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Resumo

A sifilis € uma Infec¢do Sexualmente Transmissivel (IST) causada pela bactéria Treponema
pallidum, que apresenta diferentes graus de infeccdo. Apesar de ser considerada uma doenga
de simples manejo clinico, caso ndo haja o tratamento adequado, pode resultar na morte ou
no desenvolvimento de sequelas irreversiveis. Nos ultimos anos, paises subdesenvolvidos
ou em desenvolvimento apresentaram um aumento significativo de casos, constatando assim
uma nova onda epidémica. Diante disso, a importancia dos testes de diagnostico, que sdo
classificados por métodos imunologicos ou moleculares, que confirmam a presenca de
anticorpos ou de fragmentos da bactéria do Treponema pallidum. Sendo assim, esses testes
sdo subdivididos em duas formas, ndo-treponémico e treponémico. Para a realizacdo de
triagem e identificacdo de sifilis ¢ comumente utilizado os testes ndo-treponémicos, devido
ao seu baixo custo e rdpida execucdo, no entanto apesar de apresentar essas vantagens, 0
mesmo possui certas desvantagens em relagdo aos testes treponémicos, visto que apenas 1%
da populacdo apresenta reatividade nos testes sem que possua a infec¢do. além disso, o
resultado do teste ndo garante a identificacdo dos pacientes que possuem sifilis. Portanto, o
custo gerado em todo o processo e admitindo os erros possiveis podem onerar o Sistema
Unico de Saude (SUS). Nesse sentido, a proposta desse projeto é o desenvolvimento de
eletrodos impressos a carbono e prata que sejam capazes de detectar simultaneamente os
trés principais biomarcadores utilizados no diagnéstico da sifilis a ser incorporado em um
dispositivo biomédico atualmente em desenvolvimento pelo Laboratério de Inovagdo
Tecnologica em Satde (LAIS/UFRN) em parceria com o Ministério da Satde (MS) e startup

americana ConquerX/UMass Boston.

Palavras-chave: Sifilis Nao, Detec¢ao, Biossensor, Eletrodo, Biomarcadores
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Abstract

Syphilis is a Sexually Transmitted Infection (STI) caused by the bacterium Treponema
pallidum, which has different degrees of infection. Despite being considered a disease of
simple clinical management, if it is not properly treated, it can result in death or the
development of irreversible sequels. In recent years, underdeveloped or developing
countries have shown a significant increase in cases, thus witnessing a new epidemiological
wave. Therefore, the importance of diagnostic tests comes in, which are classified by
immunological or molecular methods, which confirm the presence of antibodies or the
Treponema pallidum bacteria. Therefore, these tests are subdivided into two levels, non-
treponemic and treponemic. Non-treponemal tests are commonly used for screening and
identification of syphilis, due to their low cost and rapid execution, however despite
presenting these advantages, it has disadvantages in relation to the treponemal test, such as
the occurrence of false-positive and false-negative, and the confirmation of the result is not
enough to confirm whether the patient actually has syphilis. Thus, the cost generated in the
entire process and admitting possible errors can burden the Unified Health System (SUS).
In this sense, the proposal of this project is the development of electrodes printed in carbon
and silver that are capable of simultaneously detecting the three main biomarkers for
diagnosing syphilis to be incorporated into a biomedical device under development by the
Laboratory of Technological Innovation in Health (LAIS / UFRN) in partnership with the
Ministry of Health (MS) and the American startup ConquerX / UMass Boston.

Keywords: Sifilis Nao, Detection, Biosensor, Electrode, Biomarkers
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1 Introducao

A sifilis € uma Infeccdo Sexualmente Transmissivel (IST) causada pela
bactéria Treponema pallidum, podendo apresentar diversos tipos de manifestagdes clinicas e
diferentes graus de infeccdo (sifilis priméaria, secundéria, latente e terciaria). O grau primario e
secunddrio, apresentam maior possibilidade de transmissdo. Apesar de ser considerada uma
doenga simples, que possua cura sem deixar sequelas ao paciente a partir do diagnostico e
tratamento adequado, nos ultimos anos paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento
apresentaram um aumento significativo de casos de sifilis (CHEN, 2017; MARQUES DOS
SANTOS et al., 2020; NEWMAN et al., 2015).

