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RESUMO
A sepse ¢ a doenga que mais mata no mundo todo e atinge milhdes de pessoas a cada ano,
também possui altos indices de mortalidade que estdo associados ao atraso no diagnostico
devido a centralizagdo e complexidade dos exames laboratorios. O lactato sanguineo ¢
considerado um biomarcador de identificacdo de risco de sepse quando somado aos demais
critérios que compde o consenso SEPSE-3 amplamente adotado no mundo.
Atualmente para detectar esse biomarcador € necessario estruturas laboratoriais, equipamentos,
reagentes, insumos e profissionais habilitados. Essa complexidade atrasa a identificacdao de
risco de sepse e dificulta o monitoramento dos pacientes, também a falta de acesso ao exame
de lactato em paises de baixa a média renda vai além da sua inexisténcia em ambientes extra
hospitalares. Por isso a disponibilidade e utilizagdo de testes deteccdo de niveis de lactato a
partir de dispositivos portateis point-of-care (POC) permite um resultado rapido que agiliza a
tomada de decisdo dos profissionais de saude e impacta na reducdo nas taxas de
morbimortalidades dos pacientes.
O presente trabalho se refere ao desenvolvimento de um produto tecnoldgico desenvolvido no
contexto do Mestrado Profissional em Enfermagem em parceria com o Instituto de
Semicondutores (ITT Chip), ambos pertencentes a UNISINOS. A pesquisa desenvolveu um
dispositivo para detectar o nivel de lactato através de reacdo enzimadtica e deteccdo de sinal
elétrico com potencial de aplica¢do no atendimento aos pacientes com risco de sepse.
Neste trabalho foram produzidos seis dispositivos através de diferentes dimensdes do design,
utilizando substrato de papel fotografico e lamina de silicio. Materiais condutivos como
Aluminio, Tinta de Nanoparticulas de Prata, Ouro e Grafeno foram depositados sobre os
substratos através de métodos de deposi¢ao manual, serigrafia, impressdo, transferéncia térmica
e microfabricacdo. Todas as construgdes produzidas foram caracterizadas e submetidas a
medidas elétricas para diferenciar as concentragdes de lactato através da mudanga da corrente
elétrica detectada por cronoamperometria a partir de uma reagdo de oxirreducao.
Os dispositivos construidos com o método de microfabricagdo, utilizando ouro como material
condutivo apresentaram melhor capacidade para diferenciar concentragdes de lactato com base
no aumento da corrente elétrica em relacdo ao aumento de concentragao de lactato. Sendo
assim, € possivel prospectar que, apds um estudo de validagao clinica com amostras bioldgicas,
essa tecnologia terd aplicabilidade no cendrio de atendimento aos pacientes com suspeita de
sepse ou outras doengas consideradas tempo-dependentes para detectar os niveis séricos de
lactato.

Palavras-chaves: Point-of-care, lactato, biomarcador, sepse, dispositivo.
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1 INTRODUCAO

O lactato ¢ um produto da via glicolitica anaerdbica, onde o envolvimento do oxigénio
ndo € necessario para sua producdo. Esse metabodlito ¢ fundamental para a manutencio
glicémica em situagdo de baixa energética celular, sendo responsavel pela ativagdo da
gliconeogénese via ciclo de Cori (ANDERSEN et al., 2014). Sua producao ¢ fisioldgica na
maioria dos tecidos, com producdo em larga escala no musculo esquelético, mais
especificamente nas fibras musculares de contracdo rapida. Essa produgdo ¢ continua e
equilibrada, o que mantém niveis sanguineos de lactato em torno de 1,5 mmol/L em individuos
saudaveis (DRABEN, 2018).

No entanto, niveis séricos elevados de lactato sao observados em alteragoes metabolicas
como na disfun¢do mitocondrial, insuficiéncia oxidativa e hipdxia, ou seja, quando hé baixa
quantidade de oxigénio nos mais diversos tecidos que geralmente ¢ associada a anormalidades
de perfusdo. Essa condigdo ¢ frequente em pacientes com sepse, por exemplo, considerados
criticamente doentes. (HAAS et al., 2016).

A relagdo do aumento da produgdo de lactato na sepse € consequéncia do fornecimento
de oxigénio prejudicado, alterado ou de um desequilibrio geral entre sua oferta e as
necessidades teciduais metabdlicas. (DRABEN, 2018). Ainda, a elevacdo do lactato sanguineo
¢ considerada como um biomarcador de risco de sepse quando somada aos demais critérios que
compde o consenso SEPSE-3, publicado em 2016 pela New England Journal of Medicine e
amplamente adotado no mundo. (LEVY; EVANS; RHODES, 2018).

A efetividade da mensuracao do nivel desse biomarcador para suspeita de risco de sepse
foi verificada em um estudo observacional publicado pelo Intensive Care Med. O estudo avaliou
14.040 pacientes, sendo que 412 tinham pelo menos uma determinagdo no nivel de lactato
considerada grave (> 10 mmol/L) durante a interna¢do na Unidade de Terapia Intensiva (UTI).
(HAAS et al., 2016).

A elevacao nos niveis de lactato também foi associada a uma maior taxa de mortalidade
nos pacientes avaliados pelo escore National Early Warning Score (NEWS), utilizado para
determinar a gravidade clinica. Pacientes com pontuagdo NEWS superior a 4 foram divididos
em dois grupos, um que indicava nivel de lactato sanguineo inferior a 2 mmol/L e outro entre
2 mmol/L e 4 mmol/L. O segundo grupo, cujo nivel de concentracdo de lactato mostrou-se
superior, apresentou maior mortalidade (21% versus 16%). (WORLD HEALTH
ORGANIZATION (WHO), 2018a, 2018b).



A falta de acesso ao exame de lactato em paises de baixa a média renda vai além da sua
inexisténcia em ambientes extra hospitalares. Conforme apontado pela literatura, o diagnostico
de choque séptico ndo pode ser realizado em alguns desses paises usando as definigdes do
SEPSE-3 pela indisponibilidade da determinacdo dos niveis de lactato sanguineo. (WHO,
2018a, 2018b).

Ainda ¢ um desafio importante na gestao de sepse a triagem e diagndstico pré-hospitalar
conforme publicado na [International Journal of Infectious Diseases. (RELLO;
LEBLEBICIOGLU, 2016). O acolhimento e classificacao de risco nesses servi¢os usualmente
contam com a presenca da equipe de enfermagem. Os profissionais da saude (enfermagem e
demais) tém acesso a poucas informagdes (temperatura corporal, pressao arterial e alteragdes
cardiacas e respiratérias) para fazer o reconhecimento precoce e estratificacao de risco da sepse.
Biomarcadores sanguineos como lactato ndo estdo frequentemente disponiveis fora dos
ambientes hospitalares, locais onde as primeiras manifestagdes de sepse e choque devem ser
identificadas para que as tomadas de decisdes sejam antecipadas. (RELLO;
LEBLEBICIOGLU, 2016).

Por outro lado, a disponibilidade e utilizacdo de testes de nivel de lactato a partir de
dispositivos portateis, também chamados de point-of-care (POC), tem aumentado em todo o
mundo, especialmente em emergéncias, uma vez que sao simples e de facil execugdo. Além
disso, esse tipo de dispositivo permite o resultado rapido agilizando a tomada de decisao.
(EDWARD et al., 2019).

Hoje a deteccao de lactato nos laboratdrios de analises clinicas acontece, na maior
parte das vezes, por reagdes enzimaticas que tem detec¢do por absorbancia (luz). No entanto,
esse método ¢ dificil de reproduzir em dispositivos POC. Em contrapartida, a detecgado elétrica
¢ uma alternativa viavel e acurada para a quantificacdo da troca de elétrons que acontece na
reagdo enzimatica. Sendo assim, ¢ utilizada na mensurag¢do da concentragdo de lactato através
da reacdo enzimatica nos citados dispositivos.(WALKER, 2009).

