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(57) Resumo: SENSOR ELETROQUIMICO E SEUS USOS. A presente patente refere-se a sensores
eletroquimicos descartaveis para o0 monitoramento e avaliacdo dos perfis de concentracdo de farmacos
em amostras de saliva humana. O sensor eletroquimico desenvolvido apresenta simplicidade, baixo
custo, portabilidade, estabilidade, robustez e potencial para serem executadas analises
descentralizadas, podendo ser utilizado para fazer a detecgdo e rastreamento de paracetamol, um
analgésico amplamente utilizado, diretamente em amostras de saliva humana néo tratada. Os
resultados demonstraram o potencial do uso de dispositivos eletroquimicos como uma ferramenta
analitica ndo invasiva para auxiliar a medicina personalizada no tratamento medicamentoso, de forma a
detectar a substancia ativa, estabelecendo perfis de concentracao nos fluidos biol6gicos e assim corrigir
a insuficiéncia na absor¢@o do medicamento para atender as necessidades individuais, evitando assim
overdoses, efeitos colaterais e intoxicacdes.
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SENSOR ELETROQUIMICO E SEUS USOS

CAMPO DE INVENCAO

[001] A presente patente se insere no campo da Quimica
Analitica, mais precisamente na &4rea da Eletroanalitica, e
refere-se a sensores eletroquimicos descartaveis para o
monitoramento e avaliacdo dos perfis de concentracdo de
farmacos em amostras de saliva humana. O sensor eletroquimico
desenvolvido apresenta simplicidade, baixo custo,
portabilidade, estabilidade, robustez e potencial para serem
executadas andlises descentralizadas, podendo ser utilizado
para fazer a deteccdao e rastreamento de paracetamol, um
analgésico amplamente utilizado, diretamente em amostras de
saliva humana ndo tratada.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

[002] Nos Ultimos anos, o consumo de farmacos em todo
mundo vem crescendo com uma projecdo de gastos globais em
torno de 1,8 trilhdes de dbélares até 2026 (ZHAO et al.,
2012), 1isto é reflexo do envelhecimento da populacdo, do
surgimento de novas doencas e da propagacdo de pandemias
como a COVID-19, por exemplo (LUNENFELD & STRATTON, 2013;
TEYMOURIAN et al., 2020) . Atualmente os tratamentos
medicamentosos existentes, baseiam-se em uma medicina
considerada “tradicional” na qual os pacientes recebem uma
dose padronizada equivalente de um medicamento,
independentemente de seu estado de saude, e condigdes
clinicas, nutricdo e metabolismo (DINCER et al., 2017; ATES
et al., 2021; ATES et al., 2020; MOON et al., 2021), nos
quais as ©prescricdes médicas de farmacos seguem @ as
recomendacdes dos fabricantes (RAYMUNDO-PEREIRA et al.,

2022; LIN et al., 2020). Os paradigmas da medicina
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tradicional ndo consideram que existem flutuacgdes entre os
individuos em termos de absorcdo ou resposta ao medicamento,
enquanto a dosagem imprecisa dos farmacos pode ter efeitos
prejudiciais a salde e causar efeitos colaterais indesejados
no paciente (DINCER et al., 2017; ATES et al., 2021; LIN et
al., 2020).

[003] Neste cenadrio, para superar os obstaculos destes
tratamentos, uma nova premissa tem sido introduzida, a
“medicina de ©precisédo” (TEYMOURIAN et al., 2020). Em
particular, ser capaz de prever a resposta a uma determinada
terapia, o que tem sido chamado de “escolher o tratamento
certo para o paciente certo, na dose certa e na hora certa”,
é um dos pilares da medicina de precisdo, e talvez o mais
importante (TEYMOURIAN et al., 2020; ATES et al., 2021;
DASGUPTA & KRASOWSKI, 2020a). De especial importadncia nos
ultimos anos, a “medicina de precisdo” tem sido proposta
como uma nova estratégia destinada a personalizar a dosagem
dos farmacos de forma a estabelecer uma maior eficacia
terapéutica e minimizar os efeitos colaterais dos
medicamentos (TEYMOURIAN et al., 2020; ATES et al., 2021;
DASGUPTA & KRASOWSKI, 2020a).

[004] Especificamente, o monitoramento terapéutico de
medicamentos do inglés Therapeutic drug monitoring (TDM)
consiste em rastrear os niveis dos farmacos no sangue e/ou
plasma, ou em outros biofluidos corporais nos gquais estéo
presentes estas drogas, com a finalidade de obter uma
resposta individualizada do paciente a determinado féarmaco,
de forma a personalizar o tratamento para cada tipo de
paciente levando em consideracdo o metabolismo e absorcgdo

destas drogas (TEYMOURIAN et al., 2020; ATES et al., 2021;
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DASGUPTA & KRASOWSKI, 2020a). No entanto, a maior parte do
monitoramento terapéutico de medicamentos existentes,
baseia-se em analises sanguineas, o gque muitas vezes o
inviabiliza devido aos «custos com amostragem, coleta,
armazenamento, transporte, processamento e andlise em
laboratdério centralizado e especializado, o que faz com que
estas analises ndo sejam acessiveis para os tratamentos
medicamentosos existentes (TEYMOURIAN et al., 2020; ATES et
al., 2021; MOON et al., 2021). Alternativamente, outros
biofluidos corporais ndo invasivos, como suor (RAYMUNDO-
PEREIRA et al., 2022), lagrimas (SEMPIONATTO et al., 2020),
fluido intersticial (TEHRANI et al., 2022), respiracéo
(MAIER et al., 2019) e saliva (SEMPIONATTO et al., 2020) séo
excelentes candidatos para substituir o sangue para fazer o
rastreamento destas drogas (ATES et al., 2021). DNeste
contexto, a saliva apresenta-se como um fluido bioldgico
promissor para fazer o monitoramento de farmacos, uma vez
que: i) reflete os niveis de analito livre; ii) é mais facil
de coletar do que o sangue; e 1iii) as anadlises s&o mais
confortdveis para o paciente. Além disso, as ferramentas
analiticas podem ser projetadas mais facilmente para andlise
de amostras de saliva, ndo requerendo tratamento de amostra
(ATES et al., 2021la; ATES et al., 2020; ATES et al., 2021b).

[005] Atualmente, os métodos mais utilizados para
fazer o monitoramento de farmacos se baseiam em técnicas
como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
(SCOGNAMIGLIO et al., 2014). No entanto, esta técnica
apresenta um alto custo, demanda mdo de obra especializada
e um tempo muito longo entre as anadlises e obtencdo dos

resultados (ARDUINI et al., 2014). Neste contexto, os
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sensores eletroquimicos utilizando amostras de saliva séo
uma interessante alternativa as técnicas convencionais, pois
a partir de anédlises confidveis, simples e robustas fornecem
informacdo analitica réapida, in loco e com um baixo custo
(ATTAALLAH et al., 2020). Na literatura ja existem alguns
trabalhos que reportam o uso de biossensores e sensores
eletroquimicos para detectar vitamina C (RUIZ-VALDEPENAS et
al., 2021), antibidéticos (WU et al., 2022), vitamina C e D
(RUIZ-VALDEPENAS et al., 2021), irinotecano e doxorrubicina
(WU et al., 2022) e levodopa (MOON et al., 2021).