Conforme portaria n® 542 do Gabinete do Ministro do Ministério da Saude, de 22 de
dezembro de 1986, os casos de sifilis comegaram a ser obrigatoriamente notificados e
monitorados pelo governo. Nos ultimos anos, os casos de sifilis cresceram na populacao
brasileira e a sifilis voltou a ser uma epidemia, com alto nimero de infectados, preocupando
especialistas da satude. O desuso de preservativos e a falta de continuidade dos tratamentos por
parte dos pacientes, sdo fatores determinantes para o ressurgimento desse caso epidémico,
dificultando assim o combate a doenga que se tornou uma das ISTs mais frequente entre jovens,

adultos, gestantes e idosos no pais (DE FIGUEIREDO et al., 2020).

De acordo com dados do ministério da saude (BRASIL,2018), ¢ notoério o numero
crescente de sifilis adquirida entre os anos de 2010 a 2018 no Brasil. Sendo em 2010 constatado
3.929 casos e no ano de 2018 percebido um aumento de mais de 40 vezes, apresentando desta
maneira 158.051 casos. Os numeros continuam alarmantes quando sdo analisados os
indicadores de sifilis em gestantes, sendo este em 2010 o valor de 10.059 casos e no ano de
2018 o nimero de casos subiu para 62.599. Esse fator ¢ primordial para o aumento de sifilis

congénita, que por sua vez aumentou de 6.949 para 26.219.

Na regido nordeste do Brasil, os indicadores de casos de sifilis acompanharam o
crescimento do pais. No ano de 2018 o nordeste foi a terceira regido a registrar mais casos de
sifilis adquirida, com 26.644. Dentre as gestantes com sifilis foram detectados 14.705 casos,
fato que implicou em 7.877 casos de sifilis congénita em criangas menores de um ano de idade,
sendo desses, 77 chegaram ao estado de 6bito. No Estado do Rio Grande do Norte, no ano de
2010, foram registrados apenas 16 casos de sifilis adquirida, entretanto no ano de 2018 obteve-

se a marca de 1.713 casos (BRASIL, 2018).



Diante desses dados alarmantes, foi estabelecida no ano de 2018 uma parceria entre o
Laboratorio de Inovagdo Tecnoldgica em Satide da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte (LAIS/UFRN), o Ministério da Saude (MS) e a Organizacdo Pan-Americana da Saude
(OPAS), dando inicio ao projeto SIFILIS NAO, cujo intuito é realizar agdes efetivas através de
pesquisas aplicadas ao combate de sifilis. O projeto atua em quatro eixos distintos, sendo eles:

gestdo e governanca; vigilancia; cuidado integral; fortalecimento da educagdo e comunicagao.

Atualmente o diagnostico da sifilis pode ser realizado por métodos imunolégicos ou
moleculares, que confirmam a presenca de anticorpos ou da bactéria do Treponema pallidum.
Os métodos imunolodgicos sdo classificados de duas formas, ndo-treponémico e treponémico.
Os testes ndo-treponé€micos identificam a infeccdo de maneira indireta, através da presenga de
anticorpos nao especificados para o Treponema pallidum, porém presentes na sifilis. Esse teste
¢ dividido em duas classes: qualitativos, utilizado para especificar se a amostra ¢ reagente ou
ndo; e quantitativos, utilizado para determinar os anticorpos presentes nas amostras que
reagiram no teste qualitativo. Outra maneira de classificar ¢ utilizando os testes treponémicos,
que detectam anticorpos contra antigenos do Treponema pallidum, sendo realizado apenas

qualitativamente (KUBANOV; RUNINA; DERYABIN, 2017).

Para a realizacdo da triagem e identificacdo da sifilis sdo comumente utilizados os
testes ndo-treponémicos, devido ao seu baixo custo e rapida execugdo. Atualmente, o teste nao-
treponémico mais utilizado ¢ o Veneral Disease Research Laboratory (VDRL). Apesar de
apresentar vantagens devido ao seu baixo custo e tempo de execugdo, 0 mesmo apresenta certas
desvantagens em relacdo aos testes treponémicos, visto que apenas 1% da populagdo apresenta
reatividade nos testes sem que possua a infeccdo (BRASIL, 2010). Outro fator relevante ¢ a
presenca de falsos negativos. Desta forma, o custo gerado em todo o processo e admitindo os

possiveis erros, podem onerar o Sistema Unico de Saude (SUS).

