os circuitos de aquisicdo e amplificacdo elétrica; (iii) bombas-seringa para
bombeamento hidrodindmico dos fluidos e (iv) computador para armazenamento e
manipulacdo dos dados gerados durante os experimentos. Na Figura 3.1 é mostrada uma

foto contemplando os componentes que integram o sistema de andlise.

Figura 3.1. Instrumentacdo analitica suporte ao uBIA—C4D. G, gerador de sinal; B, bomba-seringa; S, e Sg,
seringas contendo amostra e tampao, respectivamente; T, mangueira de teflon (adaptada ao tubo de silicone
presente no chip); F, fonte de alimentacédo; C, caixa de Al com microdispositivo e circuito de recepc¢do [ver
Figura 3.2(A)]; A, circuito de amplificagdo de sinais em caixa de Al e D, descarte.

O sinal de excitacdo para o circuito oscilométrico foi aplicado a partir de um gerador
de funcbes da Minipa, mod. MFG 4202. Para o bombeamento dos fluidos, foram utilizadas
bombas-seringas da SyringePump, mod. NE 300. Em termos do transdutor, foi empregado

136 para a

um circuito eletronico similar ao desenvolvido por Fracassi da Silva e do Lago.
aquisicio dos dados gerados pelo PBIA-C*D, foram empregados uma interface da National

Instruments e software programado em ambiente LabView" (detalhes sobre hardware e

software descritos na referéncia 122).
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3.2. Rotina de Analise

Na Figura 3.2 sdo ilustrados uma foto do porta-amostra, contendo o microdispositivo
e o circuito de recepg¢do, diagramas de fluxo e exemplos de resposta obtidos pelo uBIA-C*D.
O transdutor C'D é sensivel a perturbacgdes fisicas externas que venham a interferir no
campo elétrico estabelecido pelos eletrodos; dessa maneira, o porta-amostra foi isolado do
meio externo utilizando-se uma caixa de Al. O uBIA-C*D possuiu dois canais de entrada (para
amostra e tampao) e um de saida (para descarte) [Figura 3.2(A)], sendo amostra e tampao
transportados hidrodinamicamente por bombas-seringa. Monitoramos as variacbes de
condutancia em tempo real sob um regime de analise em fluxo, baseado na simples
comutacdo entre as bombas. A principio, uma vez preenchidos os microcanais, a solucdo
tampdo é bombeada por tempo necessario para a estabilizacdo do sinal (aproximadamente
2 min). Em seguida, inicia-se a aquisicdo de potencial registrado pelos eletrodos receptores
[Figura 3.2(B)]. Decorridos alguns segundos, a amostra é bombeada gerando alteracdo de
sinal em ambos os eletrodos [Figura 3.2(C)]. Apds as interagGes biomoleculares alcangcarem
o equilibrio, adiciona-se tampao em condi¢Oes tais que possibilitem a regeneragao da fase
biossensora [Figura 3.2(D)], acarretando em reducdo gradual da resposta analitica
praticamente ao seu valor inicial. O sinal de e, (S;) esta correlacionado com a concentracdo e
a condutancia da solucdo eletrolitica, enquanto que a resposta de ey, (Sw) também se
encontra intimamente associada as intera¢des biorreceptor/ligante. Segundo estudos

122 PN . . . ~
observa-se um aumento na capacitancia do sistema e,/SiO,/solucio

realizados por EIS,
na presenca de macromoléculas ancoradas ao dielétrico, o que vem a redundar em uma
elevacdo de S,, [Figura 3.2(E)]. Em tais condicOes, a diferenca Sy, - S, passa a estar relacionada

diretamente as interacBes biomoleculares, representando o sinal analitico em uBIA-C*D

[Figura 3.2(F)] (no Capitulo 4 é apresentada uma hipotese sobre o principio de transdugdo).
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As respostas analiticas em C*'D e pBIA-C'D foram estimadas mediante o célculo da altura de

potencial média registrada previamente ao término da etapa de amostragem.
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Figura 3.2. Foto do porta-amostra (A), diagramas de fluxo (B-D) e sinais analiticos tipicos (E,F). J, jacarés para

conexdes elétricas; R, circuito de recepcdo de sinais; b, fase biossensora e S, e S,,, respostas obtidas por e, e
ewr, respectivamente.
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Alteragdes na natureza do dielétrico e na configuragdo e geometria dos eletrodos
foram avaliadas visando uma melhoria nos niveis de detectabilidade do transdutor. Nesta
etapa do projeto, os microchips nao apresentaram fase biossensora, sendo apenas um dos
eletrodos receptores utilizados durante os experimentos de condutancia envolvendo
padrdes de um eletrélito determinado. A andlise estatistica dos dados foi realizada a partir
de uma planilha de validagio desenvolvida por Ribeiro e colaboradores,™’ disponivel no
endereco: |lgta.igm.unicamp.br. Nessa planilha, os limites de detec¢do (LOD) e quantificacdo
(LOQ) sdo calculados com base em parametros da curva de calibragao a 95,0, 99,0 e 99,9%
de confianca. Esse método apresenta maior confiabilidade estatistica quando comparado as
demais técnicas (visual e da relagdo sinal/ruido), pois ndo se relaciona a fatores qualitativos,
mas ao intervalo de confianca da regressdo. Como estimativas da precisdo e da sensibilidade
intrinsecas ao microdispositivos, consideramos o desvio padrdo relativo (RSD) e os valores
de LOD e LOQ, respectivamente.

Para construgdo das curvas de calibracao, foram realizadas sete medidas para cada
nivel de concentracdo, sendo adotado o método dos minimos quadrados (MMQ) para
obtengao das retas de regressao. Por conseguinte, os padrdes foram preparados com rigor
analitico de modo que os erros associados as suas concentracdes (erros sistematicos) fossem
despreziveis em relagdo aos erros decorrentes das flutuagdes dos sinais (erros aleatérios).
Adicionalmente, as solu¢des padrao foram preparadas de forma semelhante em cada nivel
de concentracdo, tendo por finalidade evitar variancias sistemadticas as quais
comprometeriam a hipdtese da variancia constante (homocedasticidade) ao longo de toda a
faixa de trabalho. Por fim, os sinais analiticos foram medidos segundo uma ordem nao

137,138

sistematica visando-se, assim, a ndo-correlacdo entre os erros aleatorios. Todos os

fatores de correlacdo das curvas analiticas (R?) foram inferiores a 1,0, implicando que
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parcelas determinadas das variagdes totais dos dados em torno das médias nao foram
explicadas pelos modelos de calibragdo. Dado que essas parcelas podem afetar
adversamente o ajuste das curvas analiticas, estudos adicionais foram efetuados de maneira
a avaliar a adequacdo do modelo linear as retas de regressdo, quais sejam, andlise de
residuos e teste F de linearidade. A analise do gréfico de residuos permite detectar
problemas no ajuste da curva, como: desvios da linearidade, presenca de amostras atipicas,
heterocedastidade (variancia ndo constante) e correlagdo entre os erros. Uma curva bem
ajustada deverd apresentar erros homocedasticos, com distribuicdo uniforme e média zero.
O teste F, por sua vez, baseia-se na comparagao entre os residuos do ajuste linear e do
ajuste quadratico. O modelo de regressdo mais adequado é aquele que resultar em um

menor valor para a soma quadratica dos residuos.™’

4.1. Microdispositivos

Microssistemas contendo C*D foram fabricados utilizando-se dois isolantes elétricos
dos eletrodos: filme de SiO; (C4D5|oz), depositado por PECVD, e membrana de PDMS
(C*Dppwms), depositada por spinner. Em ambos os casos, foram empregadas celas de deteccdo
de dimensdes idénticas, descritas no CAPITULO 2. No que concerne a deposicdo de PDMS,
mondémeros do polimero e seu agente de cura foram dispersos sobre vidro por spinner a
1.000 rpm durante 10 s e, em seguida, curados a 90°C em chapa aquecedora por 5 min. Esse
processo resultou em uma camada com espessura aproximada de 50 um.