[006] O uso de biossensores ¢é interessante devido a
sua alta especificidade, porém este tipo de dispositivo
apresenta algumas limitacdes como por exemplo, estabilidade
de armazenamento, e alto custo de elementos bioldgicos como
enzimas e anticorpos, o que acaba encarecendo todo o
processo. Em contrapartida, o} emprego de sensores
eletroquimicos para o monitoramento ndo invasivo de farmacos
pode se tornar uma ferramenta poderosa para atingir os
paradigmas da medicina de precisdo (PASCHOALIN et al., 2022).
Estes dispositivos fornecem uma resposta rapida, com baixo
custo, andlises descentralizadas, e s&do mais confidveis
devido a alta estabilidade, robustez e escalabilidade de
producdo (RAYMUNDO-PEREIRA et al., 2021). Atualmente os
analgésicos estdo entre 0os farmacos mais comumente
utilizados pela populacdo para tratamento de dores, sendo
crucial a projecéo de novas tecnologias para seu
monitoramento ndo invasivo e individualizado.

[007] Adicionalmente, verifica-se que na literatura
existem dispositivos eletroquimicos para deteccdo de

paracetamol, porém os estudos de paracetamol na saliva séo
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escassos devido aos desafios de se realizar analises na
saliva humana (RAYMUNDO-PEREIRA et al., 2022; RAYMUNDO-
PEREIRA et al., 2019; SILVA et al., 2022). As amostras de
saliva humana s&o constituidas por uma variedade de
proteinas, sbélidos e moléculas orgénicas que podem ser
adsorvidas na &rea de deteccdo dos sensores, causando uma
piora no sinal analitico. Como consequéncia, os trabalhos
dedicados a andlises em saliva utilizam uma série de pré-
tratamentos de amostra para mitigar a interferéncia da matriz
no sinal analitico, o gue insere etapas adicionais no
protocolo (LIN et al., 2020). Em contrapartida, a presente
invencdo utiliza a saliva sem nenhum tipo de tratamento
preliminar, apenas sdo necessarios alguns minutos apds a
coleta para que o corpo sbélido presente na amostra decante
naturalmente e sejam executadas as anédlises. Ou seja,
considerando a importéncia e a necessidade de monitoramento
dos niveis de paracetamol para evitar hepatotoxicidade e
nefrotoxicidade graves, héa demandas crescentes pelo
desenvolvimento de sensores eletroquimicos eficazes para um
monitoramento rapido, facil e confidvel em ambientes
descentralizados usando fluidos bioldgicos coletados de
forma ndo-invasiva, como a saliva.

ESTADO DA TECNICA

[008] O documento em nome de SA et al., intitulado
“FLEXIBLE CARBON ELECTRODES FOR ELECTROCHEMICAL DETECTION OF
BISPHENOL-A, HYDROQUINONE AND CATECHOL IN WATER SAMPLES”,
refere-se ao desenvolvimento de um sensor eletroguimico
simples e barato para detectar hidroquinona, catecol e
bisfenol-A (BPA) em amostras de 4&gua usando eletrodos

serigrafados flexiveis descartdveis. Os dispositivos foram
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feitos em substratos flexiveis de PET usando tecnologia de
serigrafia. As caracteristicas da superficie do carbono,
combinadas com o desempenho eletroanalitico, apontaram para
aumento de condutividade e sensibilidade, induzidas pelo
pré-tratamento do eletrodo em solugdo 0,1 mol L-! H,SOq4.
[009] Entretanto, o documento de SA et al. néo
apresenta similaridade com a presente invencéo
principalmente em relacdo ao método de deteccdo, materiais
utilizados, pré-tratamento eletrogquimico e analitos
detectados. No documento, os autores reportam o pré-
tratamento eletroquimico dos eletrodos de carbono em
presenca de solucdo 0,1 mol L-! H;SO; utilizando a técnica de
cronocamperometria a partir da aplicacdo de um potencial fixo
de +2,5 V por 120 segundos, promovendo assim pouca melhora
no desempenho analitico para a deteccdo de poluentes
ambientais incluindo, hidroquinona, catecol e BPA. O pré-
tratamento eletroquimico reportado pelos autores, apesar de
também empregar 4acido sulfurico difere-se na técnica
eletroquimica utilizada para fazé-lo, visto gue na presente
invencdo, utiliza-se a técnica de voltametria ciclica para
realizacdo do pré-tratamento em presenca de solugdo de acido
sulfarico 0,5 mol L7! em um intervalo de potencial de -2,5 a
+2,5 V a uma velocidade de 100 mV s! por 2 ciclos. O
protocolo utilizado para fazer o pré-tratamento
eletroquimico nd&o consiste apenas na solugdo de Aacido
sulfurico, mas também na técnica eletrogquimica utilizada,
sendo que ambos influenciam no desempenho analitico e
seletividade do sensor eletrogquimico. O emprego do pré-
tratamento eletroquimico em eletrodos de carbono pode

promover um aumento de &area ativa ou modificac¢des quimicas
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na superficie provocando uma melhora na cinética de
transferéncia eletrbnica. Ou seja, o uso de diferentes
técnicas pode promover mudancas significantes na &rea de
deteccdo e, portanto, no resultado analitico. Na presente
invencdo, foil demonstrado que o pré-tratamento eletroquimico
atuou na remocédo de impurezas e compostos orgédnicos oriundos
do processo de fabricagdo da tinta condutiva de carbono.

[010] Ndo obstante, a presente invencdo tem por
objetivo o monitoramento continuo dos niveis de paracetamol
(ou acetominofeno) em saliva, ou seja, uma aplicacéo
distinta. No documento de SA et al., o paracetamol foi usado
como um possivel interferente na andlise de Bisfenol-A,
hidroquinona e catecol em amostras de &gua. As outras
diferencas sdo o suporte/substrato flexivel usado (PET), a
tinta condutora de carbono (BQ221) foi adgquirida da Dupont
EUA), o) tratamento eletrogquimico (cronoamperometria
aplicando um potencial fixo de +2,5 V por 120 s em solucdo
de é&cido sulfturico 0,1 mol L-1). Em suma, ha& diferencas
significativas entre os dispositivos referenciados no
referido documento e o proposto na presente invencdo, tanto
no pré-tratamento eletroquimico empregado, tipo de amostras,
tinta condutiva e analitos detectados.