Neste contexto, atrelado ao eixo de vigilancia do projeto "Sifilis Nao", tém-se como
objetivo desse trabalho projetar e desenvolver eletrodos que sejam capazes de detectar
simultaneamente os trés principais biomarcadores para diagnodstico da sifilis para ser
implementado em dispositivo biomédico com altos indices de sensibilidade e especificidade
(CARDOSO, 2020). Esses eletrodos tem arranjo geométrico equidistante, sdo impressos de

carbono e prata, utilizando maquina de corte combinada com técnica de screen-printing, e



curagem de tinta. O desenvolvimento desse projeto faz parte de uma cooperacdo entre o

LAIS/UFRN, o Ministério da Satde (MS) e a startup americana ConquerX/UMass Boston.

A op¢do de se projetar eletrodos capazes de detectar 3 biomarcadores
simultaneamente, justifica-se pelo fato de que para ser confirmada a presenca de sifilis em uma
pessoa € necessaria a analise de no minimo 3 biomarcadores, podendo eles serem de RNA,
DNA ou de Proteina, evitando assim, a incidéncia de casos de falsos-positivos e falsos-

negativos.

2  Objetivos

2.1 Geral

Projetar e desenvolver eletrodos com arranjo geométrico equidistante como ferramenta
para detec¢do simultdnea de 3 potenciais biomarcadores para integracdo com dispositivo

biomédico que realiza diagndstico de sifilis.

2.2 Especifico

e Projetar eletrodos capazes de realizar detec¢@o simultanea de biomarcadores de RNA,

DNA e Proteinas;
e Prototipar eletrodos com software de modelagem 3D e 2D;
e Confeccionar eletrodos com maquina de corte;

e Testar e validar produto final.

3 Revisao bibliografica



3.1 Biossensores

Os biossensores sdao dispositivos que utilizam bioativos e transdutores com métodos
analiticos, que sdo associados a elementos de condicionamento e processamento do sinal
elétrico. Conforme ¢ observado na Figura 1. O analito ao entrar em contato com o bioreceptor,
gera uma variagdo fisico-quimica, que pode ser uma variacao de calor, capacitancia, refracao
entre outras. Essa variacdo pode ser identificada pelo transdutor, podendo assim processar o
sinal elétrico detectado. J& o sistema de controle ¢ responsavel por processar esses dados e
informar se o analito foi detectado e a quantidade presente (MOREIRA et al., 2010). Portanto,
seu objetivo ¢ produzir um sinal elétrico que seja diretamente proporcional a magnitude de
concentragdo do analito. Atualmente, esses dispositivos estdo sendo utilizados no diagndstico
de doengas por virus ou bactérias. Para os biossensores que sdo baseados em nanomateriais,
utiliza-se a variagdo de intensidade ou a posicao de pico de absor¢do Optica, reflexdo, emissao
de fluorescéncia, ressonancia plasmonica de superficie (do inglés, Surface Plasmon Resonance,
SPR), Espectroscopia Raman amplificada por superficie (do inglés, Surface-Enhanced Raman

Scattering, SERS) e potencial eletroquimico (LI, 2011).

Figura 1: Diagrama de blocos de um biossensor

SUBSTANCIA

EM ANALISE ANALITO

Bioreceptores

BIOCAMADA DNA Anticorpo
Enzima

Micro-organismo

TRANSDUTOR Eletroquimico
Acustico  Optico
Calorimétrico

SISTEMA DE CONTROLE,
AQUISICAO E VISUALIZACAO

Fonte:(MOREIRA et al., 2010)



Os biossensores sao classificados de 4 maneiras e dependem diretamente do transdutor
utilizado, como ilustrado na Tabela 1. Portanto, o transdutor ¢ um componente eletrénico que
identifica o analito e converte o sinal biologico em sinal elétrico. Apresentam vantagens por

seu baixo custo, alta sensibilidade e rapida resposta.