Posteriormente aos estudos envolvendo os dielétricos SiO, e PDMS, configuracgdes e
geometrias distintas do transdutor foram avaliadas, a saber: cela de detec¢do reportada no

CAPITULO 2 seletiva a medidas de (i) C*D e (ii) HCD, e (iii) cela C*D alternativa, segundo as
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alt) .130

dimensdes e geometria propostas por Kubari e Hauser em estudos recentes (C*D Todos

esses microdispositivos apresentaram filme de SiO, como dielétrico. Na Figura 4.1 sdo

ilustrados os microssistemas contendo HCD e C*D?".

alt

Figura 4.1. Microchips HCD (A) e C'D*" (B). S, substrato de PDMS contendo canais e mangueiras de silicone, e V,
vidro incorporando eletrodos e filme fino de SiO,.

O modo de transducdo hibrida [Figura 4.1(A)] foi estudado objetivando uma reducao
na resisténcia ao acoplamento capacitivo ee,/solucdo. Para fabricacdo do microssistema
incorporando HCD, uma pequena regido localizada sobre e, foi exposta a HF, 10% (v/v) em
agua, por cerca de 20 s para remover as camadas de SiO, e Ti, mantendo-se o Au. Em
sequéncia, durante a etapa de selagem, o PDMS foi alinhado ao vidro de forma a posicionar
o canal sobre a regido supracitada, estabelecendo-se, assim, um acoplamento capacitivo
direto entre o metal Au e os fluidos eletroliticos. O fotorresiste AZ 4210 foi empregado para

alt

limitar a acdo corrosiva sobre a drea do metal selecionada. No que concerne a C*D*" [Figura

4.1(B)], adotada a fim de se reduzir os efeitos de C,, os eletrodos consistiram dos materiais
Ti/Pt/Ti; a natureza do material condutor n3o afeta a resposta obtida em c*n.*?
Na Figura 4.2 é mostrado o /layout da mascara em fotolito® usada para deposicdo dos

metais. Os eletrodos exibiram espagamento de 0,6 mm entre si e suas extremidades,

interconectadas por linhas (0,2 mm de largura) inclinadas a um angulo de 45° na regido do

€
Fotoplotagem de layers em fotolito realizada pela empresa DGM Design, Curitiba-PR. 77
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microcanal, foram separadas por 10 mm de comprimento. As dimensdes reduzidas dos
eletrodos na zona de transducdo (1,0 mm x 1,0 mm) dificultaram o alinhamento da lamina
de PDMS com relagdo ao vidro durante a etapa de selagem, o que requereu o uso de uma

lupa eletronica (Coleman) com vista a ampliar a regido.

Figura 4.2. Layout para deposi¢do dos metais por sputtering em c'p™. os pads localizados no centro da
mascara apresentaram espagamento de 0,6 mm e dimensdes iguais a 1,0 x 1,0 mm.

4.2. Natureza do Dielétrico: Experimental, Resultados e Discussao

Medidas a padrdes de LiClO4 (Sigma-Aldrich Chemical Co) com os chips C4D5|02 e
C*Dppms foram realizadas a fim de obter um estudo comparativo entre os dielétricos SiO, e
PDMS (agua deionizada foi usada como branco). Foram adotadas as condicOes
experimentais seguintes: 400 kHz; 2,5 Vpp; vazdo de 100 uL.min'1 para H,O e amostra e
tempo de amostragem em 15 s. A partir dos dados de RSD, dispostos na Tabela 4.1, conclui-
se que os dispositivos apresentaram precisdo interensaio (medidas a um Unico chip)
satisfatoria; os sinais foram homocedasticos em toda a faixa de trabalho. A Figura 4.3
corresponde as respostas e curvas de calibracdo obtidas para C*Dsior € C*Dppus. O grafico de
residuos e o teste de linearidade validaram o ajuste linear para os modelos de calibracdo. Os

valores de LOD e LOQ s3o discriminados na Tabela 4.2.
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Tabela 4.1 - Valores de RSD (%) para a faixa de trabalho adotada

Nivel (C4D5ioz, umoI.L'l)

SiO, (dielétrico)

Nivel (C4DPDMS, mmoI.L'l)

PDMS (dielétrico)

25 3,76 1,0 3,90
50 3,32 2,5 3,55
75 3,44 4,0 2,25
100 3,78 5,5 3,77
2 . — . 2 . . . . .
(A) 100 pmol.L™

Sinal C*D (V)

75

H O LiClo HO 4
2 . 4 : 2
0 1I0 ZIO 3I0 40
Tempo (segundos)
5 T T T T T
(€) j 8,0 mmol.L"

Sinal ¢*D (V)

HO :
2

LiClO
4

N S

HO
2
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R’ = 0,9952
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©
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Figura 4.3. Sinais e curvas analiticas correspondentes aos microssistemas C*Ds;o, (A,B) e C*Dppwms (C,D).
Condigdes experimentais: 400 kHz, 2,5 V;_p, vazao de 100 plL.min'1 para H,0 e amostra e tempo de amostragem

em 15s.
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Tabela 4.2 - Valores de LOD e LOQ estimados para 95,0, 99,0 e 99,9% de confianca

LOD (umol.LY) LoQ (umol.L™)
95,0% 9,0% 99,9% 95,0% 99,0% 99,9%
C4D5i02 8,51 11,60 15,77 12,87 14,55 16,81
C*Droms 640,00 870,00 1.170,00 950,00 1.070,00  1.230,00

O microchip C*Dsiny exibiu niveis de detectabilidade consideravelmente inferiores
aqueles registrados para C*Dppms. Esses sistemas diferiram entre si somente em termos da
natureza e espessura do dielétrico. SiO, e PDMS possuem valores de k similares (em torno
de 2,5),%' de maneira que a diferenca de sensibilidade observada deve-se,
presumivelmente, a menor espessura do filme de SiO, (50 nm para SiO, e 50 um para
PDMS). Isso acarreta em reducdo da resisténcia dielétrica imposta ao acoplamento
capacitivo eletrodo/solucéo.