[011] O documento em nome de AZEREDO et al., intitulado
“SCREEN-PRINTED NICKEL-CERIUM HYDROXIDE SENSOR FOR
ACETAMINOPHEN DETERMINATION IN BODY FLUIDS”, propde um
eletrodo serigrafado apresentando seletividade, baixo limite
de deteccdo e ampla faixa linear ©para deteccdo de
paracetamol, demonstrando capacidade de deteccdo de analitos
especificos em fluidos corporais, dentre outros, saliva.

Entretanto, o documento de AZEREDO et al. nao apresenta
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similaridade com o sensor para o monitoramento continuo de
paracetamol em amostras de saliva, primeiramente, devido ao
fato de a presente invencdo reportar o uso de um sensor
eletrogquimico simples e de baixo «custo para fazer o
monitoramento dos niveis fisioldgicos do paracetamol na
saliva nado diluida, a fim de estabelecer perfis de
concentracdo temporais e individualizados dos pacientes apds
a ingestédo dos comprimidos. A tecnologia proposta na presente
invencdo visa individualizar a dosagem dos farmacos obtendo-
se uma maior eficdcia terapéutica e minimizando os efeitos
colaterais causados por este tipo medicamento, a fim de
atingir as premissas da medicina de preciséo.

[012] No caso do documento de AZEREDO et al., os
autores utilizaram eletrodos de carbono modificados com
nanoparticulas de alfa-Hidréxido de niquel e cério (o-
Nip.oCep.1(OH)2) e foi feita a deteccdo de paracetamol em
amostras de saliva e suor fortificadas com o analito de
interesse. A deteccdo eletroquimica de paracetamol foi
conduzida em um intervalo de concentracdo de 100 pM- 1000 uM
utilizando a técnica de voltametria ciclica. Devido ao
emprego do material (o-Nig.oCep.1(OH)2) e da técnica de
voltametria ciclica, os autores do artigo cientifico néo
obtiveram o desempenho analitico adequado para quantificar
o0 paracetamol em amostras de saliva, como foi feito na
presente invencdo.

[013] O sensor proposto na presente invencdo estimou
que a concentracdo maxima de paracetamol na saliva foi de
143,27 uM apdés 50 minutos da ingestdo do comprimido,
diminuindo para o nivel de base de 35 pM com o tempo. Ou

seja, a arquitetura proposta por AZEREDO et al. ndo seria

Peticiio 870240003864, de 15/01/2024, pég. 29/66



9/36

capaz de detectar as concentracdes presentes nas amostras de
saliva, n&o sendo possivel adaptar esta tecnologia para a
aplicacdo pretendida na proposta em tela. Na presente
invencdo, a deteccgdo eletroquimica de paracetamol sé foi
possivel devido ao emprego de condigdes especificas, dentre
elas, o uso de pré-tratamento eletroquimico descrito acima
e ao emprego da voltametria de pulso diferencial (DPV), com
0s parédmetros experimentais: Amplitude de pulso de 1 a 300
mV, Passo de potencial de 0,1 até 100 mV, Tempo de modulacgdo
de 1 até 100 ms, velocidade de varredura de 1 até 100 mV s~
1 e intervalo de potencial de 0 a 0,5 V. Finalmente, as
principais diferencas entre o documento em nome de AZEREDO
et al. e a presente invencédo sdo: (i) design do dispositivo;
(ii) composicdo dos sensores: tinta de grafite de carbono
(E3449) da Ercon Inc (Wareham, MA, EUA), folha de tereftalato
de polietileno (PET) foi usada como substrato para fabricacéo
e o material de eletrodo foil modificado com a—Nip, 9Ceq.1(OH)2;
(iii) técnica utilizada para a detecgdo eletroquimica, no
caso voltametria ciclica; (iv) aplicacdo em amostras reais,
no caso do documento de AZEREDO et al. as amostras foram
contaminadas com concentragdes conhecidas; (v) desempenho
analitico.

[014] O documento em nome de RAYMUNDO-PEREIRA et al.,
intitulado “WSIMULTANEOUS, ULTRASENSITIVE DETECTION OF
HYDROQUINONE, PARACETAMOL AND ESTRADIOL FOR QUALITY CONTROL
OF TAP WATER WITH A SIMPLE ELECTROCHEMICAL METHOD, demonstra
que eletrodos serigrafados de carbono (SPEs) podem ser usados
para determinar simultaneamente a presenca de alguns analitos
na agua da torneira, sugerindo, inclusive, um procedimento

simples com voltametria ciclica (CV) em solucdo de acido
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sulftrico 0,5 mol L7!, como pré-tratamento do eletrodo.

[015] Além disso, no referido documento foi
demonstrado que o pré-tratamento eletroquimico em potenciais
anédicos e catddicos atuava na remocdo de impurezas e
compostos orgdnicos oriundos do processo de fabricacdo da
superficie dos eletrodos, ocasionando um aumento na area
ativa e uma melhora consideravel na sensibilidade das curvas
analiticas para a deteccdo de hidroquinona, paracetamol e
estradiol em amostras de agua de abastecimento. Ainda, neste
documento os autores fizeram sua primeira divulgacdo com
relacdo ao emprego do pré-tratamento eletroquimico usando
técnica de voltametria ciclica em presenca de solugdo de
dcido sulftrico 0,5 mol Ll em um intervalo de potencial de
-2,5 a +2,5 V a uma velocidade de 100 mV s-! por 2 ciclos.

[016] No entanto, existem diferencas significantes que
indicam que as condig¢des empregadas no documento de RAYMUNDO-
PEREIRA et al. sdo distintas da ©presente proposta.
Inicialmente o referido documento apresenta eletrodos com um
design e dimensdes diferentes da presente proposta, ou seja,
o eletrodo de trabalho (ET) tem uma adrea geométrica de 7,065
mm?, enquanto na presente invencdo 12,56 mm?, e como indicado
pela equagdo gque descreve o comportamento da voltametria de
pulso diferencial, a corrente de oxidacdo sera proporcional

a area geométrica.

nFADY*Cy 1-g¢

fﬂh—ffﬂ.1+a

)

(corrente)max =

[017] Portanto, ambas as superficies ndo fornecem os
mesmos resultados analiticos, sob mesmas condicgcdes, néo
significando que o documento em nome de RAYMUNDO-PEREIRA et

al. seja capaz de monitorar o paracetamol em amostras de
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saliva.