Disponibilizar a mensuracdo de lactato no ponto de atendimento em ambientes pré-
hospitalares, ou na atengdo primaria, permite que encaminhamento de casos graves seja mais
agil e mais rapido, contribuindo para decisdes compartilhadas pela equipe de saude e
impactando em taxas morbimortalidades reduzidas. (MORRIS ez al., 2017).

Com base no proposto, ¢ evidente que a determinacdao do nivel de lactato por
dispositivos POC em casos suspeitos de risco de sepse contribui para qualificacdo do cuidado,
reducdo da mortalidade e melhor qualidade de vida dos pacientes. Contudo, esses equipamentos

ainda ndo apresentam um custo acessivel para paises de baixa e média renda, como o Brasil,



mas a elaboragdo local da tecnologia pode facilitar o acesso a ela. Assim, a presente pesquisa
investe no desenvolvimento de um dispositivo POC para detectar o nivel de lactato com

potencial de aplicagdo no atendimento aos pacientes com risco de sepse.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Desenvolver um dispositivo capaz de detectar o nivel de lactato através de reagdo

enzimatica ¢ detec¢ao de sinal elétrico.

1.1.2 Objetivos especificos

Foram definidos os seguintes objetivos especificos:

a) comprovar o funcionamento do dispositivo através de prova de conceito;
b) investigar substratos, materiais condutivos e design dos eletrodos na fabricagdo do

dispositivo

1.2 Justificativa

O esfor¢o da pesquisa ¢ investir no desenvolvimento de um dispositivo biocompativel
para monitorar as propriedades elétricas de reacao enzimatica pela transformacao do lactato em
acido latico em amostras. A detec¢do de niveis séricos de lactato representa um importante
parametro na avaliagdo de suspeita de risco de sepse e outras doengas consideradas agravos
tempo-dependente. Sendo assim, a determinacdo de lactato rapida e portatil pode ser uma
ferramenta a contribuir na tomada de decisdo clinica, pois um teste laboratorial de boa acuracia
gera maior assertividade nas intervengdes da equipe de saude.

Na sequéncia, o desenvolvimento dessa tecnologia possibilita a implementacdo do
dispositivo POC no atendimento pré-hospitalar, o que agiliza a tomada de decisdo e impacta na
reducdo da morbimortalidade, consequentemente repercutindo na gestdo do cuidado em satde
nesse cendrio. Ainda que existam no mercado outros produtos destinados a esse proposito, o
elevado custo (prego médio de R$1.200,00 do leitor e R$25,00 cada tira teste) e a falta de

validagdo no cendrio brasileiro dificulta o uso em larga escala no pais. Sendo assim, a atuacao



da industria local na producdo desses dispositivos, com validagdes locais, pode impactar em

melhores ferramentas para o cuidado em saude.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

A fundamentacao tedrica que embasa esse projeto descreve o contexto do metabolismo
do lactato, a hiperlactemia associada a sepse, método padrao ouro para deteccdo de lactato em
laboratorios clinicos, dispositivos de lactato point-of-care comerciais, desenvolvimento de

biossensores e suas vantagens na aplicagdo em cendrios de urgéncia e emergéncia.
2.1 Metabolismo do lactato

O substrato energético mais utilizado pelo corpo humano ¢ a glicose. A sua quebra em
piruvato e posterior oxidagdo ocorre pela glicolise aerobia, onde observamos o oxigénio sendo
o aceptor final de elétrons. Essa ativacao ocorre em duas etapas: a primeira no citosol da célula,
onde uma molécula de glicose ¢ degradada em duas moléculas de piruvato, produzindo
trifosfato de adenosina (ATP) e nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH), um intermediario
oxidativo importante; e segunda etapa na mitocondria, onde o piruvato citosolico ¢ convertido
em Acetil-CoA e disponibilizado na matriz mitocondrial para seguir o Ciclo de Krebs e Cadeia
Transportadora de Elétrons (CTE), produzindo aproximadamente de 30 a 32 moles de ATP por
mol de glicose. Figura 1. Todo esse processo oxidativo ¢ regulado pela disponibilidade de
oxigénio celular, pois a producdo de ATP ¢ dependente da presenca do oxigénio como aceptor

final dos elétrons na CTE.

Figura 1 — Metabolismos do lactato sem envolvimento de oxigénio e com envolvimento

de oxigénio
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Contudo, quando ocorre qualquer tipo de restrigdo na disponibilidade de oxigénio
celular, o metabolismo dispara uma regulagdo energética, onde ativa a glicolise anaerdbia, ou
seja, producdo aumentada de lactato em decorréncia da restrigdo de oxigénio e
consequentemente inibi¢do da CTE. Nessa via, a enzima lactato-desidrogenase (LDH), utiliza
o NADH para a reducdo do piruvato a lactato, que logo apos ¢ liberado no sangue, produzindo
apenas 2 moles de ATP por mol de glicose. (HAAS et al., 2016).

Esse mecanismo pode ser observado em alta velocidade em tecidos como musculo
esquelético e cardiaco, nos quais o lactato, liberado na corrente sanguinea, ¢ captado pelo figado
e utilizado para sintetizar glicose através da gliconeogénese, que volta para circulagdo
sanguinea. A circulacdo de lactato e glicose entre os tecidos periféricos e o figado ¢ chamada
de Ciclo de Cori. Ambas as rotas podem ocorrer simultaneamente, dependendo da demanda e
da fisiologia de cada tecido. (BLOHM; LAI; NEAVYN, 2017).

Neste sentido, a producdo de lactato ¢ uma parte da homeostasia do metabolismo. Ela
ocorre em todas as células do corpo humano, com a maior producao nos musculos pelas fibras
de contracdes rapidas, nos eritrocitos e durante o metabolismo de carboidratos. A sintese de
lactato ndo envolve o uso de oxigénio, mesmo ele podendo estar presente e disponivel na célula.
(HAAS et al., 2016). Em condigdes fisioldgicas, os niveis de producdo de lactato sdo de
aproximadamente 1,5 mmol/L em individuos saudaveis. (DRABEN, 2018).

Na auséncia de doenga, niveis elevados de lactato no sangue podem estar associados ao
exercicio fisico ou pode ser resultado de fornecimento de oxigénio prejudicado, alterado ou um
desequilibrio geral entre a oferta de oxigénio e as necessidades teciduais de consumo que,
quando aumentada, pode ser quantificada em >2,0 mmol/L em pacientes doentes. (DRABEN,

2018).

2.2 Hiperlactemia associada a sepse

A sepse atinge mais de 30 milhdes de pessoas em todo o mundo a cada ano. Essa
ocorréncia estd aumentando a uma taxa anual de 1,5%, tornando-se uma preocupagdo global
significativa na area da saude. (WHO, 2018a, 2018b). Dados apontam que, no Brasil, uma
média de 600 mil novos casos de sepse surgem por ano com aproximadamente 16% de
mortalidade. Ainda, a sepse € a principal causa de morte nas UTI’s e de dbito tardio hospitalar,
chegando em torno de 60% dos casos no pais. (SILVA; SOUZA, 2018). O custo mediano de
UTI para o sistema de saude é de U$9.632 por paciente, o que foi evidenciado em um estudo

brasileiro realizado em 21 UTI’s de hospitais privados e publicos. (TANIGUCHI et al., 2014).
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A causa médica mais comum de hiperlactatemia ¢ hipdxia tecidual, como € o caso de
sepse grave, convulsdo ou trauma. Niveis séricos elevados de lactato, entre outras
representacoes, ocorrem em situagdes patologicas como na disfungao mitocondrial e hipdxia,
que sdo associadas a anormalidades de perfusdo frequentes em pacientes criticamente doentes.
(BLOHM; LAI; NEAVYN, 2017).