Tabela 1: Transdutores empregados em biossensores

Biossensor Sistema de transducao Medicao Aplicagdes tipicas
Amperométrico Corrente Sullostr’ajtos
Enzimaticos
Eletroquimico Potenciométrico Voltagem fons e espécies redox
Condutimétrico Condutancia Reagdes cataliticas
Impedimétrico Impedancia Imunossensores
Actsticos Piezoelétricos Massa Gases volateis
Opticos Fibras Opticas Luminosidade pH, enzimas
Calorimétricos Termistores, diodos Calor Organelas, Vitaminas

Fonte: (AMADOR SALOMAO, 2018)

Os biossensores Opticos realizam a analise do analito por meio de alteracdo de luz em
um sistema de reacdo biologica ou quimica. As principais variagdes observadas sdo em relacao
ao comprimento de onda, fluorescéncia, indice de refragdo e refletividade, que comparado com
os demais biossensores, esse modelo apresenta um tempo de resposta menor (JIN et al., 2016).

Os biossensores classificados como calorimétricos, se baseiam na detecgdo de calor
gerado por reagdes. Porém certa parcela do calor geralmente ndo ¢ quantificada, ocasionando
assim em uma menor sensibilidade (YANG et al., 2017).

Os biossensores acusticos, sdo aqueles que possuem transdutores piezoelétricos, que
apresentam sensibilidade devido a alteracdo de massa e alta faixa de frequéncia. Portanto ao
imergir no meio de contato do analito, obtém-se um aumento da massa de quartzo e de maneira
inversamente proporcional ¢ verificado a diminui¢do da frequéncia de ressondncia de um
material (JIN et al., 2017).

Enquanto os biossensores eletroquimicos, sdo caracterizados por realizar a analise
eletroquimica através de ganhos e perdas de elétrons durante a biointeragdo. Essas analises
incluem a estequiometria, velocidade de transferéncia de carga e massa, entre outras. Dessa
forma, apresentando grandes vantagens em seu uso, devido ao fato de que as células
eletroquimicas sao na maioria dos casos especificas para o estado de oxidagdo, ndo necessitarem

de tratamento prévio na amostra, rapida resposta, boa sensibilidade e a instrumentagao



necessaria para o desenvolvimento desses biossensores serem de baixo custo (CASTILHO,
2003; RONKAINEN; HALSALL; HEINEMAN, 2010; TELES; FONSECA, 2008).
Conforme pode ser verificado na Tabela 1, os biossensores eletroquimicos sao
subdivididos de acordo com o transdutor utilizado. Portanto, os sistemas sdo compostos por
eletrodos de trabalho, referéncia e contra eletrodo (Figura 2), diferenciando-se apenas pela

técnica responsavel de gerar energia.

Figura 2: Esquema ilustrativo de eletrodo impresso de carbono

Contra eletrodo

Eletrodo de trabalho

Conexao

=

Eletrodo
de referéncia

Conexao
E.T.

Conexao
E.R.

Fonte: dropsens.com

De acordo com a Figura 2, a solugdo biologica ¢ depositada no biossensor de maneira
que o contra eletrodo possa injetar uma tensdo e o referencial mensure esse valor de tensao,

enquanto o eletrodo de trabalho afere a corrente elétrica presente na solugdo depositada.

3.2 Tintas condutivas
As tintas condutivas fazem parte de uma composi¢ao quimica que ¢ comumente utilizada
na area eletronica. Apresentam como fatores determinantes para sua utilizagao a ndo toxidade,
capacidade de condugdo elétrica, temperatura de cura e o custo associado (KNOPF et al., 2016).
Além das propriedades eletroquimicas, ¢ de suma importancia que as tintas condutivas
apresentem viscosidade adequada, aderéncia ao suporte, flexibilidade e menor resistividade

elétrica (NASCIMENTO, 1998). Devido as propriedades dessas tintas, as possibilidades de



desenvolvimento de ferramentas e dispositivos foram aumentando ao passar do tempo (HU et
al., 2015).

A propriedade viscosidade ¢ a medida da resisténcia oferecida por um fluido ao seu
escoamento. Portanto, quanto maior a viscosidade maior serd a resisténcia ao escoamento, ou
seja, menor a fluidez (CARRETEIRO, RONALD P.; BELMIRO, 2006).

Em relagdo a flexibilidade, ¢ necessario que as tintas apresentem uma boa flexibilizagao
para evitar rachaduras na superficie do eletrodo e consequentemente interferirem na
condutibilidade elétrica.