Os dados expressos na Tabela 4.2 confirmam a relevancia da espessura do dielétrico
sobre a sensibilidade em C*D. Neste contexto, o uso de um filme de SiO, com 50 nm de
espessura para isolamento dos eletrodos representa uma vantagem substancial frente aos
microchips que incorporam C*D citados na literatura. Nesses, a distancia eletrodo/solucdo
apresenta usualmente valores de 40 um, para eletrodos semicirculares no mesmo plano, e

100 pum, para eletrodos planares fora do plano.

4.3. Configura¢6es do Transdutor: Experimental, Resultados e Discussao

Para esse estudo, adotamos condigdes experimentas idénticas aquelas citadas no
item 4.2, com tempo de amostragem de 20 s. Os valores de RSD, calculados para padrdes de
NH4Cl (Labsynth) e expressos na Tabela 4.3, evidenciaram uma precisdao interensaio

satisfatoria para os microdispositivos (agua deionizada foi usada como branco). Para 150
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umol.L™" de eletrdlito, houve saturagdo da resposta obtida por c’D™; a janela de potenciais

considerada pelo software de aquisicao de sinais foi igual a 10 V. Ademais, as respostas
analiticas inerentes aos transdutores C'D e HCD apresentaram-se homocedasticas ao longo
da faixa de trabalho (exceto em 150 umol.L"* para C*D), enquanto que em c*D™ a variancia

aumentou gradualmente com a redugdo nos niveis de concentracao.

Tabela 4.3 - Valores de RSD (%) para a faixa de trabalho adotada
- — —— ——— — — — |
alt

Nivel (umol.L™) c'p c'p HCD
50 3,86 6,47 3,40
75 3,48 3,09 2,23
100 3,68 2,44 2,42
125 3,37 1,44 2,71
150 1,61 - 3,95

A Figura 4.4 corresponde aos sinais analiticos e suas respectivas curvas de calibracao
obtidas para os trés transdutores. O grafico de residuos e o teste de linearidade validaram o
ajuste linear para os modelos de calibracdo. Os valores de LOD e LOQ, por sua vez, sao

A tenha exibido os menores limites de

apresentados na Tabela 4.4. Embora a C'D
detectabilidade, seguida da HCD, observa-se que as altera¢des na configuracao e geometria
da cela condutométrica sem contato ndo resultaram em um aumento estatisticamente
efetivo da sensibilidade a niveis de significancia de 95,0, 99,0 e 99,9%. Conclui-se, logo, que

A N30 reduziu de forma eficiente o

a geometria da cela de detec¢io adotada em C'D
acoplamento capacitivo direto entre os eletrodos (Cy). Para o caso da deteccdo hibrida,

propomos uma base tedrica fundamentada em leis da fisica elétrica de modo a explicar os

resultados ocorrentes.
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Figura 4.4. Sinais e curvas analiticas obtidos para os microdispositivos contendo C'D (A,B), c'p™ (C,D) e HCD
(E,F). CondicOes experimentais: 400 kHz, 2,5 Vp_» e vazdo de 100 uL.min'1 para H,0 e amostra.

Tabela 4.4 - Valores de LOD e LOQ estimados para 95,0, 99,0 e 99,9 % de confianca

LOD (umol.L?) LoQ (umol.L™)
95,0% 99,0% 99,9% 95,0% 99,0% 99,9%
c’p 18,33 24,68 36,09 27,95 31,49 65,73

82



CAPITULO 4 | Estudo de Sensibilidade do Detector

Tabela 4.4 - Valores de LOD e LOQ estimados para 95,0, 99,0 e 99,9 % de confianga (Continua)

LOD (umol.L?) LoQ (umol.L™)
95,0% 99,0% 99,9% 95,0% 99,0% 99,9%
C“DaIt 14,05 18,96 27,41 21,46 24,04 41,94
HCD 16,02 21,60 30,79 24,02 26,97 49,98

Em HCD, as capacitancias referentes aos sistemas eqx./solucdo (Cex) € €,/Si0,/solucido

(C,) sdo dadas pelas equages:'*

Cexc = €oAe/d (Equacao 4.1)

C = KSl’Iicaeer/d (Equagéo 42)

sendo Ksjica igUal a 4,2 considerando-se o processo de deposi¢do do dielétrico utilizado.™**

Em relacdo aos demais parametros, Ceyc € C; diferem entre si apenas em termos de d;
enquanto que para o sistema e,/SiO,/solucdo esse valor equivale a 50 nm, para o conjunto
eexc/solucdo d tende a zero. Como consequéncia, temos que Ce. € infinitamente superior a
C.. Por outro lado, considerando-se o modelo elétrico que descreve o sistema de transdugao
(ver Figura 1.8), as capacitancias associadas aos eletrodos se combinam em série. Por

conseguinte, a capacitancia equivalente (Cq) é dada pela equacdo:'?

Ceq = Cexc - Cr/( Cexc t+ Cr) (Equagao 43)

Em sendo Ce infinitamente superior a C,, obtém-se:

Ceq = Cr (Equacdo 4.4)
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de modo que em HCD a capacitancia equivalente relacionada aos sistemas eletrodo/solugdo
é uma fungdo somente de C,, variavel intrinseca a regido: e,/SiO,/solugdo. Fato semelhante é
observado em celas eletroquimicas contendo microeletrodos polarizados ideais imersos em
eletrélito suporte. Nesses casos, em consequéncia da maior area do eletrodo de referéncia,
a capacitancia intrinseca a esse eletrodo é infinitamente superior aquela inerente ao

eletrodo de trabalho.'*?

Por fim, a Equacdo 4.4, aliada ao fato de que as celas de deteccao
seletivas a C*'D e HCD n3o diferiram entre si em termos dos parametros intervenientes em

C,, justificam os resultados ocorrentes, ilustrados na Tabela 4.4.

4.4. Conclusoes

O protocolo de microfabricagao mostrou-se efetivo, sem ocorréncia de vazamento de
fluidos ou obstrucdo dos canais. O uso de filme de SiO, como dielétrico em C*D redundou
em niveis de detectabilidade apreciavelmente menores com relagao aos valores obtidos
empregando-se membrana de PDMS, sendo pois utilizado nos experimentos subsequentes.
Em relacdo as alteracdes na configuracdo e geometria da cela de deteccdo, essas nao
resultaram em aumento significativo da sensibilidade a niveis de significancia de 95,0, 99,0 e
99,9%. Neste contexto, para os estudos de interacdes biomoleculares, foram utilizados
microchips contendo c'D convencional, haja vista que esse transdutor apresenta maior
facilidade de selagem com relagdo a c‘D e prescinde a etapa de limpeza dos eletrodos, ao

contrario do que ocorre em HCD.
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CAPITULO 5 | Estudo das Condices de Silanizacdo

As condicGes reacionais adotadas para modificacdo quimica (silanizacdo) com o
intermediario de imobilizacdo foram investigadas mediante um processo de caracterizacdo
de superficies, no qual empregamos as técnicas: microscopia eletronica de varredura (MEV)

e espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X (XPS).