Sob condigdes patologicas, as células produzirdao ATP pela decomposi¢ao da glicose via
glicolise anaerdbica sem envolvimento de oxigénio, convertendo piruvato em lactato ao invés
de acetil-CoA. Sendo assim, na sepse o piruvato ¢ produzido mais rapidamente do que pode ser
transformado em acetil-CoA pelo complexo enzimatico piruvato desidrogenase mitocondrial
(PDH), que regula essa conversdo nas mitocondrias. A fun¢do da PDH foi relacionada como
prejudicada na sepse. (GARCIA-ALVAREZ; MARIK; BELLOMO, 2014). Isso aumenta a
concentragdo celular de piruvato, que por sua vez eleva a producdo de lactato por um efeito de
massa. (GARCIA-ALVAREZ; MARIK; BELLOMO, 2014).

Também existe uma relacao entre hipoxia tecidual e a produgdo aumentada de lactato,
ja que ocorre a redu¢do dos componentes da liberagdo sist€émica de oxigénio (nivel de
hemoglobina, saturacdo de oxigénio e débito cardiaco). Além disso, dados clinicos indicam a
relagdo entre a baixa concentracdo de oxigénio e o aumento dos niveis de lactato. (BAKKER;
NIJSTEN; JANSEN, 2013; FRIEDMAN et al., 1998; OSPINA-TASCON; MADRINAN-
NAVIA, 2015).

Esse fendmeno esta presente na fase inicial de ressuscitacdo de uma doenga critica,
sugerindo que a ressuscitagcao volémica melhora um estado de consumo de oxigénio dependente
do suprimento e, portanto, a hiperlactatemia, pressupondo que o aumento macro do fluxo
sanguineo pode incrementar o transporte convectivo de oxigénio para os tecidos. Dessa forma
mantém-se a respiracdo celular e, consequentemente, a fun¢do dos oOrgdos. (BAKKER;
NIJSTEN; JANSEN, 2013; FRIEDMAN et al., 1998; OSPINA-TASCON; MADRINAN-
NAVIA, 2015).

Como a troca de oxigénio ocorre na microcirculagdo, alteracdes na perfusdo
microcirculatéria também podem resultar em disponibilidade limitada de oxigénio.

A sepse ¢ uma doenca que envolve desregulacdo do processo inflamatorio normal,
caracterizada por uma liberagdo descontrolada de mediadores pro-inflamatérios que, junto a
descarga de toxinas de bactérias, pode induzir lesdo tecidual generalizada ou desvio micro
circulatorio. Como consequéncia, a entrega de oxigénio ¢ insuficiente para a célula,
aumentando assim os niveis de lactato na corrente sanguinea. Sendo assim, a ressuscitagao

volémica melhora a perfusdo circulatéria e tem sido correlacionada a uma redug@o nos niveis
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de lactato em pacientes com choque séptico. (BAKKER; NIJSTEN; JANSEN, 2013; RHODES
etal., 2017).

Os niveis elevados de lactato no sangue tém sido relacionados a morbimortalidade. Em
uma recente avaliagdo de tecnologia em saude sobre a avaliagdo dos niveis de lactato em
pacientes criticos, foi mostrado que tanto no departamento de emergéncia quanto nas UTI’s os
niveis de lactato sanguineo t€ém um lugar na estratificagao de risco. Nao apenas as medigoes
pontuais estao relacionadas ao resultado, mas também a duragdo e a &rea sob a curva do aumento
dos niveis de lactato estdo relacionadas a morbidade (faléncia de 6rgdos) e a mortalidade em
diferentes grupos de pacientes. (BAKKER; NIJSTEN; JANSEN, 2013).

Além disso, ha evidéncias de disfungdo mitocondrial na sepse sendo que essa pode
ocorrer através de diversos mecanismos. Dentre os mais relacionados estao a inibig¢ao reversivel
do complexo da cadeia transportadora de elétrons, inibi¢do oxidativa da desidrogenase
mitocondrial e desacoplamento da respiracdo celular. Todos os citados podem resultar em
hipdxia, ndo pela deficiéncia de oxigénio e sim pela dificuldade de sua absor¢do mitocondrial.
(SALOMAO et al., 2019; YIN et al., 2019).

Um estudo avaliou a relagdo da disfungdo mitocondrial na sepse através da biopsia de
musculo esquelético de 28 pacientes gravemente enfermos. As concentragdes de ATP
encontradas foram significativamente menores nos 12 pacientes com sepse, que posteriormente
morreram, do que nos outros 16 sépticos que sobreviveram. As baixas concentragoes de ATP
foram diretamente relacionadas com a disfungdo mitocondrial que prejudica a sua produgdo
celular. O resultado dessa investigagdo indica uma correlagdo direta entre disfungdo
mitocondrial e um maior indice de mortalidade por sepse. (BREALEY MRCP et al., 2002).

Uma meta-analise de 647 pacientes demonstra uma evidéncia moderada de reducao da
mortalidade quando usada uma estratégia de deteccdo de lactato precoce em comparacdo com
o cuidado habitual. (RHODES et al., 2017). O reconhecimento prévio do quadro ¢ de extrema
importancia para o inicio imediato do tratamento. Conforme demonstrado por estudo publicado
no New England Journal of Medicine, cada hora de atraso no inicio da interveng¢do faz o risco

de mortalidade aumentar em 9%. (RHODES et al., 2017).

2.3 Métodos de deteccao de lactato

A deteccdo de lactato sanguineo ¢ realizada atualmente através de um método

padronizado.
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2.3.1 Método padrao ouro espectrofotométrico

O principio do método utilizado atualmente para deteccdo dos niveis de lactato ¢ o
espectrofotométrico enzimatico. Utilizando kits comerciais, ¢ possivel mensura-lo com
diferentes reagdes. Em uma delas, ele ¢ oxidado em 4cido pirtivico pela lactato desidrogenase
(LDH) usando NAD, que ¢ reduzido a NADH. Este, por sua vez, absorve 340 nm da luz emitida
pelo espectrofotometro, sendo a quantidade absorvente diretamente proporcional a
concentragdo de lactato na amostra analisada. De outra forma, essa mensuragdo pode ser feita
através da medicao de H>O> gerado a partir de oxidacao aerdbia com uso de oxigénio do lactato
pela lactato oxidase (LOx). O corante resultante (cor rosa) absorve 520 nm da luz emitida, que
¢ diretamente proporcional a quantidade de lactato. (PUNDIR et al., 2016).

A detec¢do da reagdo enzimatica por espectrofotometria envolve a absor¢do da luz pelas
solucdes. Tal concentracdo da substancia absorvente ¢ proporcional a quantidade de luz
absorvida. Diferentes comprimentos de onda podem ser detectados nesses equipamentos,
variando do infravermelho ao ultravioleta e atravessando a faixa do visivel. (WORSFOLD;
ZAGATTO, 2017).

Para realizar a mensuragdo do nivel de lactato pelo método de reagdo enzimatica
detectada por espectrofotometria, € necessaria a coleta por venopungao em tubo fluoretado,
centrifuga para a separacao do plasma (analito utilizado na quantificacao), kit comercial de
reagente para reacao enzimatica de lactato, banho maria para aquecimento amostral de 37 °C,
pipeta, cronometro, fotometro capaz de medir exatidao de absorbancia em 550 nm (530 nm a
570 nm) e profissionais habilitados. (LAB TESTE, 2016). O custo do teste para os pacientes ou
sistema de satde no Brasil fica na faixa de R$11,54, podendo sofrer ajustes conforme o
laboratorio de analises clinicas. O tempo até a liberagdo do laudo com o resultado do nivel do

marcador pode chegar a 4h. (TABELA...2020).

2.3.2 Dispositivos para determinagdes a ponta de dedo

Os dispositivos point-of-care permitem uma aquisi¢ao de informagdes mais eficaz
porque derrubam os dois principais desafios da relacdo entre a mensuragdo do lactato e os
quadros de sepse: tempo e espaco. Isso porque essas solugdes proporcionam a obtengao de
diagnosticos rapidos e podem ser realizadas em quase todos os lugares, possibilitando uma
tomada de decisdo mais assertiva e antecipada nos quadros clinicas de hiperlactemia. Em casos

onde o atendimento otimizado ¢ iniciado tardiamente, os dispositivos POC poderiam acelerar
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os processos, consequentemente modificando os desfechos dos pacientes, principalmente em
naqueles com suspeita de sepse, a doenca que mais mata no mundo todo. (REDDY et al., 2018).