J& no quesito da resistividade elétrica, ¢ de alta importancia que esse valor seja o menor
possivel. Pelo fato de que a resistividade ser diretamente relacionada com a capacidade de um
determinado material permitir a passagem de corrente elétrica. Portanto, quanto maior a
resistividade do material, mais dificil sera a passagem de corrente. Desta forma, podemos
observar na tabela 2 os valores de condutividade elétrica de algumas ligas metélicas e constatar

que a prata apresenta maior condutividade elétrica e consequentemente menor resistividade.

Tabela 2: Condutividade elétrica das ligas metalicas

Metal Condutividade Elétrica [(2. m)™']
Prata 6,8 x 107
Cobre 6,0 x 107
Ouro 4,3 x107
Aluminio 3,8 x 107
Latdo (70Cu - 30Zn) 1,6 x 107
Ferro 1,0 x 107
Platina 0,94 x 107
Ago-carbono 0,6 x 107
Aco inoxidavel 0,2 x 107

Fonte:(WILLIAM D. CALLISTER, 2000)

3.3 Processo de fabricacao dos eletrodos impressos
O processo para fabricagdo de eletrodos impressos pode ser realizado através do screen-
printing, esse processo consiste em forgar a tinta a passar através da camada para ser alocada

sobre um substrato plano. A modelagem do desenho e aplica¢do de capas protetoras ird definir



as partes abertas a serem reproduzidas no substrato, podendo assim utilizar uma combinagao de
tintas condutivas no desenvolvimento do eletrodo. De modo geral, ao final ¢ aplicada uma
camada parcial isolante para realizar a defini¢do da area a ser utilizada como contato elétrico e
a outra area como a propria superficie do eletrodo. Portanto, t€ém-se como etapas basicas de
confec¢do a selecdo da tinta condutiva, modelagem do eletrodo, impressdo, secagem e cura.
Sendo esse processo repetido de acordo com a quantidade de camadas do eletrodo
(NASCIMENTO, 1998)

A secagem e a cura sdo muitas vezes realizadas em uma mesma etapa com temperaturas
que variam do ambiente até 1000°C. Para se obter uma melhora na condutividade térmica, a
primeira aplicacdo de tinta ¢ a de metais condutores, sendo essas camadas para as linhas de
conducao e o eletrodo de referéncia (NASCIMENTO, 1998).

A modelagem do eletrodo ¢ definida de acordo a analise de requisitos. Portanto, sendo
analisado a aplica¢do a qual o eletrodo sera submetido, para entdo definir como sera seu arranjo
geométrico e quantos eletrodos de trabalho serdo necessarios.

Apesar do carbono apresentar baixa condutividade elétrica se comparada aos demais
metais, ¢ importante utiliza-lo no revestimento da superficie do contra eletrodo e do eletrodo
de trabalho, devido as suas propriedades mecanicas, ampla faixa de potencial, inércia quimica,
consequentemente resisténcia a oxidagdo, além de apresentar baixo custo. Desta forma,
provocando modificagdes que aumentam de forma significativa a sensibilidade de analise

(KASSIO LEME SILVA, 2019; ZHANG et al., 2013)

4 Metodologia

A metodologia que foi aplicada baseou-se em estudos praticos de construcdo de
eletrodos com énfase em andlises geométricas. O trabalho iniciou com uma pesquisa
bibliografica nas bases de dados, GOOGLE SCHOLAR, SCIENCE DIRECT, NATURE, IEEE
e SCIELO além de catdlogos de fabricantes que tratam da tematica da pesquisa, a fim de
embasar o método de produgao.

A figura 3 representa o Fluxograma da metodologia aplicada para o desenvolvimento

dos eletrodos.
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O método de construgdo de eletrodos realizou-se por meio de técnicas como
modelagem 2D e 3D, em software de Desenho Assistido por Computador (do inglés, Computer
Aided Design, CAD). Com a utilizacdo do software foi possivel manter a equidistancia dos

eletrodos de trabalho e das fiagdes diminuindo o maximo de interferéncias elétricas.

Um segundo passo foi a manipula¢do da maquina de corte (Cricut), na qual se deu o
primeiro formato do eletrodo e suas camadas de protecdo. Feito isso, foi realizada as aplicagdes
de tintas condutivas, através do método de screen-printing, com prata e carbono, no intuito de

projetar o eletrodo com boa condutividade elétrica e menor irregularidade da superficie.