[018] Além disso, no referido documento foi utilizado
um intervalo de potencial de -0,2 a 1,0 V, condicéo
apropriada para a detecgcdo simultédnea da hidroquinona,
paracetamol e estradiol, enquanto na presente invencdo foi
adotado um intervalo de potencial de 0 a 0,5 V, o uso de uma
janela de potencial mais estreita foi fundamental na
aplicacdo do sensor em amostras de fluidos bioldégicos. Ou
seja, um intervalo de potencial muito grande como o utilizado
no referido documento ndo seria uma condicdo favoréavel e
ideal para determinacdo de paracetamol, pois, as amostras de
fluidos bioldbgicos contém uma série de compostos organicos
que podem oxidar e interferir ou mitigar o sinal analitico
do analito de interesse na amostra. N&do obstante, as
propostas se diferem também na aplicacdo das tecnologias,
visto que no trabalho de RAYMUNDO-PEREIRA et al. foi feito
0 uso do sensor para a deteccdao de poluentes em amostras de
dgua de abastecimento, enquanto o foco da presente proposta
estd no uso do sensor eletroquimico para o monitoramento
continuo de paracetamol em amostras de saliva coletadas de
forma ndo-invasiva, a fim de estabelecer perfis de
concentracdo temporais e individualizados dos pacientes apéds
a ingestdo dos comprimidos. Portanto, as condicgdes
experimentais, sendo elas a juncdo de design (drea geométrica
do ET), pré-tratamento eletroquimico, e um intervalo de
potenciais entre 0 e 0,5 V foi o que possibilitou os
resultados referentes a presente proposta, somente estas
condicdes experimentais podem alcancar os resultados
apresentados aqui.

[019] Por fim, é importante salientar gque mesmo que 0sS
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pardmetros processuails tenham sido mencionados no referido
documento, foi conduzido um trabalho intelectual que
resultou em um novo conhecimento, isto é, visto que o
potencial do pico de oxidacdo do paracetamol depende da faixa
de varredura de potenciais principalmente do inicio da
varredura de potenciais; e quanto maior o potencial de pico
de oxidacéo consequentemente maior & o efeito de
interferentes e maior serd o efeito de incrustacdo/adsorcéao
ou envenenamento do sensor, eventos esses indesejados em
sensoriamento. Isso se Jjustifica pelo fato de ter sido
constatado que o inicio do intervalo de varredura de
potenciais da presente invencdo (0 V) foi imprescindivel
para o sensor apresentar detectabilidade do paracetamol em
saliva no potencial de oxidacdo centrado em +0,29 V com alta
sensitividade, alta sensibilidade e principalmente baixo
efeito de possiveis interferentes. Lembrando que 0 V ndo é
auséncia de potencial (energia), aqui zero é um valor real
e inteiro de potencial, pois os potenciais podem variar de
valores negativos até positivos passando pelo numero zero.
[020] O documento em nome de ANDREOTTI et al., 2019,
intitulado DISPOSABLE AND FLEXIBLE ELECTROCHEMICAL SENSOR
MADE BY RECYCLABLE MATERIAL AND LOW COST CONDUCTIVE INK
propde um dispositivo eletroquimico descartavel baseado na
transferéncia direta de uma tinta condutora de baixo custo
feita de grafite e esmalte de unha na superficie de PET a
partir de garrafas descartaveis. O eletrodo proposto foi
avaliado em amostras ambientais, farmacéuticas e bioldgicas,
demonstrando grande eficiéncia em todos os casos. Também se
destaca o eletrodo de baixissimo custo por utilizar material

reciclavel.
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[021] Entretanto, o documento de ANDREOTTI et al. néao
apresenta similaridade com a presente invencéao
principalmente com relacdo aos materiais utilizados,
composicdo do sensor, propriedades do dispositivo, design do
eletrodo, analitos detectados e aplicacdo do sensor. No
referido artigo, os autores fabricaram uma tinta condutora
de carbono utilizando grafite e esmalte de unha e fazem sua
transferéncia para uma superficie de garrafa PET de
refrigerante cortada utilizando adesivos personalizados em
impressora de corte. Na presente invencdo, ¢é utilizada uma
tinta de carbono da Henkel (423SS E&C) que é feita a partir
de resina termoplédstica, grafite e nanoparticulas de
carbono, sendo esta tinta transferida para folhas de
transparéncia de ©poliéster wutilizando o processo de
serigrafia. Além disso, a tinta de carbono utilizada na
presente invencdo apresenta composicdo e caracteristicas
distintas daquelas do referido documento, como viscosidade,
condutividade, densidade, cobertura tedrica, adesdo e
temperatura de cura, essas diferencas afetam de maneira
significativa nas propriedades e aplicacdo como sensor
eletroquimico. Além disso, o método utilizado para
fabricacdo dos dispositivos eletroquimicos ndo é o mesmo,
visto que na presente invencdo foli empregada a técnica de
serigrafia na qual a tinta de carbono foi espalhada em uma
tela constituida de malha de monofilamento de poliéster 77
fios por centimetro personalizada com o desenho dos eletrodos
com ©posterior transferéncia ©para a transparéncia de
poliéster utilizando um rodo de poliuretana. Essa alteracéo
em procedimento experimental resulta em eletrodos de carbono

com diferencas significantes em termos de condutividade e
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flexibilidade o que influencia no desempenho analitico do
sensor. Além destas diferencas em termos de fabricacdo, os
autores ndo submeteram o dispositivo eletroquimico a nenhum
tipo de pré-tratamento eletroquimico. Finalmente, em termos
de aplicacdo os autores do documento realizam a deteccédo de
epinefrina, dopamina e serotonina em amostras de agua de
abastecimento e urina sintética.

[022] Apesar de o documento em nome de GOMES, N. O.,
intitulado “DESENVOLVIMENTO DE DISPOSITIVOS ELETROQUIMICOS
BASEADOS EM PAPEL PARA MONITORAMENTO NAO INVASIVO DE LACTATO
EM SUOR”, de autoria de um dos inventores da presente
invencdo, propor um biossensor eletroquimico descartéavel
para deteccdo de lactato no suor, descrevendo condicgdes
processuais similares, tanto para a fabricacdo dos eletrodos
impressos, com figuras semelhantes da técnica de serigrafia
e eletrodos, quanto a caracterizacdo eletroquimica, héa
diferencas significativas que o distancia do pedido em tela.
As principails diferencas observadas neste documento em
relacdo a presente invencdo sdo: (i) design do dispositivo;
(1i) composicgdo dos sensores; (iii) modificac¢do do eletrodo;
(iv) impress&do do eletrodo; (v) técnica eletroquimica
utilizada; (vi) amostras utilizadas para deteccdo de lactato
em amostras de suor; (vii) substrato/suporte, celulose
bacteriana, em que o0s eletrodos foram impressos; e (viii)
uso de biomolécula, a enzima lactato oxidase, para deteccéo
de lactato configurando um biossensor. Verifica-se que a
presente invencdo visa orientar o uso adequado de paracetamol
na saliva para atingir uma medicina precisa e
individualizada. Assim sendo, foram obtidos perfis temporais

de paracetamol na saliva humana a partir da ingestdo de
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diferentes quantidades de comprimidos comerciais, o que néo
poderia ser alcancado a partir do documento do estado da
técnica mencionado.