5.1. Preambulo

As condicdes de silanizacao investigadas sdo compiladas na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 - CondigGes reacionais para silanizagdo de SiO, estudadas

Condicao Silano Concentragao Fase Solvente Tempo de Reagdo (min)
SAM A.1 ButCN 1 mmol.L™ Acetonitrila 15
SAM A.2 ButCN 1 mmol.L™ Acetonitrila 30
SAM A.3 ButCN 1 mmol.L™ Acetonitrila 60
SAM A.4 BUCN 1 mmol.L* Acetonitrila 150
SAM A.5 ButCN 1 mmol.L™ Acetonitrila 300
SAM B.1 APTS 1 mmol.L* Acetona 60
SAM B.2 APTS 1 mmol.L* Acetona 120
SAM B.3 APTS 1 mmol.L™ Acetona 180
SAM C.1 APTS 3% (v/v) Etanol 180
SAM C.2 APTS 3% (v/v) Etanol 300

As reacOes de superficie foram conduzidas empregando-se os reagentes 4-
(trietoxisilil)butironitrila (ButCN) (Sigma-Aldrich Chemical Co) e APTS, solventes anidros e
tempos que variaram entre 15 e 300 min. Os organossilanos ButCN e APTS tendem a formar
SAMs sobre a superficie de SiO,, de maneira que concentracbes e tempos reacionais

excessivos contribuem para a ocorréncia de dois fendmenos: (i) hidrdlises seguidas de
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condensacdes homogéneas de grupos silandis, que levam a formacdo de oligdmeros e/ou
polimeros e sua posterior adsorcdo sobre a superficie do substrato, e (ii) polimerizacbes
heterogéneas, verticais ou horizontais, que decorrem de condensagdes entre grupos silandis
do proprio reagente conforme ilustra a Figura 5.1. Ambos os fen6menos geram superficies
mais porosas, com camadas de silano altamente desordenadas (aglomerados), inibindo a
formacdo de SAMs. Concentracdes e tempos de reacdo muito baixos, por outro lado,
acarretam em reducdo da area de recobrimento efetivo do substrato pelo organossilano. Em
adicdo, uma vez que a agua presente nos solventes pode atuar como nucledfilo na etapa de

. s N . , . ~ 73
hidrdlise, essas substancias também interferem no grau de adsor¢do dos reagentes.

H,N

H,N 0]
\ OC,H
/
)

o g /S

O/

N

Figura 5.1. Produto de polimerizagGes verticais envolvendo moléculas de APTS.

NH,

Os compostos ButCN e APTS diferem entre si apenas em termos dos seus respectivos
grupos organofuncionais, nitrila (-CN) e —NH,, respectivamente. Desse modo, liga¢des
ButCN/FA somente sdo conseguidas apos conversdo do grupo —CN do organossilano em —
NH,. A escolha do ButCN como possivel matriz para modificagdo com FA esta relacionada a
menor reatividade da espécie —CN frente ao grupo amino, o que vem a representar,
teoricamente, uma menor possibilidade de alteracdes quimicas ndo especificas do sitio ativo

do intermediario de imobilizacao.

87



CAPITULO 5 | Estudo das Condices de Silanizacdo

5.2. Experimental

Como substratos para as subsequentes reacdes de silanizacdo, filmes de SiO, foram
depositados por PECVD sobre placas de Si(100) de 1 cm? empregando-se o mesmo
equipamento e as mesmas condi¢des adotadas para o isolamento elétrico dos eletrodos. Os
procedimentos de limpeza e modificacdo de superficie foram realizados conforme descritos
no item 2.4. Na Figura 5.2 s3o mostrados o reator de teflon, utilizado para as silaniza¢des
(6,5 cm de diametro interno e 4,2 cm de profundidade), e uma placa de Si(100) contendo

SiO, imersa em solucdo de APTS.

Figura 5.2. Reator utilizado para modificagGes quimicas e substrato imerso em solugdo de silano.

As andlises de MEV foram realizadas em um equipamento da Zeiss, mod. LEO 440,
disponivel na Central de Andlises Quimicas Instrumentais do Instituto de Quimica de Sao
Carlos da Universidade de S3o Paulo (CAQI/IQSC/USP). Esse instrumento opera com
filamento termidnico de tungsténio, cdmara da amostra em alto vacuo com pressdo de 107
Bar e detector de elétrons secundarios como modo analitico. Para promover aumento no
contraste das micrografias, as amostras foram inicialmente metalizadas com Au em um

sputter da Bal-Tec, mod. MCS 010. As medidas de XPS, por sua vez, foram feitas no Centro
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de Caracterizagdao e Desenvolvimento de Materiais, instalado no Departamento de
Engenharia de Materiais da Universidade Federal de Sdo Carlos (CCDM/DEM/UFSCar), para
as quais empregamos um espectromicroscépio de superficies da Kratos, mod. XSAM HS. Os
experimentos foram conduzidos em ambiente de ultra-alto vacuo (pressdao em torno de 7,5
nTorr) e utilizando-se radiacdo ndo-monocromatica Ko do Mg como fonte excitadora, com
energia de 1.253,6 eV e poténcia de 50 W. Para subtracdo do sinal de fundo, utilizou-se o

método de Shirley.

5.3. MEV: Resultados e Discussao

As micrografias eletronicas de varredura tiveram por finalidade registrar a possivel
formacdo de aglomerados, como mostra a Figura 5.3. Nessa figura sdo ilustradas
micrografias de uma superficie de SiO, modificada com o reagente 3-imidazolilundecil-

trimetoxissilano.**

Tais imagens demonstram a formacao de filmes porosos, contendo poros
com tamanho médio de 5 a 10 um e dispersos por toda a superficie, os quais, possivelmente,
sdo consequéncias de condensagdes homogéneas ou polimerizacGes heterogéneas,
conforme discutido anteriormente.

Micrografias com aumentos de 2.000, 10.000 e 30.000 vezes foram obtidas em
guatro pontos distintos e aleatdrios para cada amostra. A niveis de resolu¢dao de 3 um, 1 um
e 200 nm, as imagens indicaram nao haver formacao de aglomerados sob todas as condi¢des

de reacdo investigadas. Nas Figuras 5.4, 5.5 e 5.6, sdo apresentadas micrografias referentes

as silanizacdes com SAM A.3, B.2 e C.2, respectivamente.
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(A)

(B)

Figura 5.3. Micrografias do 3-imidazolilundeciltrimetoxissilano formado a partir de solugdes de tolueno sobre
SiO, por 150 min com 200 (A), 1.000 (B) (registrada para regido R;) e 5.000 (C) (registrada para regido R;) vezes
de aumento. Imagens reproduzidas da referéncia 141.
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(A)

(B)

(€

Figura 5.4. Micrografias obtidas para SAM A.3 com 2.000 (A), 10.000 (B) (registrada para regido R;) e 30.000 (C)
(registrada para regido R;) vezes de aumento.
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(A)

(B)

(€)

600,0 nm

Figura 5.5. Micrografias obtidas para SAM B.2 com 2.000 (A), 10.000 (B) (registrada para regido R;) e 30.000 (C)
(registrada para regido R;) vezes de aumento.
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(A)

(B)

(€)

Figura 5.6. Micrografias obtidas para SAM C.2 com 2.000 (A), 10.000 (B) (registrada para regido R;) e 30.000 (C)
(registrada para regido R;) vezes de aumento.
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5.4. XPS: Resultados e Discussao

A técnica de XPS foi utilizada para determinagdes qualitativas e quantitativas sobre as
composicGes quimicas das superficies modificadas com organossilano, como o grau de
contaminacdo dos substratos obtidos por PECVD e a taxa de adsor¢do dos reagentes.