Ap0s a pintura das tintas condutoras de corrente, foi realizada o método de curagem
de tintas em um forno, a fim de se obter uma melhor espessura de camada e consequentemente,
um melhor acabamento superficial. Para a prata, foi realizada uma cura com temperatura de 60

graus, durante 1 (uma) hora e; para o carbono, também foi realizado uma cura a 60 graus, porém,

durante 30 minutos.

Figura 3: Fluxograma da Metodologia Proposta

Busca do estado da arte sobre eletrodos

Estudo do método de preparo de tintas condutivas

Modelagem em 2D do eletrodo em software CAD

Manipulacdo da maquina de corte em 2D do eletrodo

Aplicacdo do método de screen-printing com prata

Curagem das tintas

Aplicacdo do método de screen-printing carbono

Curagem das tintas

Fonte: Autoria propria.



10

Ap0s essa etapa, foi aplicado uma camada parcial isolante para definir a area a ser
utilizada como contato elétrico e a outra drea como a propria superficie do eletrodo. Por fim,
foram realizados testes para validagdo do produto. Os testes foram desenvolvidos a partir da
utilizacdo de um potenciostato e da técnica de voltametria ciclica. Dessa forma, basearam-se
em comparagdes de comportamento grafico de amostras ja conhecidas. Portanto, foram
utilizados reagentes conhecidos, como por exemplo o azul de metileno com solug¢do salina

tamponada com fosfato (PBS 1x) nos eletrodos desenvolvidos.

5 Resultados e Discussoes

5.1 Projeto e desenvolvimento dos Eletrodos

Ao total de todo o processo foram confeccionadas quatro versdes de eletrodos, cada
um contendo seu arranjo geométrico especifico e respeitando a questdo da equidistancia.

As principais dificuldades foram relacionadas ao manuseio do software da maquina de
corte, devido ao mesmo possuir certas limitagdes; a deficiéncia maquinaria, que dificultava a
projecdo de eletrodos com mais de uma camada e; ao suporte dos conectores, que acarretaram
em redimensionamentos dos eletrodos.

Superando essas limitagdes citadas, foram respeitados todos os pré-requisitos para a
criagdo de um eletrodo. O eletrodo versdo 1 (Figura 4) foi o primeiro a ser desenvolvido e
possuia um arranjo inovador no quesito de modelagem dos eletrodos de trabalho, contra
eletrodo e eletrodo de referéncia. Entretanto, por necessitar de mais de uma camada, nao foi

possivel realizar sua confec¢do, devido ao maquinario utilizado.
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Figura 4: Eletrodo versdo 1
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Fonte: Autoria propria.

Necessitando do desenvolvimento de um eletrodo que utilizasse apenas uma camada,
foi projetado o eletrodo versdo 2 (Figura 5). Nao havendo assim dificuldade maiores em seu
desenvolvimento e confec¢do. Entretanto, por sua vez, no periodo de validagdo foi possivel
testar apenas um eletrodo de trabalho por vez, devido ao espagamento final das linhas de
corrente, isso porque o conector disponivel em laboratorio apresentava dimensdes superiores,

ocasionando assim contato entre eles e consequentemente, curto circuito.
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Figura 5: Eletrodo versao 2
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Fonte: Autoria propria.

Com a validagdo inicial do eletrodo versdo 2 (Figura 5) de forma individualizada, foi
possivel remodelar um terceiro eletrodo, reprojetando e otimizando o espacamento entre as
linhas de condugao de corrente elétrica. Feito isso, foi possivel realizar a detec¢do simultanea

dos trés biomarcadores com o material disponivel em laboratério. Ver Figura 6.
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Figura 6: Eletrodo versdo 3
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Fonte: Autoria propria.