[023] Assim, diferente do estado da técnica, foi
desenvolvida uma nova plataforma eletroquimica para
individualizar a dosagem dos farmacos obtendo-se uma maior
eficdcia terapéutica e minimizando os efeitos colaterais
causados por este tipo medicamento. O emprego de sensores
eletrogquimicos simples e de Dbaixo custo para fazer o
monitoramento nédo invasivo de drogas pode trazer avangos
cientificos e tecnoldgicos significantes para o diagndstico
clinico e tratamento individualizado podendo ser estendido
para outros tipos de medicamentos. Os resultados oferecidos
pela presente invencdo sdo promissores e trazem importantes
avangos no que tange o uso de sensores para avaliar os perfis
de concentracdo de féarmacos em fluidos bioldgicos visando
dosagens personalizadas.

[024] Adicionalmente, o dispositivo e metodologias
propostos na presente 1invengcdo podem ser empregados na
andlise descentralizada de farmacos pelos pacientes em suas
residéncias, por laboratdérios, farmécias, hospitais, pronto
socorros e setores de saude sendo passivel de adaptacédo para
projetar dispositivos vestiveis (wearable) para o)
monitoramento em tempo real de moléculas de interesse
clinico. Ainda, seu emprego pode ser estendido para amostras
ambientais como a de &agua, rio, mar, cdbdrregos e lagos, por
exemplo.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[025] A Figura 1 apresenta em: (A) Imagens dos

materiais utilizados para confeccdo dos eletrodos e esquema
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do processo de serigrafia; (B) Foto do eletrodo impresso
apbds a cura térmica e imagem de um sensor com suas dimensdes
e apbds ser feito o eletrodo de referéncia e delimitada a
drea com uma fita.

[026] A Figura 2 apresenta o conceito envolvido na
deteccédo de paracetamol de forma ndo invasiva utilizando
amostras de saliva humana para monitoramento de analgésicos
de forma personalizada, onde A apresenta uma representacéo
esquemdtica do principio de funcionamento do dispositivo
projetado para a deteccdo eletroanalitica do paracetamol,
partindo da ingestdo do comprimido até a coleta da amostra
e anadlise do resultado. B - Perfil tipico de paracetamol na
saliva humana. As respostas voltamétricas obtidas para a
detecgdo de paracetamol na saliva antes de -30 min e depois
de tomar um comprimido de 750 mg em intervalos de 10 min. C
- O perfil temporal do paracetamol saliva correspondente:
graficos de corrente vs. tempo e vs. concentracdo de
paracetamol na saliva. D — Resposta do sensor de paracetamol
utilizando diferentes doses analgésicas. Resposta
voltamétrica do sensor registrada antes (linhas pretas) e
depois de tomar comprimidos contendo 375 mg, 500 mg, 750 mg
e 1000 mg paracetamol em 50 minutos e o grafico
correspondente da corrente versus quantidade de paracetamol
consumido.

[027] A Figura 3 apresenta a aplicacdo do sensor
eletrogquimico para o monitoramento individualizado de
paracetamol em saliva humana. A - Voltamogramas de pulso
diferencial em um intervalo de concentracdo entre 25 e 150
UM de paracetamol e a curva de calibracédo correspondente. B

- Estabilidade da resposta voltamétrica apds 10 medigdes

Peticaio 870240003864, de 15/01/2024, pég. 37/66



17/36

repetitivas para sensor de paracetamol. C - Teste de
estabilidade do sinal de 100 pM de paracetamol medido em
intervalos de 0, 1, 2, 4 e 8 horas. Os pontos sdo a média e
as barras de erro sdo o desvio padrédo das medicdes realizadas
com trés dispositivos diferentes em A, B e C.

[028] A Figura 4 apresenta a investigacdo de
seletividade do sensor eletroquimico em presenca de
potenciais interferentes. As respostas voltamétricas foram
obtidas em presenca de 0,1 M PBS (linhas pontilhadas azuis)
seqguidas pela adicdo de 2,5 uM de paracetamol e adicdes
sucessiva de espécies interferentes sendo elas a 5,0 pM de
vitamina B3, 6,25 pM de acido turico (UA), 5 uM de vitamina
Bl, 5,0 uM de vitamina Bl, 5,0 uM de diclofenaco, 5,0 uM de
dopamina, 2,5 pM de estradiol, 50 pM de glicose, 5,0 pM de
levonorgestrel, 5,0 uM de nimesulida, 50 pM de nitrato, 5,0
uM de prolina, 50 pM de ureia , 5,7 mM de acido latico e 5,0
uM de amoxicilina.

[029] A Figura 5 apresenta o teste de estabilidade de
armazenamento do sensor de paracetamol. A - Voltamogramas de
pulso diferencial obtidos com solugdo contendo 2,5 uM de
paracetamol em tampdo fosfato 0,1 M com oito medidas
registradas semanalmente durante 75 dias. B - Mudanc¢a na
corrente de pico andédica versus tempo em dias (lado direito).

[030] A Figura 6 apresenta a caracterizacdo analitica
in vitro do sensor de paracetamol. A - Experimentos de
voltametria de pulso diferencial em presenca de
concentragcdes crescentes de paracetamol entre 0 e 14 uM,
juntamente com a respectiva curva analitica. B - Teste de
reprodutibilidade para cinco sensores diferentes de

paracetamol. Os voltamogramas de pulso diferencial foram
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obtidos com solucgdo de paracetamol 2,5 uM. C - Imagem MEV-
FEG para o sensor de paracetamol. Voltamogramas ciclicos e
diagramas de Nyquist para o sensor de paracetamol antes e
depois do pré-tratamento eletroquimico em solucdo de KC1 0,1
M contendo 5,0 mM Ks[Fe(CN)¢s]/Ks[Fe (CN)s] sob potencial de
circuito aberto em frequéncias de 0,01 Hz a 100 kHz com
amplitude de 10 mV. Insercdo: Modelo de circuito equivalente
usado para ajustar os resultados.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[031] A presente 1invencgdo refere-se a um sensor
eletroquimico para o monitoramento ndo invasivo de farmacos,
principalmente, paracetamol, em amostras de saliva. O
objetivo de se monitorar a dose terapéutica de farmacos de
forma individualiza, é evitar ou detectar precocemente a
ocorréncia de niveis téxicos ou subterapéuticos de alguns
tipos de medicamentos. Este tipo de monitoramento permite
fazer o rastreamento dos niveis fisioldgicos do paracetamol
na saliva n&o diluida, a fim de estabelecer perfis de
concentracdo temporais e individualizados dos pacientes apds
a ingestdo dos comprimidos, bem como verificar a resposta
individualizada do paciente ao medicamento e ao tratamento,
tornando possivel a identificacéo de interacdes
medicamentosas imprevisiveis.

