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Introducéo

Os dispositivos microfluidicos sdo amplamente utilizados em teste de point-of-
care (POC) devido ao seu baixo custo, acessibilidade, portabilidade e baixo volume de
reagente. Destacam-se os dispositivos microfluidicos baseados em papel (UPADs) devido
a movimentacdo das amostras apenas pela capilaridade da celulose (Carrell et al., 2019).
Associado a esses principios, as técnicas de deteccdo colorimétrica sdo comumente
acopladas aos WPADs pela facil obtencdo de resposta analitica (Anushka et al., 2023).
Dentre as modalidades dessa area, os testes em WPADs baseados em distancia recebem
atencdo devido resposta direta dada pela relagdo entre distancia percorrida em um canal
microfluidico isolado por uma barreira hidrofébica e a concentragcdo de um analito de
interesse (Alsaeed & Mansour, 2020). Dentre os desafios enfrentados pelos UPADSs, 0
mais preocupante para a técnica é a obtencdo de reprodutibilidade satisfatoria entre as
analises (Carrell et al., 2019).

A fibrose cistica € uma doenca geneética causada por uma mutacao no gene CFTR,
resultando em desregulacéo de eletrélitos e sintomas como inflamacao das vias aéreas e
falha pancreatica (Cutting, 2015). A concentracdo de cloreto (CI) no suor é um

biomarcador essencial para o diagndstico, sendo valores acima de 60 mmol L indicativos
dadoenga. Atécnica padréo-ouro para essa determinacao € a condutometria (Stern, 1997).

Portanto, visando a importancia de um teste de facil aplicacdo que demande
baixo volume de amostra, propGe-se o0 uso de cloranilato de prata como agente
precipitante em um teste colorimétrico acoplado com PPADs baseados em distancia,

compondo um kit com caneta reabastecivel e régua para leitura analitica.

Metodologia

O dispositivo foi fabricado usando-se papel cromatografico laminado
termicamente com Polaseal e coberto com vinil autoadesivo para o corte dos canais
microfluidicos para perfazer a mascara. A barreira hidrofobica foi criada com verniz vitral
incolor inserindo-se o referido material sobre a mascara adesiva, com o auxilio de uma
espatula, seguido da remocdo da méascara. O dispositivo é composto por um canal de
analise de 50 mm de comprimento, 2 mm de largura e uma zona circular de amostragem
de 6 mm de didmetro. A leitura dos dados foi realizada usando um paquimetro digital.

O procedimento de sintese do cloranilato de prata foi executado com base no

protocolo usado por Bonifacio (Gomes Bonifacio, 2008.).
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A solugdo de cloranilato de prata (Ag2CsCl.O4) foi preparada com acetonitrila e
tampao Britton-Robinson (pH 2). O precipitante foi aplicado no canal usando uma caneta
marcadora de ponta de 3 mm. As analises de cloreto foram realizadas com solucGes
padrdo de cloreto de sodio, variando de 0,5 a 5 mmol L. Todos os reagentes foram

adquiridos da Sigma-Aldrich.

1° Etapa 2° Etapa 3° Etapa

ol o

Esquema 1 — Metodologia experimental.

Resultados e Discusséo

Inicialmente, a reacéo de precipitacdo com o cloranilato de prata foi avaliada para
verificar sua viabilidade como o agente precipitante. Através da espectroscopia em UV-
Vis foi possivel observar o decaimento da intensidade de absor¢cdo do comprimento de
onda de 525 nm do composto apods a adicdo de cloreto. O decréscimo de 0,20 UA para

0,16 UA representa o consumo do reagente devido a formacéo de cloreto de prata (AgCl).
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Figura 1 - Varredura no espectro do visivel da absorbancia do cloranilato de prata 1 mmol L

antes e apos a reacdo com cloreto de sédio 1 mmol L*

Os primeiros parametros analiticos otimizados foram em

relagdo ao

preenchimento do canal com amostra e os tempos de analise. Os melhores resultados,

considerando baixo desvio padrdo e melhor intensidade de sinal, podem ser vistos na