Em substratos ndao condutores como SiO, pode ocorrer carregamento da amostra
devido ao efeito fotoelétrico, fenbmeno no qual se baseia a técnica de XPS. Nesses casos,
sdo formadas lacunas as quais geram um potencial eletrostatico maior sobre os fotoelétrons
vizinhos, resultando em deslocamentos homogéneos das linhas espectrais em até 3 eV para
maiores valores de energia de ligacdo (E,). Paralelamente, o efeito de carregamento pode
conduzir a um alargamento dos picos e ligeira assimetria na regidao de menor E;, o que vém a
afetar adversamente a resolucdo das medidas.'*?

Para correcdao de E, em decorréncia do carregamento das amostras, utilizou-se a
linha Si 2p de SiO, (E, tedrica igual a 103,3 eV) como referéncia uma vez que sofre pouca

. N . ~ . ) s 14
influéncia em relacdo ao ambiente quimico do 6xido.**

Para todas as condic¢Oes reacionais
investigadas, ndo foram observados deslocamentos sendo a energia de ligacdo obtida para a
linha supracitada concordante com o valor tedrico. Presumivelmente, quatro fatores
principais contribuiram para esse fen6meno, a saber: (i) flood-gun (acessoério neutralizador
de cargas do equipamento); (ii) radiacdo fonte ndo-monocromatica; (iii) constituicdo
apresentada pelas amostras (filme de silano sobre SiO,) e (iv) posicionamento das placas de
Si/SiO, em relacdo ao feixe incidente de raios-X. O flood-gun consiste de um dispositivo de
injecdo de elétrons e jons Ag” sobre a superficie da amostra; visa-se, assim, a neutralizac3o
das lacunas e do excesso de carga negativa decorrente dos elétrons injetados pelo acessério,

143

respectivamente. O emprego de radiacdes ndao-monocromadticas contribui para a

neutralizagao da amostra em fungdo do fluxo de elétrons de baixa energia que emana da
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fonte de raios-X e é consequente da ionizagdo causada pela linha kB do feixe. A constituicdo
apresentada pelas amostras também acarreta em neutralizagao parcial das lacunas
presentes no substrato. Nesse caso, o processo se da a partir de elétrons secundarios
oriundos do dielétrico SiO,. Por fim, as placas de Si(100)/SiO, foram posicionadas a um
angulo de 90° em relacdo ao feixe incidente de radiacio com vista a reduzir os niveis de
polariza(;éo.144

Embora ndo houve deslocamentos espectrais, fez-se necessdria a realizacdo de
ajustes das curvas devido a baixa resolucdo experimental dos espectros (1,2 eV + 0,1 eV).
Tais ajustes, que tiveram por finalidade auxiliar na interpretacdo e caracterizacdo dos picos
espectrais, foram feitos com o software Winspec, cedido gentilmente pelo Laboratoire
Interdisciplinaire de Spectroscopie Electronique, instalado na Facultés Universitaires Notre-
Dame de la Paix (LISE/FUNDP). As concentra¢des atdmicas percentuais obtidas para as linhas
N 1s, Si 2p, O 1s e C 1s sdao expostas na Tabela 5.2. As analises semi-quantitativas exibiram
precisdao igual a +15 %. Nas Figuras 5.7 a 5.16, s3o discriminados os espectros exploratdrios e
linhas de fotoemissdao especificas (N 1s, Si 2p, O 1s e C 1s) registrados para os reagentes
ButCN e APTS. Visando correlacionar os picos ajustados aos atomos constituintes das

amostras, foram utilizados valores de E, referenciais descritos na literatura,t3>14>148

Tabela 5.2 - ConcentragGes atdmicas percentuais

Condi¢ao N 1s Si 2p O1s Cls

SAMA.1 0,0 8,4 17,1 74,5
SAM A.2 1,6 26,7 55,7 16,1
SAM A3 1,4 27,7 59,1 11,8
SAM A4 1,3 29,1 60,4 9,1
SAM A.5 1,5 27,7 58,9 11,9
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Tabela 5.2 - Concentragdes atOmicas percentuais (Continua)

Condi¢ao N 1s Si 2p O1s Cls
SAM B.1 1,6 27,1 53,0 18,4
SAM B.2 1,6 28,1 53,4 17,0
SAM B3 1,7 28,4 56,3 13,6
SAM C.1 2,0 21,3 49,4 27,3
SAM C.2 2,2 21,6 48,3 27,9
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Figura 5.7. Espectros obtidos para SiO, modificada com SAM A.1. Para cada componente, sdo informados o valor de E, e a quantidade relativa percentual entre parénteses.
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Figura 5.8. Espectros obtidos para SiO, modificada com SAM A.2. Para cada componente, sdo informados o valor de E, e a quantidade relativa percentual entre parénteses.
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Figura 5.9. Espectros obtidos para SiO, modificada com SAM A.3. Para cada componente, sdo informados o valor de E, e a quantidade relativa percentual entre parénteses.
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Figura 5.10. Espectros obtidos para SiO, modificada com SAM A.4. Para cada componente, sdo mostrados o valor de E, e a quantidade relativa percentual entre parénteses.
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Figura 5.11. Espectros obtidos para SiO, modificada com SAM A.5. Para cada componente, sdo mostrados o valor de E, e a quantidade relativa percentual entre parénteses.
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Figura 5.12. Espectros obtidos para SiO, modificada com SAM B.1. Para cada componente, sdo mostrados o valor de E, e a quantidade relativa percentual entre parénteses.
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Figura 5.13. Espectros obtidos para SiO, modificada com SAM B.2. Para cada componente, sdo mostrados o valor de E, e a quantidade relativa percentual entre parénteses.
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Figura 5.14. Espectros obtidos para SiO, modificada com SAM B.3. Para cada componente, sdo mostrados o valor de E, e a quantidade relativa percentual entre parénteses.
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Figura 5.15. Espectros obtidos para SiO, modificada com SAM C.1. Para cada componente, sdo mostrados o valor de E, e a quantidade relativa percentual entre parénteses.
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Figura 5.16. Espectros obtidos para SiO, modificada com SAM C.2. Para cada componente, sdo mostrados o valor de E, e a quantidade relativa percentual entre parénteses.