Dois estudos comprovaram que o uso de POCs reduz o tempo do resultado da
mensuracdo do nivel de lactato no ponto de atendimento. Uma das investigagdes citadas
demonstrou reducgdo significativa com média de 122 a 34 minutos para obter o resultado. Na
outra, foi possivel adquirir um resultado de lactato em <1 hora quando aplicado teste no ponto
de atendimento. (MORRIS et al., 2017). Em estudo comparativo, a introducao da medigao de
lactato utilizando dispositivos POC reduziu o tempo de disponibilidade dos resultados para 88
minutos em relacdo ao laboratério de analises clinicas. Consequentemente, a reducao
significativa no tempo para detectar o nivel de lactato impactou no periodo necessario para
administracao de fluidos intravenosos, diminui¢ao das taxas de admissao na UTI ¢ mortalidade
hospitalar de 19% para 6% em pacientes com suspeita de sepse. (SINGER et al., 2014).

Tratando de mortalidade, um estudo com POC em um aero moével para transporte de
pacientes evidenciou que os sobreviventes tiveram um nivel médio de lactato de 5,1 mmol/L e
0s nao sobreviventes apresentaram um valor médio de 8,6 mmol/L. (MULLEN et al., 2014).

Para avaliar a efetividade dos POCs com aplicagdo de mensuracdo de lactato, foi
publicado um estudo de centros médicos que tinham pelo menos um resultado de nivel de
lactato usando o analisador i-Stat dentro de 1h da chegada ao Servigo de Emergéncia. O numero
médio dos 387 pacientes inscritos foi de 3,2 + 3,6 mmol/L. Duzentos e cinco (53%)
apresentaram lactato > 2 mmol/L (elevado). Com isso, a investigagdo concluiu que o nivel de
lactato parece ser um teste para alertar os profissionais de pacientes criticos com risco de sepse
quando combinado a um POC. A tecnologia POC, portanto, ¢ menos invasiva e agiliza
intervengoes pela capacidade de detectar o nivel do analito mais rapido que a técnica usada no
laboratorio de andlises clinicas. (EDWARD et al., 2019). Quando comparada a métodos
laboratoriais de mensuracdo, de acordo com estudo sobre ABL90, i-STAT e StatStrip,
demonstra boa concordancia de resultado. (TOLAN et al., 2017).

Comercialmente ¢ possivel encontrar dispositivos ou biossensores eletroquimicos que
mensuram o nivel de lactato como, por exemplo, StatStrip Xpress® e Accutrend Plus Roche®,
indicados para uso hospitalar e controle doméstico. Como o lactato ¢ o principal indicador de
condicionamento com uso de oxigénio para atletas e treinadores, servindo como preditor chave
de desempenho, alguns desses dispositivos sao destinados somente ao monitoramento de

desempenho esportivo, excluindo a utilizagao em sistemas de satde.
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Figura 2 — Point-of-Care para detecc¢ao de lactato StatStrip Xpress®

Fonte: Nova Biomedical (2019).

Figura 3 — Point-of-Care para detecc¢ao de lactato Accutrend Plus Roche®

Fonte: Roche Diagnostics (2021).

No quadro 1 estdo representadas tecnologias que medem o nivel de lactato sanguineo
disponiveis comercialmente. As especificagdes descritas consideram suas aplicagdes de uso,
tipo de amostra utilizada e tempo de entrega do resultado do nivel do analito. Seguem os

principais dispositivos encontrados na literatura para detec¢ao de lactato.
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Quadro 1 — Point-of-care comercial para mensurar nivel de lactato

Produto Aplicagao Amostra Tempo do Referéncia
resultado
StatStrip Detecta e 0,6 ul de 13 segundos | https://www.novabio.us
Xpress® monitora sangue capilar /pt/statstrip-
Medidores niveis de lactate/index.php
de lactato lactato
Accutrend Detecta e 15-50 puL de 60 segundos | https://diagnostics.roch
® Plus monitora sangue capilar e.com/global/en/produc
system lactato e outros ts/instruments/accutren
biomarcadores d-
plus.html#productSpecs
Lactate Monitora o 0,2 ul de 10 segundos | https://www.ekfdiagnos
Scout 4 desempenho | sangue capilar, tics.com/lactate-
esportivo scout.html
Lactate Plus Monitora o Nao descreve 13 segundos | https://novabiomedical.
Meter desempenho com/lactateplusmetersto
esportivo re/
I-stat Cartuchos para | 2 a3 gotas de 2 minutos https://www.pointofcar
marcadores sangue e.abbott/us/en/offerings
/istat/istat-handheld
ABL90 Analise de 65ulL 35 segundos | https://www.radiometer
(RA- gases .pt/pt-pt/produtos-e-
diometro, sanguineos, s0lu%C3%A7%C3%B5
Bronshoj, incluindo es/an%C3%A 1lises-de-
Dinamarca) lactato gases-no-
sangue/analisador-de-
gases-no-sangue-abl90-
flex

Fonte: Elaborado pela autora.

2.4 Metodologia elétrica para mensurar lactato

Os biossensores podem apresentar diferentes formas de funcionamento e sdo capazes de

medir mudanca de densidade, colorimétrica ¢ fluorescéncia, mas os biossensores

eletroquimicos sdo integrados a transdutores que medem a oxidagdo ou a redugao de um analito.
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(WALKER, 2009). Estes sao construidos por um sistema de reconhecimento (que usualmente
envolve uma enzima com adequada especificidade pelo analito) e um transdutor responsavel
por identificar o sinal elétrico decorrente da reagdo quimica (enzima-substrato). O uso da
deteccao elétrica tem como principal caracteristica uma maior sensibilidade analitica.
(WALKER, 2009).

Para detectar o lactato através de reagOes enzimaticas, usualmente sao utilizadas lactato
oxidase (LOD) e lactato desidrogenase (LDH) nos dispositivos eletroquimicos. Tanto a LOD
quanto a LDH catalisam a oxidagdo do lactato em piruvato. Em um biossensor a base de LDH,
a catalizacdo depende da presenca do cofator nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD+).
Essa abordagem tem algumas vantagens, pois ndo depende do oxigénio e ¢ mais seletiva do que
LOD para lactato. Por outro lado, os inconvenientes incluem a instabilidade do reagente e a alta
reversibilidade da reagdo entre lactato e acido piruvico na presenga de coenzima NADH.
(CHAN, et al 2017).

A oxidacdo e a reducdo sdo dependentes, pois, respectivamente, hd perdas e ganhos de
elétrons de uma para outra. Durante a desidrogenacao, dois elétrons e dois ions hidrogénio (o
equivalente a dois atomos de hidrogénio) sdo removidos do carbono do lactato, formando
piruvato. Nas células, a reacdo ¢ catalisada pela lactato-desidrogenase, ¢ os elétrons sdo
transferidos para o cofator dinucleotideo de nicotinamida-adenina (NAD). Essa reacao ¢
totalmente reversivel porque o piruvato pode ser reduzido pela transferéncia dos elétrons do
cofator. (NELSON; COX, 2014).

A lactato oxidase (LOD) ¢ amplamente utilizada em biossensores de lactato por causa
de sua reacdo simples, sendo ela a responséavel por catalisar a oxida¢do do lactato em piruvato.
Na presenca de O; dissolvido, a enzima pode ser reoxidada, libertando H>O». Este ultimo
produto pode ser oxidado na superficie do eletrodo restaurando a concentragdo anterior de O»
e resultando em uma corrente proporcional a quantidade de lactato dissolvido. Reagdes
quimicas e eletroquimicas envolvidas por enzimas podem ser resumidas pelas figuras abaixo.