Diante dos bons resultados e validagdo do potencial do dispositivo aqui desenvolvido, a
equipe de pesquisadores envolvidas no projeto

Em conformidade com o andamento do desenvolvimento do dispositivo biomédico a
ser aplicado na atencdo primdria em saide (APS) com alta sensibilidade e especificidade para
o diagnostico de sifilis congénita, objeto do projeto "Sifilis Nao", que teve a aprovacdo da
Plataforma Brasil por meio do Certificado de Apresentagdo de Apreciagdo Etica de niimero
10772919.0.0000.5292 para realizar a coleta de amostras biologica em ser humano e
posteriormente realizar os testes de validagdo, foi necessario o desenvolvimento de um novo
eletrodo com tais especificagdes, versao 4 (Figura 7), de andlise de apenas um biomarcador
para a primeira versao de prototipo. O desenvolvimento do eletrodo versdo 4 se deu para a
realizacdo de testes iniciais do sistema embarcado e da placa de circuito. Portanto, sendo
utilizado para validagdes iniciais do processo de desenvolvimento do dispositivo biomédico,
para que posteriormente fosse evoluido e realizasse a analise simultanea de 3 biomarcadores.

A diferenga deste ultimo eletrodo dos demais se da pelo fato de apresentar apenas um

eletrodo de trabalho, ou seja, capaz de analisar um biomarcador por vez.
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Figura 7: Eletrodo Versdo 4

L

Fonte: Autoria propria.

5.2 Validag¢ao do Produto

Para os testes de validagdo do produto, primeiramente foram inseridas solugdes
contendo PBS 1x (Figura 8) e azul de metileno (Figura 9) no eletrodo desenvolvido e em
eletrodos disponiveis no mercado, a fim de verificar e comparar os requisitos de
condutibilidade.

O uso das solucdes contendo PBS 1x e azul de metileno se deu pelo fato de serem
solugdes inertes e apresentarem Potencial Hidrogenidnico (pH) préximo de 7 - 7,4, servindo
assim, para testar o funcionamento inicial do eletrodo.

Apds o preparo dos eletrodos, foi utilizado um equipamento denominado de
potenciostato, que aplica um potencial no contra eletrodo, fazendo com que o mesmo injete
tensdo na solucdo presente no biossensor, apds isso o eletrodo de referéncia realiza a medi¢ao
da tensdo presente na solucdo, e por fim, os eletrodos de trabalho de forma simultanea aferem
a corrente resultante do sistema eletroquimico. Desta forma, foi possivel comparar a qualidade
do eletrodo tanto em sua versdo 3 e 4 na detec¢do de biomarcadores com os ja existentes no

mercado.
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Os resultados foram satisfatorios, de forma com que os eletrodos desenvolvidos
apresentaram bom acabamento superficial proveniente da curagem tanto da tinta de carbono
como da tinta de prata e boa condutibilidade, ou seja, o método de screen-printing foi eficaz e
ndo ocorreu interferéncias no circuito.

Os requisitos de equidistincia entre as linhas de condugao também foram atendidos.

Por fim, foi realizado um comparativo grafico (Figura 10) utilizando a técnica de
voltametria ciclica entre o eletrodo versdo 3 e um eletrodo de ouro, confirmando assim a
eficiéncia do eletrodo desenvolvido. A diferenciagdo presente na Figura 10 se da pelo fato da
analise simultanea de trés biomarcadores e da tensdo aplicada. Para os eletrodos de versdo 1, 2
ndo foi possivel realizar a validacdo devido as dificuldades apontadas anteriormente, para os

demais, a leitura mostrou-se satisfatoria.

Figura 8: Eletrodo Versao 3 com PBS 1X

Fonte: Autoria propria.



16

Figura 9: Eletrodo Versao 3 com PBS 1X e azul de metileno

Fonte: Autoria propria.

Figura 10: Comparativo grafico entre eletrodo de ouro e eletrodo versdo 3: (a) Voltametria ciclica em
solucdo de PBS 1X no eletrodo de ouro; (b) Voltametria ciclica em PBS 1X e azul de metileno no
eletrodo versao 3

0.4

-10 - 0.04

'0:4 _0'2 0.6 0.2 o'i 0 .é 08 Azul: Primeiro eletrodo de trabalho

Legenda: Vermelho: Segundo eletrodo de trabalho
Ev Vs Agmmo( 90 Verde: Terceiro eletrodo de trabalho
(a) (b

Fonte: (a) (FOGUEL et al., 2018); (b)Autoria propria.
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Analisando o comparativo entre os eletrodos existentes no mercado e o desenvolvido

no referente trabalho, podemos observar as vantagens do eletrodo desenvolvido para a

especificidade de diagnostico de sifilis (Tabela 3).