106



CAPITULO 5 | Estudo das Condices de Silanizacdo

Com base nos dados de concentracdo atomica e espectros de XPS, nota-se que a
amostra modificada com SAM A.1 apresentou uma quantidade excessiva de carbono. Uma
explicagao para o fato ocorrido esta relacionada a manutengao da amostra durante 18 dias
na camara de inser¢do (pré-camara) do espectromicroscépio, o que pode ter induzido a sua
contaminacdo pelo vapor do 6leo da bomba de difusdo. Os picos N 1s apresentaram forma
de linha assimétrica, sendo ajustados com trés componentes dois dos quais representam as
espécies: N-C (400,2 a 400,5 eV), que veio a confirmar a adsorcao dos organossilanos pelo
oxido SiO,, e SisN4 (398,4 a 398,8 eV). Para os substratos modificados com SAMs A e B, fez-se
presente a espécie NO, (402,9 a 403,2 eV), ao passo que as superficie imersas em SAMs C
exibiram um componente relacionado ao ion NHs;" (401,7 a 402,0 eV), resultado de
interacdes entre os grupos —SiOH e —NH, do organossilano.135 A presenca de SisN; e NO, é
atribuida ao processo de deposicao do dielétrico por PECVD, que gera nitrogénio como
produto das reacbes em plasma (ver Reacdo 2.1). Adicionalmente, algumas linhas Si 2p
obtidas para SAMs A e B caracterizaram tracos de nitreto metalico (SisNs) em 101,7 a 102,1
eV. Nesses mesmos picos, por fim, fez-se presente uma espécie (X) em 104,7 a 105,0 eV, cuja
identidade quimica ainda é desconhecida requerendo maiores estudos na literatura para sua
elucidagao.

A partir dos dados de ajuste dos espectros de XPS, foi possivel calcular as razoes
atdmicas N(1s)n-c/Si(2p)sio2, sendo considerados os componentes N—C (caracterizam as
adsorcdes dos reagentes) e SiO, (inerente a natureza do substrato). Os valores dessas razoes
permitiram avaliar a eficiéncia das taxas de adsorcdao dos organossilanos, apds calculo

utilizando-se a Equacdo 5.1.

N(1s)n-c/Si(2p)sio2 = Ap [N(1s)n-cl/Ap [Si(2p)sio2] - o [Si(2p)sio2]/o [N(1s)n=c] .

A [Si(2p)sio2]/A [N(1s)n—] (Equacdo 5.1)
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em que A, representa a drea integrada de pico (proporcional ao nimero de atomos no
volume analisado), o a secdo de choque de fotoionizacdo e A o percurso livre médio para as
linhas de fotoemissdo citadas entre colchetes. Esse parametro foi determinado como se

segue:

A = [49/E¢” + 0,11(Eci)*1/psioz (Equagdo 5.2)

sendo E¢ a energia cinética de pico e psio» a densidade do substrato SiO,."*> Na Figura 5.17

sdo mostradas as relacées percentuais N(1s)n-c/Si(2p)sioz.

144 -

101 .

Razao N/Si

T T T T
A2 A3 A4 A5 B1 B2 B3 C1 C2
Condicdes de Silanizagcao

Figura 5.17. Rela¢des N/Si para as condi¢des de silaniza¢do investigadas.

A partir dos resultados expostos na Figura 5.17, verifica-se que a relagdo N/Si se
manteve aproximadamente constante para as SAMs A e B apds 1 (A.3) e 2 (B.2) h de reacdo,
respectivamente. Esse fato pode ser atribuido a saturagao dos grupos —SiOH presentes na
superficie de SiO, disponiveis para silanizacdo. No que concerne as amostras modificadas
com SAMs C, houve um aumento razodvel na eficiéncia de silanizacdo quando comparadas

as condicdes C.1 e C.2.
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5.5. Conclusoes

As técnicas de caracterizagao de superficie empregadas indicaram uma adsorg¢ao
efetiva dos organossilanos pela superficie de SiO,. Para todas as condi¢gdes de modificagao
investigadas, nao foram observados aglomerados coloidais a niveis de resolugao espacial de
3 um, 1 um e 200 nm. Por outro lado, os substratos imersos em SAM C.2 exibiram uma taxa
de adsorcdo superior. Em adicdo, ao contrario do que ocorre com o APTS, para a ligacdo
ButCN/FA se faz necessaria uma conversdo do grupo —CN do silano em —NH,. Esse fato tende
a reduzir ainda mais a densidade de sitios ativos da matriz para fixacdo das moléculas de FA
a superficie do substrato. Logo, com base nos fatos apresentados, optou-se por utilizar
APTS-SAM sob a condigdo C.2 (etanol como fase solvente e 5 h de reacdo) para imobilizacdo

das moléculas de FA nos estudos de interacdes biomoleculares subsequentes.
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Concluido o estudo das condi¢des de silanizagao, a etapa de funcionalizagdo com FA
foi investigada. Com base em protocolo experimental reportado na literatura (item 2.4),%
microchips contendo eletrodos retangulares antiparalelos (CAPITULO 4) e o dielétrico SiO,
com superficie silanizada segundo a condi¢do SAM C.2 (CAPITULO 5), foram fabricados
utilizando-se tempos de funcionalizacdo distintos. Devido a auséncia de padrées de FR-a
para compra, os microchips foram aplicados a um padrdo de anticorpo monoclonal
especifico ao biorreceptor FA (a-FA); as intensidades dos sinais analiticos em pBIA-C*D foram
consideradas como parametro de referéncia na escolha do tempo a ser adotado. Por fim,
visando uma caracterizacdo eletroquimica da fase biossensora, medidas de C*’D foram
conduzidas com os sistemas: e,/SiO;, e,/SiO,/APTS-SAM e e,/SiO,/APTS-SAM/FA. Ademais, as
superficies SiO,, SiO,/APTS-SAM e SiO,/APTS-SAM/FA foram analisadas por AFM para
caracterizacdo morfoldgica dessas. Procedeu-se a silanizagdao sob a condi¢cao SAM C.2 nos

experimentos de caracterizagao supracitados.

6.1. Estudo das Condi¢6es de Funcionalizacao: Experimental, Resultados e Discussao

Anteriormente aos ensaios biomoleculares, valores absolutos do potencial de linha
de base (Vg) foram obtidos preenchendo-se um microchip com MES 100 mmol.L™* pH 2,3
(tampado utilizado no monitoramento a-FA) tendo por finalidade a selecdo dos parametros
o6timos de transducdo, quais sejam: frequéncia e potencial pico-a-pico. Na Figura 6.1 sdo
expressas as variacoes de Vg em funcdo da frequéncia, entre 20 e 900 kHz, sob os potenciais

de 2,5, 6,0 e 9,5 Vpp, as quais se mostram similares aquelas obtidas com dispositivo

150

convencional™® e microchip PT contendo C*D.*° Conforme pode ser observado na Figura

max

6.1, ha um Vg maximo (Vg ) indicando o valor 6timo de frequéncia de trabalho. Esse ponto

é deslocado para menores valores de frequéncias com o aumento do potencial pico-a-pico.
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Ademais, para medidas que antecedem o Vs™ s3o observados dois aspectos em comum
frente aos dados reportados na literatura a medida que eleva-se o potencial: (i) reducdo da
faixa linear e (ii) aumento da sensibilidade de Vg (inclinacdo da reta) com relagdo as
variacoes de frequéncia. Para 2,5, 6,0 e 9,5 Vp.p, 0s niveis de VBméX foram registrados em 340
(7,7 V), 220-300 (8,3 V) e 180-260 kHz (8,5 V), respectivamente. Neste contexto, uma vez
gue o aumento de potencial de 6,0 para 9,5 Vp.p Nndo acarretou em variacOes significativas de
Ve™ os ensaios biomoleculares subsequentes foram realizados aplicando-se 300 kHz de

frequéncia e potencial pico-a-pico igual a 6,0 Vp.p.
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Figura 6.1. Otimiza¢do dos parametros da c’.