[032] Neste contexto, considerando que a dose ideal
dos analgésicos depende do metabolismo de cada individuo e
do seu estado de saude (ATES et al., 2021la; ATES et al.,
2020; SEMPIONATTO et al., 2020; RUIZ-VALDEPENAS et al., 2021;
BRUCH et al., 2017), avaliou-se o uso de um SsSensor
eletroquimico para o rastreamento de paracetamol como

ferramenta analitica para verificar as necessidades
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individuais e orientar a dosagem e uso do paracetamol de
forma adequada (SEMPIONATTO et al., 2020; RUIZ-VALDEPENAS et
al., 2021; IDKAIDEK, 2017).

[033] A saliva foil escolhida como biofluido para
monitoramento terapéutico de analgésicos devido ao seu féacil
acesso e simplicidade na coleta, e ser uma analise né&o
invasiva para o paciente, o que a torna promissora para
execucdo de andlises descentralizadas.

[034] O paracetamol (acetaminofeno) foi escolhido como
analgésico, cujo uso é bem estabelecido pela populacdo, para
avaliar os perfis de concentracdo na saliva humana (DASGUPTA
& KRASOWSKI, 2020b). Entretanto, outros materiais podem ser
incorporados a &area de deteccdo, conferindo assim novas
propriedades aos sensores, ampliando as aplicacdes para
outros tipos de classes de farmacos como antidepressivos,
antiepiléticos, antibidéticos, anti-inflamatdérios,
vitaminas, outros analgésicos como dipirona e ibuprofeno, e
drogas de abuso etc. e outros fluidos corporais como suor,
lagrima, sangue, fluido intersticial e urina. Esta invencéo
se enquadra na area saude.

[035] Os sensores eletrogquimicos flexiveis
miniaturizados em um Unico sistema, apresentam um eletrodo
de trabalho, um eletrodo de pseudo-referéncia e um eletrodo
auxiliar, e s&o responséaveis pela detecgdo do sinal analitico
do paracetamol presente na saliva secretada naturalmente.

FABRICACAO DO SENSORES FLEXIVEIS E DESCARTAVEIS

[036] O design dos sensores eletroquimicos foi
projetado com o auxilio do software AutoCAD® (Autodesk, EUA)
e transferidos para uma malha de monofilamento de poliéster

77 fios por centimetro revestida com uma foto-emulsdo. Para
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a fabricacédo dos eletrodos impressos foi utilizado o processo
de serigrafia (RAYMUNDO-PEREIRA et al., 2019; PASCHOALIN et
al., 2022), que consiste em dispersar uma tinta condutora de
carbono sobre a tela de poliéster apresentando o desenho dos
eletrodos para a superficie de uma transparéncia de poliéster
(15 x 20 cm) como descrito na Figura 1A, e transferir com o
auxilio de um rodo constituido de poliuretana com dureza de
75 shores. Durante o processo de serigrafia, a transparéncia
de poliéster (100 pm) foi colocada sob a tela, fixada na
mesa, € o rodo mantido com uma inclinag¢do de aproximadamente
45° como ilustrado na Figura 1A. Apds o processo de
impressdo, os eletrodos foram levados a estufa a uma
temperatura de 90 °C por um periodo de 30 minutos para
realizacdo da cura térmica da tinta. Cada eletrodo impresso
é constituido pelo eletrodo auxiliar (EA), eletrodo de
trabalho (ET) e eletrodo de pseudo-referéncia (ER) (Figura
1B) . Posteriormente, os eletrodos de referéncia foram feitos
com 0 auxilio de uma tinta condutora de prata, com secagem a
temperatura 90 °C por 30 minutos (PEREIRA, 2021). Por fim, os
eletrodos de trabalho tém uma area geométrica de 0,1256 cm?
que foi delimitada com o auxilio de uma fita de policloreto
de vinila (PVC) flexivel (Scotch, 3M) (Figura 1B).

[037] Posteriormente, para melhorar o desempenho do
dispositivo, foi feito um processo de ativacdo eletroquimica
que consiste em dois ciclos de voltametria ciclica em solucédo
de &acido sulfurico 0,5 mol L' em um intervalo de potencial
de -2,5 a +2,5 V a uma velocidade de varredura de 100 mV s~
1 seguida por uma etapa de lavagem com &gua destilada
(RAYMUNDO-PEREIRA et al., 2019). Para rastrear os niveils de

paracetamol na saliva de um voluntdrio, um comprimido
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comercial contendo 750 mg de paracetamol foi consumido e a
resposta voltamétrica foi avaliada (em triplicata) em
intervalos de 10 minutos por cerca de 480 min. Os
experimentos voltamétricos foram obtidos utilizando a saliva
humana sem nenhum tipo de tratamento preliminar ou diluicgéo,
consistindo em um protocolo simples, facil e ndo invasivo
(GOMES & RAYMUNDO-PEREIRA, 2023).

[038] Destaca-se que o processo de fabricacdo da
plataforma de sensoriamento ¢é genérico. Apesar de o
dispositivo proposto apresentar a arquitetura como descrita
acima, podem ser incorporados diferentes tipos de
nanomateriais a 4rea de deteccdo fornecendo, assim,
caracteristicas Unicas ao dispositivo. Dentre estes, podemos
citar: materiais a Dbase de carbono (grafeno, 6xido de
grafeno, 6éxido de grafeno reduzido, nanotubos de paredes
simples e/ou multiplas, nanodiamante, negro de fumo),
nanoparticulas metadlicas (platina, ouro, palddio, niquel,

cobre, ruténio, vanadio, cobalto, dentre outros), polimeros

condutores (polianilina, polipirrol,
poliortometoxianilina), polimeros de fontes naturais
(quitosana, dcido hialurdénico, celulose, féculas e
nanonofibras) e nanocompdésitos polimero/cerdmica. Além

disso, ©0s sensores sdo passiveis de modificacdo com
biomoléculas, como enzimas, proteinas, aptameros, antigenos,
anticorpos, RNA e DNA.

[039] O protocolo adotado na presente invencdo para o
monitoramento continuo de paracetamol em amostras de saliva
pode ser estendido para outros tipos de farmacos como por
exemplo antidepressivos, antiepiléticos, antibidéticos, anti-

inflamatérios, outros analgésicos como dipirona e
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ibuprofeno, wvitaminas e drogas de abuso etc. Além de ser
possivel wutilizd-lo para o monitoramento dos niveis de
paracetamol em outros fluidos corporais como urina, suor,
fluido intersticial, la&grimas e sangue.