Tabela 3: Comparativo entre eletrodo versdo 3 e eletrodos disponiveis no mercado

Eletrodo .
~ Eletrodos existentes no mercado
versao 3:
Quantidade
de eletrodo 3 1 2 4 ou mais
de trabalho
Detecta apenas 1 D )
biomarcador por b'etecta dapenas Detect
- vez, fato que iomarcadores etecta
¢ Diminui a resultaria no simultaneamente; simultaneamente 4
incidéncia aumento da Para o projeto da biomarcadores
de casos incidéncia  de sifilis - _ seria Aumentg da
de falsos casos de falsos necessario utilizar 2 superficie de contato
positivos e negativos/positi §letr9do§, fato que entre el'etr’()(!O e
falsos VOS: implicaria em um amostra biologica, de
~ . 2 . . .
Funcgdes ne~gatlvos Para o projeto da gasto  maior no maneira a necessitar
e Nao sifilis seria produto; de uma maior
apresenta necessario Aumento da quantidade de amostra
desperdici utilizar 3 superficie de contato biologica.  Portanto,
0 de cletrodos.  fato entre  eletrodo e estando relacionado
amostra que im,plicaria amostra biologica, de com a economicidade
biologica maneira a ocasionar de amostra biologica.

em um gasto
maior no
produto.

desperdicio.

5.3 Desenvolvimento de um case para o produto

Fonte: Autoria propria.

Ap0s a etapa de construgdo do eletrodo, desenvolveu-se o projeto de um case a fim de

realizar a integracdo dos produtos. O mesmo foi modelado em software CAD e impresso em

uma impressora 3D. A Figura 11 e a Figura 12, apresentam o modelamento da peca e o

momento da impressao, respectivamente.
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A Figura 13 apresenta o case apds impressdo na impressora 3D. E as Figura 14 ¢

Figura 15 representam respectivamente a sequéncia de montagem do primeiro protdtipo

funcional do dispositivo biomédico de diagnostico de sifilis congénita a ser aplicado na APS

(Figura 16).



Figura 13: Case impresso por impressora 3D

B am—

Fonte: Autoria propria.

Figura 14: Inser¢do de Raspberry PI 4 no case

Fonte: Autoria propria.
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Figura 15: Inser¢@o de placa de circuito impressa no case

Fonte: Autoria propria.

Figura 16: Primeiro prototipo funcional

4

Fonte: Autoria propria.
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6 Conclusoes

O desenvolvimento de eletrodos impressos a carbono e prata que sejam capazes de
detectar simultaneamente os trés principais biomarcadores para diagnostico da sifilis para ser
incorporado em dispositivo biomédico em desenvolvimento pelo LAIS/UFRN em parceria com
o Ministério da Satde e startup americana ConquerX/UMass Boston obtiveram resultados
satisfatorios para o projeto da Rede de Resposta Répida a Sifilis.

O processo de modelagem em software CAD e a aplicacdo do método de screen
printing mostrou-se eficiente para a confec¢ao de eletrodos impressos com reprodutibilidade
adequada para a reproducdo em escala e com baixo custo.

A capacidade de realizar 3 leituras de forma simultinea, proporcionou diminuir as
incidéncias de casos de falso positivo e falso negativo.

O arranjo geométrico especifico para o diagndstico de sifilis, evitou o desperdicio de
amostras bioldgicas, devido a existéncia de uma proporcionalidade entre a area de contato do
eletrodo e a quantidade de amostra biolodgica necessaria para realiza¢do dos testes.

Os eletrodos desenvolvidos, diferem-se dos existentes no mercado, visto que so ¢é
encontrado eletrodos capazes de ler simultaneamente 1, 2, 4 ou mais biomarcadores. Causando
assim, casos de falsos positivos, falsos negativos ou de desperdicio de amostra bioldgica.

Por fim, para o desenvolvimento do primeiro prototipo funcional (Figura 16) foi
necessario a juncdo de uma equipe multidisciplinar, formada por médicos infectologistas e
epidemiologistas, biomédicos, imunologista, engenheiros e pesquisadores de diversas areas do
conhecimento. O produto foi elaborado com componentes de baixo custo e facilmente

encontrado no mercado, no intuito de ganhar aplicabilidade e escalabilidade no SUS.
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