(ROMERO et al., 2010).
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Figura 4 — Reagdo de oxidagao-redugdo por LDH

2H* :rZe— 0
OH 0 ) ‘ R ” //O
CH3-CH-C\’ ) CH3-CH-C?
O- < -
Lactato 2HT + 2e- Piruvato
Lactato-Desidrogenase (LDH)
Fonte: Adaptada de Nelson e Cox (2014).
Figura 5 — Reagdo de oxidagao-redugido por LDH
20+2H T + 2e- o
OH ,/O — > I ,/O
CH3-CH-C . CH3-CH-C?
Lactato 20+2H + 2e- Piruvato

Lactato-Oxidase (LOD)

Fonte: Adaptada de Nelson e Cox (2014).

Legenda: Essa movimentacao de elétrons € o que sera identificado pelo transdutor, sendo proporcional
a concentragdo de lactato na amostra.

Um dos mecanismos de operagao dos POCs existentes para detectar lactato ¢ baseado
na geragdo de ions (CH3COO-, H + e HCO3-) resultantes da oxidacdo de L-lactato a partir da
reacdo enzimatica por lactato oxidase ou lactato desidrogenase. Consequentemente, essas
cargas podem ser monitoradas por medigdes elétricas. (CHAN, et al., 2017).

Quando a transferéncia de carga da ligacao entre enzima e analito ocorre, ¢ possivel
determinar a taxa de transferéncia de elétrons. Isso, por sua vez, depende do consumo de
oxidantes e producdo de redutor perto da superficie do eletrodo, o que pode estar diretamente
ligado a proporcionalidade de um marcador investigado, como o lactato, por exemplo.
(MALHOTRA; PANDEY, 2017).

Na literatura sdo apresentados biossensores eletroquimicos desenvolvidos a partir de um
transdutor que mede um sinal resultante de reagdes enzimaticas (ions). Essa mensuragdo pode

ocorrer através de medida de cronoamperometria cuja fungao ¢ avaliar a mudancga de corrente
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elétrica no tempo. O referido método tem demonstrado uma forte relagdo linear entre a corrente
medida e concentragdes de analitos, principalmente em reagdes de oxirreducao. (WALKER,
2009).

Por isso o esfor¢o do presente trabalho foi desenvolver dispositivos para detectar os
niveis de lactato, para isso foram realizadas fabricagdo de eletrodos utilizando material
condutivo e avaliada a mudanc¢a dos ions na solu¢do contendo lactato. Dessa maneira foi
possivel mensurar o nivel de lactato aplicando uma perturbagdo elétrica nos eletrodos e
avaliando o comportamento da corrente elétrica com uso de equipamentos Potenciostato e
Parameter Analyzer. A enzima lactato oxidase foi responséavel pela conversao de lactato para
piruvato e os ions gerados nessa reacao alteram a corrente elétrica pela modificagdo de cargas
na superficie do eletrodo. Para fins de prova de conceito, foi avaliado a correlagao entre as

correntes geradas e as concentragdes de lactato.
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3 METODOLOGIA

O presente trabalho se refere ao desenvolvimento de um produto tecnologico
desenvolvido no contexto do Mestrado Profissional em Enfermagem em parceria com o
Instituto de Semicondutores (ITT Chip), ambos pertencentes a UNISINOS. Ele tem
aplicabilidade no cuidado em enfermagem, pois agiliza a tomada de decisao do profissional nas
condigdes que envolvem alteragdes do nivel de lactato sérico, como na sepse. Por fim, ressalta-
se que o produto oriundo desse projeto esta alinhado ao Cuidado em Saude e em Enfermagem,
linha de pesquisa do referido programa de Po6s-Graduagdo, e ¢ um produto de inovagao

tecnoldgica em satide com potencial de deposito de propriedade intelectual.

3.1 Construciao do dispositivo

Os dispositivos foram projetados através de diferentes designs, substratos, materiais
condutivos, métodos de deposi¢do com base na literatura e na experiéncia prévia do grupo.
(FERNANDES et al., 2020; SCHUCK et al., 2021. Além disso, foram submetidos a
experimentos para determinar as concentragdes de lactato através de medidas elétricas. A figura
6 apresenta o fluxo de metodologia utilizado nesse projeto. Os codigos no fluxo indicam as

se¢oes correspondentes de cada item da metodologia.
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Figura 6 — Fluxo metodolégico dos dispositivos

Fluxo para contrugdo dos dispositivos
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Escolha de Designs dos Escolha do Escolha do Escolha do
materiais eletrodos método de substrato de delimitador da
condutivos deposicio deposigio amostra

Fluxo para os experimentos dos dispositivos

Caracterizagio Escolha das Caracterizagio Analise do Reagdo
com PBS condigbes de  com concentragdio melhor método  enzimdtica
medicio de lactato de construcdo

Fonte: Elaborada pela autora.

3.1.1 Materiais

Para producao dos dispositivos, utilizou-se Papel fotografico EPSON A4 210 x 297 mm
e Laminas de Silicio como substratos. Os materiais condutivos escolhidos foram tinta de
nanoparticulas de prata desenvolvido por um grupo parceiro (FERNANDES et al., 2020),
aluminio em ribbon (Metallograph®), alvo de ouro com didmetro de 6 polegadas
Microchemicals® e Oxido de grafeno em pasta (2DM) (Apéndice A). Como materiais isolantes
para construcdo do delimitador da amostra, utilizou-se vinil e PDMS (polidimetilsiloxano)
(Apéndice B).

Os reagentes utilizados para os experimentos de caracterizagdo e prova de conceito
foram: solugdo de PBS pH 7,4 (Apéndice C) e Kit de Lactato Enzimatico comercial da marca
Labtest® contendo, no Monoreagente, reagente 1 com tampao 50 mmol/L pH 7,2, 4-
aminoantipirina >0,05 mmol/L peroxidase >1000 U/L e conservantes, reagente 2 com tampao
50mmol/L Ph 7,2, lactato oxidase >1000 U/L, N-etyl-N-(2-hydroxy-3-sulfopropyl)-3-

metyllaniline (TOOS) >1,5 mmol/L e conservante e solu¢ao padrdo de lactato com 40mmol/L.
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3.1.2 Fabricagdo dos dispositivos

Os eletrodos dos dispositivos foram projetados no software AutoCad® e CleWin® com

diferentes dimensdes apresentadas na Figura 7.

Figura 7 — Design utilizado para construgdes

Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: A figura representa o design utilizado para as constru¢des

No quadro abaixo estdo apresentadas todas as condi¢des que variaram na constru¢ao

dos dispositivos utilizados no estudo.

Quadro 2 — Quadro de dispositivos desenvolvidos

Cédigo da Design e Material | Substrato | Deposicio Delimitador | Equipamento Tensio Medicao Amostra
construcao dimensodes do | condutivo da amostra de Medicao aplicada
do eletrodo dispositivo analisada
1.0 E Tinta de Papel 5ul de tinta Vinil Potenciostato v i Acido
nanopartic | Fotografic | com pipeta Autolab Latico
ula de o
prata
1.1 = Tintade Papel Dimatix Vinil Potenciostato v i Acido
nanopartic | Fotografic Autolab Latico
ula de o
prata
2.0 IHE—E Aluminio Papel Zebra Vinil Potenciostato v i Acido
Fotografic Autolab Latico
0
3.0 E Ouro Wafer de Sputtering Vinil 0,6V i Acido
silicio Parameter Latico
analyzer
3.1 E Ouro Wafer de Sputtering PDMS Parameter 0,6V i Acido
silicio analyzer Latico e
Acido
Latico
com LOX
4.0 B Oxido de Papel Serigrafia Vinil Parameter 0,6V i Acido
Grafeno Fotografic analyzer Latico
0

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda de Simbolos: i: corrente, LOX: lactato oxidase, PDMS: polidimetilsiloxano, V: volt
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Nota: Os designs 1.0, 1.1, 2.0 e 4.0 possuem comprimento de 2,5 cm, altura 0,5 cm e espagamento entre
eletrodos de 1 mm. Ja os designs 3.0 ¢ 3.1 apresentam comprimento de 1,2 cm, altura 0,3 cm e
espacamento entre eletrodos de 0,5 mm.