COLETA DE AMOSTRAS DE SALIVA HUMANA

[040] As amostras de saliva foram coletadas e
analisadas em estrita conformidade com protocolo aprovado
pelo comité de ética da Universidade de S&o Paulo, Brasil
(projeto n° 60626222.5.0000.5422) e utilizando o “método de
baba passiva” relatado por Navazesh (NAVAZESH, 1993). Antes
da coleta da amostra, a boca foi lavada com &dgua. As amostras
de saliva foram coletadas antes de 30, 20, 10 minutos da
ingestdo do comprimido e 0 (ingestdo de comprimidos), 10,
20, 30, 40, 50, 70, 90, 110, 150, 210, 270 e 480 minutos
ap6s a 1ingestdo de um comprimido contendo 750 mg de
paracetamol em tubo Falcon esterilizado durante dois minutos
até atingir o volume de 1,5 mL. A amostra de saliva humana
coletada foi mantida em repouso e utilizada diretamente para
andlise, sem qualquer tratamento. Posteriormente, um volume
de 100 pL de saliva foi gotejado na superficie do sensor e
conduzidas as medidas eletroquimicas utilizando a técnica de
DPV como ilustrado na Figura 2A. Todas as amostras de saliva
humana foram analisadas imediatamente apds a amostragem.

MONITORAMENTO DOS NIVEIS DE PARACETAMOL EM AMOSTRAS DE

SALIVA HUMANA

[041] Os niveis de paracetamol na saliva humana foram
avaliados antes e apds a ingestdo de comprimidos obtidos
comercialmente. Especificamente, o voluntdrio consumiu um
comprimido comercial contendo 750 mg de paracetamol, e a

resposta voltamétrica foi obtida em intervalos de 10 minutos
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por cerca de 480 min. Os experimentos voltamétricos foram
obtidos wutilizando a saliva humana sem nenhum tipo de
tratamento preliminar, consistindo em um protocolo simples.
Ja& para as diferentes quantidades de paracetamol com tempo
fixo, ao sujeito foi solicitado tomar um comprimido de
paracetamol de 375, 500, 750 e 1000 mg e a resposta
voltamétrica foi registrada apds 50 min.

FORMAS DE DETECCAO

[042] A deteccdo pode ser feita por técnicas
eletroquimicas, como espectroscopia de impedéancia
eletroquimica, voltametria ciclica, voltametria de varredura
linear, voltametria de onda quadrada e voltametria de pulso
diferencial. A espectroscopia de impedancia eletroquimica
(EIE) é uma técnica de caracterizacdo eletroquimica e permite
estudar o comportamento geral de um sistema quando um numero
grande de processos intercorrelacionados ocorre em
diferentes velocidades. A EIE é utilizada em ampla gama de
estudos, abrangendo desde o transporte eletrdnico em
dispositivos semicondutores até o estudo de processos
cinéticos eletroguimicos das mais diferentes naturezas. Em
particular, a EIE serve para caracterizacdo de sistemas
eletroguimicos que ndo se alteram no tempo; em outras
palavras, é uma técnica de estado estaciondrio. A resposta
da aplicacdo de um pequeno sinal alternado (de corrente
alternada, ac), feita em uma ampla faixa de frequéncias e em
varios potenciais, possibilita diferenciar processos com
tempos caracteristicos distintos, gue na maioria das
técnicas tradicionais eletrogquimicas seriam vistos como
contribuicdes simultdneas a resposta total.

[043] Os experimentos baseados em medidas
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eletroquimicas por voltametria ciclica, voltametria de
varredura linear, voltametria de onda quadrada e voltametria
de pulso diferencial se caracterizam por processos due
resultam de reacgdes redox, que possam ocorrer num eletrodo
de trabalho nanocestruturado ou ndo, por efeito da polarizacéo
eletroquimica, entre dois valores de potenciais, Ei e Ef. A
varredura do potencial é realizada a uma velocidade constante
(v) . Como resposta da analise, obtém-se wuma curva de
intensidade de corrente (I) versus potencial aplicado (E).
H4 uma varredura do potencial a partir de um potencial
inicial (Ei) até um potencial final (Ef), regressando ao
potencial inicial, obtendo-se assim uma curva I vs. E
designada de voltamograma ciclico (VC). Na voltametria de
varredura linear tem-se apenas a etapa de varredura do
potencial a partir de um potencial inicial (Ei) até um
potencial final (Ef) (DE SOUZA et al., 2003).

[044] A voltametria de pulso diferencial é baseada em
medidas de corrente originadas por uma programacdo de
potencial composta por uma sequéncia de pulsos de potencial.
O tempo de duracdo é constante e os pulsos de igual amplitude
sdo aplicados sobre uma rampa linear de potencial. A corrente
é medida antes de o pulso ser aplicado e no final do pulso.
Estas correntes s&o subtraidas, Jj& gque a primeira é a
contribuicdo da corrente capacitiva e a segunda ¢é a
contribuigcdo da corrente faradaica. Obtém-se, entdo, um
grafico do potencial da rampa linear, gerando um voltamograma
de pulso diferencial (DE SOUZA et al., 2003).

[045] Na voltametria de onda quadrada, a forma da curva
de corrente-potencial é proveniente da polarizacgdo

eletroquimica, entre dois valores de potenciais, Ei e Ef,
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com uma amplitude de pulso de potencial, que varia de acordo
com uma escada de potencial com largura a (amplitude do pulso
de potencial) e duracdo t (periodo). Na curva de potencial-
tempo, a largura do pulso (t/2) é chamada t e a frequéncia
de aplicacdo dos pulsos é chamada de f, dada por (1/t). As
correntes elétricas s&o medidas ao final dos pulsos diretos
e reversos e 0O sinal é obtido como uma intensidade da
corrente resultante (AI) de forma diferencial (DE SOUZA et
al., 2003).

[046] Na presente invencdo, a deteccdo eletroquimica
foi realizada utilizando a técnica de voltametria de pulso
diferencial (DPV) fornecendo limites de deteccdo de 306 nM.
Ja a concentracdo maxima (Cnax) € O tempo de meia vida (ti/2)
do paracetamol foram de 143,27 pM e 110 min (GOMES & RAYMUNDO-
PEREIRA, 2023).

[047] O dispositivo é conectado a um equipamento que
faz as medidas eletroquimicas monitorando a interacdo entre
a molécula de paracetamol e as superficies, podendo ser um
Potenciostato/galvanostato, como o da marca Autolab ou o da
marca PalmSens. As medidas mostrardo variacdo na corrente ou
impeddncia ou resisténcia de transferéncia de carga ou
potencial, ocorridas devido a oxidacdo ou reducgdo ou adsorcéao
do paracetamol na superficie dos sensores.

[048] Desta forma foi estabelecido o) perfil
farmacocinético, a partir da administracdo de uma dose oral
e Unica como indicado na Figura 2B. A deteccdo eletroquimica
do paracetamol foi conduzida a partir do gotejamento de um
pequeno volume de saliva na superficie do dispositivo
eletroquimico, conforme ilustrado na Figura 2A. Isto

permitiu a rédpida transferéncia de elétrons entre o
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paracetamol e a superficie do eletrodo de trabalho, gerando
assim um sinal analitico mensurédvel como indicado na Figura
2A.