Figura 2. O volume de amostra necessario foi fixado em 35 pL. O tempo de secagem do

agente precipitante foi de 2 minutos, enquanto o tempo para obtencéo da leitura analitica

foi de 25 minutos. A concentracdo do agente precipitante também foi otimizada, sendo

selecionada a de 10 mmol L™ uma vez que fornece o melhor desempenho analitico, como

mostra a Figura 3.
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Figura 2 — Gréficos de A) tempo de secagem do agente precipitante, B) volume de amostra e C)

tempo para leitura analitica. Amostra de ClI- 1 mmol L.
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A) B) C) D) E)

Figura 3 - Concentragdo de precipitante no canal do dispositivo: A) 2 mmol L; B) 4 mmol L?; C)
6 mmol L%; D) 8 mmol L e E) 10 mmol L.

A quantidade de agente precipitante depositada no canal microfluidico foi avaliada
em relacdo ao numero de aplicacGes com a caneta na superficie do papel. Como mostra a
Figura 4, ap6s mais de uma aplicacdo sequencial no uPAD ocorre a deformacdo na

superficie do papel, portanto, a passada unica foi selecionada para prosseguir os testes.

A) B) C)

Figura 4 - Dispositivos apos A) uma aplica¢do de precipitante, B) duas e C) trés, com [CI]=5

mmol L.

O método tradicional de deposicdo de reagentes em canais microfluidicos por
distancia utiliza micropipetas demonstrou um DPR de 4,6% para medidas de CI" 1 mmol
L, enquanto a caneta apresentou um DPR de 4,8%, mostrado na Figura 5. Performando
um teste estatistico F, com 5% de significancia, com um p-valor igual a 0,2756,
demonstrando que a aplicacdo com a caneta ndo apresenta desvantagem na repetibilidade

em relagdo ao estabelecido em outros trabalhos.
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Figura 5 -Repetibilidade para aplicacdo com caneta (kit) e com a pipeta (tradicional) de [CI] =1

mmol L.

A curva de equagéo igual a y (mm) = log[CI'] * 28 + 24, com um coeficiente de
determinacgéo de 0,999 e um coeficiente de correlacdo igual a 0,999 (Figura 6). O limite
de deteccdo (LOD) foi demonstrado experimentalmente, sendo igual a 0,17 mmol L, e
o limite de deteccéo (LOQ) foi de 0,5 mmol L2, utilizado como o primeiro ponto da curva
construida. Estes valores para a caneta mostraram-se semelhantes aos obtidos com a
pipeta. Amostras sintéticas de suor (Kumar et al., 2022) foram dopadas em dois niveis de
concentracio de cloreto (75 e 55 mmol L) para determinar a confiabilidade do método.
As respostas analiticas obtidas foram de 79,1 e 53,6 mmol L, um erro experimental baixo

de 5,5% e 2,4%, respectivamente, considerando os critérios na literatura para técnicas

colorimétricas.
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Figura 6 - Distancia (mm) vs Concentracdo (mmol L*) com agente precipitante aplicado com A)

caneta e B) micropipeta.
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Outro estudo realizado foi o teste de seletividade na presenga de potenciais
interferentes, ou seja, de outras espécies caracteristicas da matriz da amostra, em
concentragdes cinco vezes menores que de CI, representativo da concentracdo geralmente
encontrada no suor. A Figura 7 demonstra a distancia percorrida por cada espécie. O teste
t, com 5% de significancia, demonstrou que ndo diferenca significativa na distancia da

amostra na presenca dos interferentes.

20

Distancia (mm)
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Figura 7 - Distancia (mm) percorrida por A) cloreto 1 mmol L-1 e por amostras contendo 0s
interferentes B) ureia, C) iodeto, D) glicose, E) zinco e F) lactatose.

Concluséao

O uso do Ag2CsCl204 com caneta para diagnostico de fibrose cistica em pPADs
oferece uma alternativa acessivel e portatil, com sensibilidade 120 vezes maior para
detectar cloreto em amostras de suor. Isso facilita 0 manuseio de amostras de baixo
volume e proporciona um diagnostico simples, preciso e econdmico, superando desafios

de baixa seletividade da tradicional técnica de condutometria.
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