3.1.3 Descrigao da construg¢ao

Na construcao 1.0 o design dos eletrodos foi delimitado com cera através de impressora
Colorqube® em substrato de papel fotografico brilhante premium e em seguida 5 uL de tinta
de nanoparticulas de prata foram depositados na drea sem cera. A cura do material depositado
foi feita a 100 °C por 1 hora. As camaras de depdsito de amostra foram padronizadas pelo uso
de vinil recortado por uma plotadora de corte Graphtec® CE 60000-40 com velocidade 10 cm/s,
aceleracdo 1 e pressao 27, sendo depois alinhadas sobre o par de eletrodos. Houve repeti¢dao do
procedimento para as construgdes 1.1, 2.0, 3.0 e 4.0.

Na constru¢do 1.1 manteve-se o mesmo material condutivo, substrato e processo de
cura. A diferenga foi a deposicdo do material condutivo, realizado com o equipamento
Dimatix® DMP 2850.

Na construgao 2.0 o material condutivo dos eletrodos foi transferido usando um ribbon
de aluminio através da Impressora de Etiquetas Térmica Zebra® ZT230 em papel fotografico
com velocidade 2.5 cm/s e intensidade de transferéncia de 30.

Para fabricagdo dos eletrodos na construgdo 3.0, empregou-se a técnica de
microfabricacdo /ift off, que consiste na realizacdo de aberturas no fotorresiste conforme a
geometria desejada e posterior deposito do metal. O processo finalizou com a remog¢do do
fotorresiste. Como substrato, foi utilizada uma lamina de Silicio contendo uma camada fina de
Diodxido de Silicio (Si0;) para isolar os eletrodos do Silicio. Ap6s uma limpeza inicial, o
fotorresiste foi depositado com o uso de um spin coater. Em seguida, foi pré-curado (soft bake)
por alguns minutos para evaporar solventes e melhorar a adesdo ao substrato antes da exposicao,
feita com um equipamento de gravagao direta (maskless), cujo comprimento de onda ¢ de 385
nm, disponivel no laboratorio. A remocao das areas nao expostas pela luz foi feita por meio de
um processo quimico. Para isso utilizou-se uma solucdo (reveladora) que dissolve o fotorresiste
ndo exposto. A etapa de metaliza¢do consistiu na deposi¢do de uma fina camada de metal por
meio de sputtering. Finalizou-se processo com a remoc¢ao completa do fotorresiste, que também
foi realizado por um processo quimico com solugdo indicada pelo fabricante do fotorresiste.

Na constru¢ao 3.1 os eletrodos foram fabricados usando a mesma técnica 3.0 de
microfabricacdo /ift off. Padronizou-se, porém, as camaras de deposito de amostra pelo uso de

PDMS recortado por um Cortador Circular Patch 6 mm, em seguida alinhando-as sobre o par



25

de eletrodos apds passar por um tratamento de superficie com Plasma de Oxigénio durante 1
minuto com 100W e 100 sccm.
Na construcao 4.0 os eletrodos foram definidos utilizando uma tela de serigrafia e pasta

de 6xido de grafeno sobre um substrato de papel fotografico.

3.1.4 Caracterizagao dos dispositivos

Os dispositivos foram caracterizados através da medicdo da corrente de uma solugdo
PBS pH 7,4 usando um equipamento Autolab® PGSTAT30 Potenciostat/Galvonstatic
Metrohm e uma Analisadora de Parametros Keithley® 4200A-SCS com aplicacao de diferentes
tensdes para cada material condutivo conforme descrito no Quadro 2. Os valores de corrente

obtidos com a solu¢ao tampao foram considerados como o valor zero, denominado “branco”.

3.2 Experimentos para prova de conceito

Caracterizacdes que auxiliaram na escolha da melhor constru¢do foram feitas antes da
realizacdo da reagdo enzimatica nos dispositivos. Assim, em soma a caracterizagdo com PBS

foi realizado outra com solucdes padrao de lactato, descritas a seguir no item 3.2.1.

3.2.1 Escolha dos eletrodos para reacdo enzimatica

Para determinar a constru¢do que melhor detecta diferentes concentragdes de lactato,
realizou-se também a caracterizacao dos dispositivos com a solugao padrao de lactato presente
no kit comercial. Para isso, ocorreu a mensuragdao da corrente elétrica aplicando diferentes
tensodes (de acordo com a construgdo). Nos designs 1.0, 1.1, 2.0 e 4.0 foi adicionado um volume
de 10 puL e nos designs 3.0 e 3.1 de 4 pL. Esse ajuste foi feito conforme a redu¢do de tamanho
do dispositivo.

O dispositivo que em 60 segundos de leitura de corrente elétrica apresentou uma
resposta de concentragdo foi selecionado para a proxima etapa (determinacdo da reacdo de

lactato enzimatico).
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3.2.2 Reagdo enzimatica

Para o experimento de deteccao da reacdo enzimatica, foi adicionado 3 pL do reagente
de trabalho e 1 pL da solu¢do padrdo de lactato na cdmara do delimitador de amostra do
dispositivo. As medicdes de corrente foram realizadas a partir da aplicagdo de uma tensao de

0,6 V durante 120 segundos.

3.3 Aspectos ¢cticos

O presente trabalho nao envolve seres humanos de forma direta ou indiretamente e por
isso é isento de encaminhamento ao Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos. O beneficio
previsto da pesquisa ¢ a geragdo de um dispositivo para deteccdo da concentragdo de lactato de
baixo custo e facil execucdo, que tem potencial de atender situagdes de urgéncia e emergéncia

ou beira de leito e ambientes extra hospitalares.
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4 RESULTADOS

Nesta secdo serdo apresentados os resultados dos dispositivos desenvolvidos quanto a

sua construcdo e medidas elétricas para prova de conceito.

4.1 Resultado das construcoes

As fotos apresentadas nas figuras abaixo ilustram os dispositivos desenvolvidos no

presente trabalho.

Figura 8 — Dispositivo de tinta de Nanoparticulas de Prata com construgao 1.0

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 9 — Dispositivo de tinta de Nanoparticulas de Prata com construcdo 1.1
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Fonte: Elaborada pela autora.



Figura 10 — Dispositivo de Aluminio com construgdo 2.0
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 8 — Dispositivo de Ouro com construgdo 3.0 e 3.1

gty

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 9 — Dispositivo de Grafeno com construcdo 4.0.

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.2 Resultado das medidas elétricas

Experimentos com PBS, solucdo de lactato padrao e reagdo enzimatica utilizando os

dispositivos desenvolvidos estdo descritos.

4.2.1 Caracterizagcao com PBS

Os graficos da Figura 13 representam o resultado da corrente no tempo ap6s a aplicagdo
de uma tensao elétrica. Os experimentos foram realizados com a adi¢ao de uma solugao de PBS
pH 7,4. A determinagao da corrente elétrica foi realizada através da aplicacao de um potencial
elétrico de 1V em todos os eletrodos construidos, exceto nos dispositivos de Ouro e Grafeno,

nos quais foi aplicado um potencial de 0,6 V.