Posteriormente, dispositivos uBIA—C4D foram microfabricados imergindo as
superficies de SiO, silanizadas em solucdo de FA mediante tempos de 3, 5 e 7 h. Os
microchips foram aplicados a ensaios de interagdes biomoleculares envolvendo o
biorreceptor FA e padrdo do ligante a-FA, 100 ug.mL™ em tamp3o TRIS salino (TBS), pH
7,3.1°1 MES foi utilizado como tamp3o sob as condicdes: 100 mmol.L™ e pH 2,3. As condicbes
experimentais seguintes foram usadas: 300 kHz, 6,0 Vp.p, vazdo de 20 uL.min'1 para tampdo e

amostra e tempo de amostragem igual a 20 s. a-FA, TBS e MES foram adquiridos da Sigma-
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Aldrich Chemical Co. Na Figura 6.2 sao mostradas as respostas obtidas pelos microssistemas.
O decréscimo do sinal analitico verificado apds a etapa de amostragem (30 s) deve-se a
regeneracdo da fase biossensora, que consiste em quebrar a ligacdo receptor/ligante
possibilitando, assim, novas interacdes biomoleculares em uma analise subsequente. O
fendmeno de regeneracao foi realizado mediante a desnaturacdao (modificacdo estrutural)
da proteina a-FA, utilizando-se o pH como agente desnaturante; o ligante foi preparado em
um meio proximo da neutralidade, ao passo que a solu¢do tampao foi ajustada para pH 2,3.
Valores extremos de pH alteram a carga liquida da proteina, causando repulsGes
eletrostdticas entre suas cadeias de aminoacidos e quebra de algumas ligacbes de

hidrogénio internas.™?

Os sinais expressos na Figura 6.2 indicam uma modificacdo efetiva das superficies de
SiO, pelo FA, sendo verificadas elevacbes em S,, com relacdo a S; conforme esperado.
Admitindo-se que a concentracao 100 ug.mL’1 de o-FA situa-se entre os limites de
quantificacdo e linearidade (faixa dinamica), a sensibilidade de calibracdo do método pode
ser estimada. Isso veio a permitir o cdlculo do LOD para os microssistemas,> cujos valores
foram: 16,9 (3 h), 22,6 (5 h) e 27,9 pg.mL" (7 h de funcionalizacdo). As percentagens de RSD
obtidas considerando-se 7 medidas para cada microchip foram de 5,69 (3 h), 7,86 (5 h) e
5,42 % (7 h de funcionalizagdo). A maior sensibilidade verificada para o tempo de 3 h pode
ser atribuida a questdes de ordem estérica relacionadas a tempos reacionais superiores.
Embora acarretem em um ndmero maior de biorreceptores ancorados ao intermedidrio,
tempos prolongados de funcionalizacdo podem gerar impedimentos estéricos do
componente bioativo dessas espécies os quais decorrem da alta densidade de moléculas

. \ ;s . 1 " .
junto a superficie da fase sensora.®® A partir dos sensorgramas da Figura 6.2, observa-se
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também que S,, exibe taxas de acréscimo maiores quando comparado a S,. O aumento em k

consequente das interacdes FA/a-FA responde, presumivelmente, por esse fendmeno.

Sinal PBIA-C'D (V)

MES

a-FA

MES

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Tempo (segundos)

4 T T T T T T T T T T 4 T T T T T T T T
(B) S (©
= : w —_ : Sw
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Tempo (segundos) Tempo (segundos)

Figura 6.2. Sinais analiticos registrados para os dispositivos uBIA—C4Ds microfabricados segundo os tempos de

funcionalizacdo de 3 (A), 5 (B) e 7 h (C). Condicdes experimentais: 300 kHz, 6,0 Vp.p, vazio de 20 pL.min™ para
tampédo (MES) e amostra (a-FA) e tempo de amostragem em 20 s.

Hipétese sobre o Principio de Transdugdo do uBIA-C*D

Dado que todos os demais fatores intervenientes na resposta analiticas foram os
mesmos para e, e e,, 0 aumento em S, com relacdo a S, deve-se ao fendbmeno das
interagdes biorrecetor/ligante. Abaixo, segue uma hipdtese sobre a causa que leva a essa
elevacdo do sinal.

APTS-SAM e FA apresentam em sua estrutura o grupo —NH, (doador de elétrons), o
qual promove transferéncias eletrénicas entre o substrato e o ligante em fases sensoras.'*®
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Esse fendmeno tende a gerar, em C'D, uma maior polarizagdo das moléculas do dielétrico,
reduzindo Es e, por conseguinte, aumentando a capacitancia do sistema e,,/SiO,/soluc¢do

122 com base nessas observacdes, segue

(item 1.4.2) conforme mostram medidas de EIS.
nossa hipdtese sobre o principio de transducdo do método: “em uBIA—C4D, o sinal analitico
deve-se a presenca de grupo(s) doador(es) de elétrons dentre os constituintes da fase
sensora, o(s) qual(is) possibilita(m) transferéncias eletrénicas entre o substrato e o ligante
gerando uma maior polarizacdo das moléculas do dielétrico. Como consequéncia, o campo
elétrico estabelecido pelo sistema capacitivo ey, /solucdo é reduzido elevando-se, assim, a

sua capacitancia”. O fendmeno de transferéncia de carga supracitado interfere nas respostas

obtidas por sensores baseados em transistores de efeito de campo.118

6.2. Caracterizacao da Fase Biossensora: Experimental, Resultados e Discussao

6.2.1. Caracterizag¢ao Eletroquimica

Em adicdo aos experimentos de condutometria utilizando-se os sistemas e,/SiO; e
ewr/Si0,/APTS-SAM/FA (tempo de funcionalizagdo de 3 h), medidas foram realizadas sob as
mesmas condicdes a um microchip C'D incorporando somente o intermedidrio de
imobilizagdo (e,/SiO,/APTS-SAM), cujos resultados sdo dispostos na Figura 6.3. Ndo foram
observadas variacGes nas respostas obtidas pelos sistemas e,/SiO, e e,/SiO,/APTS-SAM, para
0s quais ndo ha interacdes com a-FA haja vista a auséncia do biorreceptor FA. Neste
contexto, os dados de caracterizacdo obtidos se mostraram concordantes no que tange a
correlacdo entre sinal analitico em MBIA-C'D (Sw - S/) e a ocorréncia de interacdes

biomoleculares, sendo registradas elevacGes de potencial para e,,/SiO,/APTS-SAM/FA.
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Sinal UBIA-C'D (V)

IMES: aFA MES

Tempo (segundos)

Figura 6.3. Sinais obtidos pelos sistemas: e, /SiO, (S;), ,/SiO,/APTS-SAM (S) e e,,/SiO,/APTS-SAM/FA (S.).
CondicBes experimentais: 300 kHz, 6,0 Vp.p, vazio de 20 pL.min™* para tampdo (MES) e amostra (a-FA) e tempo
de amostragem em 20 s.

6.2.2. Caracterizacao Morfoldgica

Os experimentos de AFM foram realizados no modo tapping (oscilante) com forca
constante em um instrumento da Digital Instrument, mod. MultiModeTM SPM, presente no
Laboratério de Microscopia e Tunelamento (LMT) do LNLS. O mesmo possui resolucao
maxima de 512x512 pixels e deteccdo por feixe de laser. Empregamos pontas cOnicas de Si
da NSG10, com angulo < 22° raio e altura iguais a 10 nm e 10-15 pum, respectivamente, e
cantilever retangular integrado. Varreduras de 2,5 um x 2,5 um foram efetuadas a
temperatura ambiente com velocidade de 1,0 Hz, sendo registrado o valor de 17,52 Hz para
a constante de mola do cantilever usado. A técnica de AFM possibilitou uma analise
morfoldgica detalhada das superficies SiO,, SiO,/APTS-SAM e SiO,/APTS-SAM/FA, para a qual
utilizou-se um tempo de 3 h para funcionalizacdo com FA. Parametros de rugosidade e
graficos fractais foram determinados a partir do software Nanoscope 6.11 (programa
fornecido pelo fabricante do equipamento). Os parametros de rugosidade estimados foram:

rugosidade média quadratica (RMS, medida estatistica da magnitude de variagdo de uma
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quantidade varidvel), razdo da area superficial (S,;, incremento da drea superficial relativa a
area do plano x,y projetado) e densidade de picos (Sqp, NUmero de maximos locais por area).

As micrografias obtidas para as superficies analisadas sdo expostas na Figura 6.4.
Com base nessas imagens, podemos concluir que ndo houve alteracdes na topografia das
superficies modificadas, indicando que o reagente APTS-SAM cresceu seguindo a morfologia
do dielétrico. Os valores de RMS, S, e Sq;, calculados sao apresentados na Tabela 6.1, a partir
dos quais se verifica a formacdo de superficies levemente mais rugosas e com drea
superficial e densidade de picos maiores com os processos de silanizacdo e funcionalizacdo.
Os graficos fractais evidenciaram uma distribuicdo de matéria uniforme para todas as

superficies analisadas.

()
5,0 um
5,0 um %‘

Figura 6.4. Micrografias de 5 um x 5 um das superficies: SiO, (A), SiO,/APTS-SAM (B) e SiO,/APTS-SAM/FA (C).

Tabela 6.1. Valores de RMS, S, e Sy, calculados para as superficies SiO,, SiO,/APTS-SAM e SiO,/APTS-SAM/FA

Superficie RMS (nm) S.r (%) Sdp (um'z)

Sio, 0,4 0,8 5.621,7
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Tabela 6.1. Valores de RMS, S, e Sy, calculados para as superficies SiO,, SiO,/APTS-SAM e SiO,/APTS-SAM/FA

(Continua)

Superficie RMS (nm) S. (%) Sap (um?)
Si0,/APTS-SAM 0,8 5,1 7.055,3
SiO,/APTS-SAM/FA 1,0 6,3 9.034,6

6.3. Conclusoes

Os ensaios envolvendo FA e a-FA indicaram uma adsor¢do efetiva de FA junto as
superficies de SiO, silanizadas, sem a ocorréncia (a0 menos em niveis significativos) de
impedimentos estéricos de sua espécie bioativa. Dentre os tempos de funcionalizagao
investigados, 3 h foi aquele que resultou em uma maior sensibilidade do método. Em termos
da etapa de caracterizacdo eletroquimica da fase biossensora, seus resultados mostraram
haver correlagdo entre a resposta analitica em PBIA-C'D e as interagdes biomoleculares. Por
fim, conforme indicaram as medidas de AFM, ndo houve alteracdes drasticas na morfologia

do substrato (SiO,) em fungdo dos processos de silanizacdo e funcionalizagao.
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Este trabalho descreve o desenvolvimento de um biossensor contendo transducao
condutométrica sem contato e FA como biorreceptor em microchip, uma nova alternativa
que podera ser utilizada na determinagao do biomarcador de cancer FR-a. Recentemente, o
grupo estabeleceu colaboragdes com a Fundagdo Pio XII — Hospital de Cancer de Barretos, as
guais nos permitirdo realizar andlises com amostras reais (plasma sanguineo) e, assim,
avaliar a especificidade e a viabilidade do puBIA-C*D para ensaios de rotina.

Como vantagens intrinsecas ao método desenvolvido, consideradas a partir dos
resultados e discussdes presentes nos capitulos anteriores, incluem: (i) consumo de
reagentes e amostras reduzido (da ordem de pL); (ii) analises rapidas (< 2 min); (iii) rotina de
ensaios simples; (iv) instrumentacdo de baixo custo e portatil; (v) possibilidade de fabricacdo
dos chips sem o uso de salas “limpas” e (vi) monitoramento das intera¢des biomoleculares
em tempo real. Em termos do transdutor condutométrico sem contato, esse exibe duas
caracteristicas sumamente relevantes, quais sejam: (i) permite determinacdes diretas,
dispensando o uso de mediadores redox bem como ocorre em técnicas eletroquimicas
faradaicas, e (ii) auséncia de inconvenientes relacionados ao contato entre eletrodo e
solugdo eletrolitica, como passivagdo, contaminagao, formagao de bolhas e necessidade de
limpeza dos eletrodos. Adicionalmente, a técnica de transdugdo utilizada possibilita a
determinacdo simultdnea de multianalitos em pBIA-C*'D mediante a simples implementacdo
de pares ee./ewr contendo biorreceptores especificos para cada ligante de interesse.

Os baixos niveis de detectabilidade (da ordem de pg.mL™)?

representam o fator
limitante do método para determinacdes analiticas diversas. Como parametro de referéncia,
Acharya e colaboradores obtiveram LOD de 20 pg.mL™ para interacdes FA/FR-a empregando

difratometria imunomagnética como transdutor.”’ Neste contexto, o grupo vem

desenvolvendo pesquisas objetivando melhorias nos limites de detecc¢do e quantificacdo da

120



CAPITULO 7 | Conclusdes Gerais

C’D, como a dopagem da camada dielétrica com semicondutores em microssistemas
vidro/PDMSpieietrico/PDMS. No que concerne a microdispositivos uBIA—C4D, um novo
procedimento serd investigado o qual consistirda em integrar eletrodos nanoestruturados
seletivos a C*D. Visa-se, assim, elevar significativamente a area superficial dos eletrodos
promovendo um aumento no numero de portadores de carga e, logo, nos valores de
condutancia obtidos. O uso de eletrodos nanoestruturados em C*D é inédito, contemplando
conceitos prévios e propondo um método inovador para o desenvolvimento de detectores

condutomeétricos ultrassensiveis.
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