Figura 10 — Caracterizacao dos dispositivos com PBS
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Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: A figura representa a medicdo da corrente elétrica de PBS em eletrodos construidos com
materiais condutivos diferentes. Os correspondentes sdo: A) Nanoparticulas de Prata, B) Aluminio, C)
Ouro e D) Grafeno. Os eixos x ¢ y dos graficos estdo em escalas diferentes porque as medidas de corrente
elétrica foram variadas por tensdes e equipamentos (Quadro 2).
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4.2.2 Caracterizacdo com solu¢do de lactato padrao

Os graficos da figura 14 representam o resultado da corrente no tempo em 60 segundos
apods a aplicagdo de uma tensdo elétrica. Os experimentos foram realizados com a adi¢do de
10ul de amostra em todos designs, exceto os dispositivos de Ouro 3.1 e 3.2 que foram
realizados com adi¢ao de 4ul. A determinagdo da corrente elétrica resultou da quantia de
elétrons disponiveis na amostra e da aplicagdo de um potencial elétrico de 1V em todos os

eletrodos construidos, exceto nos materiais de Ouro e Grafeno que foi aplicado ou 0,6 V.
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Figura 14 — Caracterizacdo dos dispositivos com solucao de lactato padrdo

A) Dispositivo de Nanoparticulas de Prata 1.0 B) Dispositivo de Nanoparticulas de Prata 1.1
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Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: Cada ponto no grafico representa a medig@o da corrente elétrica em 60 segundos de leitura por
diferentes concentragdes de solugdo padrdo de lactato. Portanto: (1) 2,5 mmol/L, (2) Smmol/L, (3)
10mmol/L, (4) 20 mmol/L e (5) 40 mmol/L em eletrodos construidos com materiais condutivos
diferentes e A) Dispositivo de tinta de Nanoparticulas de Prata com constru¢do 1.0 B) Dispositivo de
tinta de Nanoparticulas de Prata com construgdo 1.1 C) Dispositivo de Aluminio com construgao 2.0 D)
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Dispositivo de Ouro com construgao 3.0 E) Dispositivo de Ouro com construgdo 3.1 F) Dispositivo de
Grafeno com construcdo 4.0. Os eixos x e y dos graficos estdo em escalas diferentes porque as medidas
de corrente elétrica foram variadas por tensdes e equipamentos de aplicagdo (Quadro?2).

4.2.3 Medidas de corrente a partir de reagdo de lactato enzimatica

A reacdo enzimatica foi realizada na constru¢do 3.2 conforme os pré-requisitos
estabelecidos na metodologia. O grafico da figura 15 representa o resultado da corrente no
tempo apos a aplicacdo de uma tensdo elétrica de 0,6 V com adicdao de 3ul. de Reagente de
trabalho contendo a enzima LOX e luL de amostra de Acido Latico com concentragdes

diferentes em mmol/L.

Figura 15 — Corrente elétrica de Reagdo Enzimatica com diferentes concentracdes de lactato

nos eletrodos de Ouro
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: Foi aplicada uma tensdo de 0,6V através de agulhas no eletrodo em ouro utilizando um
equipamento Analisador de Parametros e a corrente foi mensurada durante o tempo. As linhas no grafico
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indicam as respectivas concentra¢des conforme legenda. O grafico A) demonstra a medig@o da corrente
elétrica de 40 segundos a 60 segundos e o grafico B) demonstra a visdo ampliada da medigao.

O gréfico da figura 16 representa o resultado da corrente no tempo em 60 segundos.
Também demonstra a medicdo da corrente elétrica de 40 segundos a 60 segundos apos a
aplica¢do de uma tensao elétrica de 0,6 V em eletrodos de Ouro com adicao de 3ul de Reagente
de trabalho contendo a enzima LOX e 1 uL de amostra de Acido Latico com concentracdes

diferentes em mmol/L.

Figura 16 — Corrente elétrica em 60 segundos de Reacdo enzimadtica nos eletrodos de Ouro
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: Cada ponto no grafico representa a medigdo da corrente elétrica em 60 segundos com
concentragdes de solugdo padrio de lactato (1) 2,5 mmol/L, (2) Smmol/L, (3) 10mmol/L, (4) 20 mmol/L
e (5) 40 mmol/L em eletrodos de Ouro, construgdo 3.1.
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5 DISCUSSAO E CONCLUSAO

O lactato ¢ um produto do metabolismo anaerdbico e serve como um importante
biomarcador laboratorial. (ANDERSEN et al., 2014). Na presenca de baixos niveis de oxigénio,
os niveis séricos de lactato aumentam. Sua medicdo ¢ frequentemente utilizada em contexto
hospitalar para identificar doengas criticas, assim como o risco de sepse. (HAAS et al., 2016;
HOWICK et al., 2014).

Nesse contexto, a determinagdo dos niveis desse biomarcador atualmente é centralizada
em laboratorios de patologia clinica que demandam um fluxo de funcionamento complexo e
acarretam em um longo tempo entre a solicitacao do teste e a obtencao do resultado. (EDWARD
et al., 2019). Os citados fatores atrasam as tomadas de decisdo e intervencdes da equipe de
saude, impactando diretamente nos indices de morbimortalidade. Com base no exposto, a
disponibilidade de dispositivos point-of-care vem se tornando cada vez mais essencial ao
servico de saude, pois eles fornecem uma maneira rapida e simples de verificar parametros
laboratoriais, consequentemente contribuindo para decisdes compartilhadas pela equipe
envolvida. (EDWARD et al., 2019; HOWICK et al., 2014).

Os dispositivos POC disponiveis no mercado que realizam a mensuragdo do lactato
sanguineo sdo caros, o que dificulta a inclusdo da tecnologia no sistema de saude de paises com
baixa e média renda. (EDWARD et al., 2019). Outra barreira para implantacao € a preocupacao
com a precisdo diagnoéstica justamente pela escassez de estudos de validag¢do clinica e
usabilidade. (HOWICK et al., 2014). Esse cenario motivou o desenvolvimento de dispositivos
que fossem acessiveis ao sistema de saude brasileiro, capazes de detectar, de forma precisa,
diferentes concentragoes de lactato.

Assim, foram utilizados diferentes materiais condutivos (Quadro 2) para construgdo dos
dispositivos do presente estudo. Os que foram elaborados com ouro (dispositivos 3.1)
apresentaram melhor condutividade entre as construgdes e consequentemente a melhor
capacidade para diferenciar concentragdes de lactato tanto em solugao padrao quanto em reagao
enzimatica.

Também foram utilizados diferentes métodos de deposi¢ao dos materiais. A constru¢io
1.0 utilizou um método manual de deposito que impossibilita o controle da espessura do
material condutivo, além de apresentar dificuldade de reprodutibilidade na construgdo e
consequentemente nos resultados. Na construgdo do dispositivo 1.1, ndo alcangcamos os
resultados reportados na literatura a respeito do equipamento Dimatix®, que o descreve como

uma boa alternativa para o depésito do material condutivo. (JENKINS et al., 2015).
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O método de deposi¢do de Transferéncia térmica na constru¢do de 2.0, utilizando o
equipamento Zebra®, apresenta vantagem na producao em larga escala (LIU et al., 2020) e por
isso foi utilizando como estratégia na metodologia do presente estudo, buscando uma
alternativa na constru¢do dos eletrodos. Nao foi possivel atingir o objetivo de detectar diferentes
concentragoes de lactato de forma linear.

Por isso incluiu-se no estudo o método de microfabricagdo avangada com [/ift off
(HAJIAN et al., 2019), que agregou reprodutibilidade e padronizagdo na construcao dos
dispositivos 3.0 e 3.1. Cabe ressaltar que a desvantagem método ¢ o custo final elevado. Para a
pesquisa, utilizando essa técnica e ouro como material condutivo estimamos um custo de
R$25,00 por dispositivo.

Com o objetivo de diminuir custos, em comparacdo com a metodologia de
microfabricacdo, foram construidos dispositivos com o método de serigrafia 4.0 e pasta de
grafeno, que apresentam o valor estimado de R$5,00 reais por dispositivo. (GABARDO;
SOLEYMANI, 2016). Porém, essa construgdo, assim como as demais (1.0, 1.1, 2.0 ¢ 2.1), nao
demonstrou a mesma sensibilidade para diferenciar concentragdes de lactato quando
comparados com os dispositivos de microfabricacao (3.0 e 3.1).

Outro fator impactante para obter resultados sensiveis nas medidas elétricas € o design,
em especial o tamanho dos dispositivos e espagamento entre os eletrodos. (WEI et al., 2019).
Quanto menor o espacamento dos eletrodos, melhor ¢ a transferéncia de elétrons pela amostra,
0 que aumenta a sensibilidade do sinal decorrente da reacdo eletroquimica. (WALKER, 2009).
Contudo, o tamanho do dispositivo esta associado ao método de deposicao utilizado em sua
constru¢do. Alguns métodos de fabricagdo ndo permitem deposicdo homogénea e controlada
em tamanhos menores. Assim, apenas nas construcoes 3.0 e 3.1 foi possivel trabalhar com um
espacamento entre os eletrodos de 0,5 mm devido ao método de microfabricagao.

Atualmente, existem diversos métodos para mensuragdes elétricas utilizadas nos
biossensores, como por exemplo a voltametria ciclica, impedancia e cronoamperometria.
(WALKER, 2009). Nesse estudo o método escolhido para mensurar diferentes concentragdes
de lactato, e detectar a reacao enzimatica, foi a cronoamperometria devido a sua facil execucao
e também ao fato de ser reportada em estudos anteriores com o mesmo objetivo. (CURRANO
et al., 2018; JIA et al., 2013; PALMISANO; DE BENEDETTO; ZAMBONIN, 1997;
ROMERO et al., 2010).

Para mensuragdo da cronoamperometria (corrente elétrica no tempo), foi aplicado um

potencial igual ou maior do que 0,6 V (variando conforme as construcdes) devido ao alto potencial
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elétrico necessario para deteccao de lactato e, principalmente, de peroxido de hidrogénio, produto
liberado nessa reacdo enzimatica. (JIA et al., 2013).

Como etapa preliminar a utilizagdo dos dispositivos, ¢ necessario realizar a
caracterizacdo dos mesmos a fim de avaliar a condutividade ¢ definir o “branco” da reagao.
(FERNANDES et al., 2020; SCHUCK et al., 2021). Nesse estudo ela feita utilizando solugdes
de PBS e padrao de lactato, o que auxiliou na escolha do melhor dispositivo considerando o
material, método de deposicao e design. Como resultado da caracterizagdo de PBS, a corrente
gerada ¢ utilizada como um branco de reacao. (SCHUCK et al, 2021). A partir da
caracterizagdo com PBS, foi possivel observar que as construgdes 1.0 e 1.1 apresentaram
instabilidades da corrente, que sdo demonstradas como ruidos na medi¢do. Isso pode ser
justificado pelo método de deposicdo do material condutivo ndo padronizado.

A segunda caracterizacdo foi realizada para diferenciar concentracdes de lactato. A
hipotese apresentada na literatura descreve que a maior concentracdo de lactato na solugdo
apresentara uma maior corrente elétrica. (JIA et al., 2013). A relagdo corrente/concentragdo de
lactato foi linear no dispositivo 3.1, mas ndo foi possivel diferenciar concentragdes
intermediarias nas demais construgdes. Assim, essa construcdo foi utilizada para a etapa de
reagao enzimatica.

A partir da reagdo enzimatica, foi possivel identificar o comportamento elétrico das
concentragdes de lactato, sendo elas 2,5 mmol/L, 5 mmol/L, 10 mmol/L, 20 mmol/L ¢ 40
mmol/L, estando esses resultados de acordo com achados prévios encontrados na literatura.
(CURRANO et al., 2018; JIA et al., 2013; ROMERO et al., 2010).

No presente estudo foi utilizado o kit comercial de determinacao enzimatica de lactato
LabTest® cujo benéfico ¢ a reacdo enzimatica padronizada. Ele foi escolhido porque utiliza a
enzima lactato oxidase, que apresenta uma vantagem em relacdo a lactato desidrogenase por
ser uma reagdo nao reversivel. (CHAN et al., 2017, ROMERO et al., 2010). Esse kit
originalmente ¢ confeccionado para ter a leitura da reagdo enzimatica por espectrofotometria,
que avalia a intensidade de cor da solu¢do. Também ¢ indicado um tempo de incubagao (tempo
prévio da leitura) de 5 minutos. Contudo, avaliamos a medida elétrica resultante da reagdo
enzimdtica e observamos que 60 segundos ¢ o tempo necessario para detectar as trocas de
elétrons decorrentes da reacdo enzimdtica entre o analito e as enzimas presentes do kit
comercial.

Apesar de a enzima fixada representar uma vantagem técnica na comercializagdo dos
dispositivos point-of-care por potencializar a deteccdo do sinal bioldégico (CURRANO et al.,

2018; JIA et al., 2013; SCHUCK et al., 2021), optou-se por um caminho diferente no presente
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estudo. Isso porque o uso de kits comerciais enzimaticos ndo fixados abre a possibilidade de se
obter uma plataforma que sirva para mais de uma reacao enzimatica, podendo incluir a detecgao
de outros biomarcadores.

Por fim, esse projeto alcangou o objetivo de construir um dispositivo a partir de estudos
de materiais condutivos que ¢ capaz de detectar niveis de lactato a partir da diferenca de corrente
elétrica obtida por uma reagdo enzimatica de um kit comercial. Sendo assim, € possivel
prospectar que, ap6és um estudo de validagdo clinica com amostras biologicas, ele tera
aplicabilidade no cendrio de atendimento aos pacientes com suspeita de sepse ou outras doengas
consideradas tempo-dependentes para detectar os niveis séricos de lactato. Ainda sdo
necessarios estudos adicionais e analise de interferentes bioldgicos que possam impactar nessa

mensuracao para aprimorar o desenvolvimento do dispositivo.

6 PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente estudo apresenta algumas perspectivas tecnoldgicas no seu desenvolvimento,
dentre elas a utilizacdo de novos métodos de deteccdo do sinal elétrico para diferenciar as
concentragdes de lactato e a inclusdao de um sistema de referéncia para aprimorar a medida
elétrica.

A portabilidade de equipamentos que mecam a reagdo enzimatica nos dispositivos
desenvolvidos e a pré fixacdo dos reagentes necessarios para mensuragdo do analito sdo
essenciais para uma validacdo clinica nos servicos de satde, bem como comprovagdo da

sensibilidade e especificidade do produto.
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APENDICE A — RECEITA SINTESE 3.3 - PVP E EG

Materiais:
1. Grafeno
2. Polivinilpirrolidona (PVP)
3. Etilenoglicol (EG)

Preparo:
1. Colocar 25ml de EG num béquer
2. Colocar no agitador (1500 rpm)
3. Adicionar 0,25g de PVP
4. Deixar agitando por duas horas
5. Adicionar 5,0g de grafeno
6. Deixar agitando por mais 2 horas
7. Ultrassom 1 hora
8. Sonicacdo 80% de poténcia por 30 minutos.
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APENDICE B - RECEITA DO PDMS

Materiais:
1. 40g de PDMS
2. 4gdo agente de cura
3. Placa de Petri
Preparo:
1. Pesar os dois compostos e os misturar
2. Transfira a mistura para uma placa de Petri
3. Deixar a placa com o PDMS no véacuo por 1 hora para retirada das bolhas
4. Colocar a placa de Petri com o PDMS na estufa a 80°C por, no minimo, 1 hora
5. Ao sair da estufa o PDMS ja deve estar rigido e no formato do molde, podendo ser

retirado da placa de Petri e utilizado.
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APENDICE C - PREPAROS DA SOLUCAO PBS

Preparo da soluciao de PBS concentrado
1. Em pedagos de aluminio, pesar 41 g de NaCl, 1,775 g de NaH>PO4.1H>O e 5,25 g de
Na;HPO4.

2. Diluir os solidos em 500 mL de agua ultrapura.
3. Transferir a solug@o para um recipiente adequado e devidamente rotulado.

Preparo da solucdo de PBS diluido

1. A diluicdo do PBS concentrado ¢ realizada sempre considerando o volume de PBS
concentrado como 10% da solugao.

Assim, para um volume final de solucdo igual a 400 mL:

2. Coletar 40 mL da solugao de PBS concentrado e transferir para o frasco medidor com

tampa
3. Adicionar 360 mL de agua ultrapura.
4. Agitar.

5. Transferir a solu¢ao para um recipiente adequado e devidamente rotulado.
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APENDICE D — IMAGENS DOS EQUIPAMENTOS

Impressora colorqueb Plotadora de corte Graphtec

Equipamento Sputtering Tela para Serigrafia



Equipamento Autolab

Equipamento Parameter Analyzer.
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