EXEMPLO DA INVENCAO

[049] Inicialmente, os sensores foram fabricados
utilizando uma tinta condutora de carbono obtida
comercialmente. Uma fina camada de tinta condutora de carbono
foi depositada na superficie de filmes de poliéster a partir
do processo de serigrafia como ilustrado na Figura 1A e 1B.
Especificamente, a tinta condutiva de carbono foi dispersa
sobre a tela e transferida com o auxilio de um rodo
constituido de poliuretano com dureza de 75 shores (RAYMUNDO-
PEREIRA et al., 2019). Durante o processo de serigrafia, o
filme de poliéster é colocado sob a tela, fixada na mesa, e
o rodo mantido com uma inclinagdo de aproximadamente 45°
(Figura 1A) . Apbds o processo de impressédo, os eletrodos foram
levados a estufa a uma temperatura de 90 °C por um periodo
de 30 minutos para realizacdo da cura térmica da tinta.

[050] Posteriormente, os eletrodos de referéncia foram
feitos com uma tinta condutora de prata, com secagem a
temperatura de 90 °C por aproximadamente 30 minutos.

[051] A deteccdo eletroguimica do analgésico é
realizada a partir de solugdes de paracetamol preparadas com
diferentes concentracdes, por exemplo, entre 5,0 x 1077 e 14
x 10 mol L', em solucdo contendo tampdo fosfato. A
voltametria de pulso diferencial foi a técnica utilizada com
o potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT 204 equipado com
médulo FRA, gerenciado pelo software NOVA. As medidas
utilizando voltametria de pulso diferencial (DPV) foram

conduzidas utilizando os seguintes pardmetros: Amplitude de
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pulso de 1 a 300 mV, Passo de potencial de 0,1 até 100 mVv,
Tempo de modulacdo de 1 até 100 ms, velocidade de varredura
de 1 até 100 mV s! e intervalo de potencial de 0 a 0,5 V,
sendo preferencialmente, para a deteccdo eletroquimica do
paracetamol. As medidas para otimizagcdo do sensor e
construcdo das curvas de calibracdo foram realizadas em uma
cela eletroquimica com um volume de 20 mL a 25 °C contendo
solugcdo de tampdo fosfato 0,1 mol L7, pH = 7,0 no qual foi
feita a imersdo dos eletrodos.

[052] O perfil temporal (farmacocinético) do
paracetamol na saliva humana foi avaliado medindo-se a
resposta de individuos saudaveis antes e em intervalos de 10
minutos apds a ingestdo de um Unico comprimido contendo 750
mg de paracetamol. A saliva foi coletada em tubo Falcon por
um periodo de dois minutos (volume de 1,5 mL) e a resposta
do sensor de paracetamol foi analisada diretamente em um
pequeno volume de 100 pL conforme ilustrado na Figura 2A. A
variacdo no sinal do paracetamol na saliva (AI) foil estimada
medindo-se a corrente de pico anddica apds o ajuste da linha
de base, com o objetivo de corrigir as flutuacdes da linha
de base produzidas pelos constituintes da saliva
(SEMPIONATTO et al., 2020; RUIZ-VALDEPENAS et al., 2021). O
sinal de corrente é proporcional as flutuacdes dos niveis de
paracetamol na saliva devido a ingestdo do comprimido (com
a corrente inicial refletindo a concentracdo sem o
comprimido) .

[053] A resposta voltamétrica do monitoramento do
paracetamol na saliva humana representada na Figura 2B foi
medida em -30, -20, -10, O, 10, 20, 30, 40, 50, 70, 90, 110,

150, 210, 270 e 480 min depois de tomar um comprimido
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contendo 750 mg de paracetamol. O sinal maximo da corrente
de paracetamol (AI) foi atingido apds 50 minutos da ingestéo
do comprimido, seguido por um sinal decrescente gque se
aproxima da linha de base apds 480 minutos.

[054] O perfil temporal do paracetamol na saliva
apresentado na Figura 2C com o sinal maximo de corrente em
50 minutos seguido por um declinio em torno de 480 minutos,
é semelhante ao descrito em estudos anteriores em amostras
de plasma (IDKAIDEK, 2017), com a vantagem de que o método
descrito ndo é invasivo e desconfortédvel para o paciente,
excluindo-se a necessidade de perfurar o dedo continuamente
para a coleta do sangue.

[055] Os wvalores de concentracdo foram estimados como
indicado na Figura 2C, através da interpolacdo dos valores
de corrente em uma curva de calibracdo construida em saliva
fortificada. A Figura 2C ilustra o comportamento das
flutuagdes na concentracdo de paracetamol na saliva com a
variacdo do tempo. A concentracgcdo maxima (Cmax) €é o nivel
mais alto de uma droga no fluido corporal, representando seu
efeito maximo (WEBB et al., 2011). A concentracdo maxima de
paracetamol na saliva foi de 143,27 uM apdés 50 minutos da
ingestdo do comprimido, diminuindo para o nivel de base com
o tempo. O tempo de meia-vida (tis2) é o tempo necessario
para que os niveis do medicamento medidos em matrizes
bioldégicas diminuam para metade do seu valor apds uma dose
Ginica (BRUCH et al., 2017; SCHRAG & REGAL, 2013). O tempo de
meia-vida do paracetamol na saliva foi estimado em 110
minutos.

[056] Os resultados da deteccdo eletroquimica do

paracetamol em saliva humana sdo mostrados na Figura 2 e na
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Figura 3. Além disso, sdo apresentados os testes de
seletividade e estabilidade do sensor que demonstram seu
potencial para aplicacdo em fluidos bioldbgicos (Figura 4 e
Figura 5). As caracterizacdes quimicas e morfoldgicas do
dispositivo fabricado podem ser observadas na Figura 6.

CARACTERIZAGCAO DOS DISPOSITIVOS

[057] A espectroscopia de impedéncia eletroquimica foi
realizada utilizando o software FRA2 com amplitude de 10 mV
nas frequéncias entre 0,01 Hz a 100 kHz, sob potencial de
circuito aberto, utilizando 5,0 X 103 mol L! de
K3[Fe (CN)6] /Ks[Fe (CN)g] solubilizada em solucdo 0,1 mol L1 de
KCl. Os graficos de Nyquist foram ajustados usando o circuito
equivalente de Randles [Rs (CPE [RetZw]) 1, onde Rs ¢é a
resisténcia da solucdo, Ret € a resisténcia de transferéncia
de carga, Zw é a impedidncia de Warburg e CPE é um elemento de
fase constante. As micrografias de MEV foram registradas
usando um microscdépio LEO 440 (Zeiss-Leica, modelo 7060)
operado a 20 kV. As amostras foram analisadas sem metalizacdo.

VANTAGENS DA INVENGCAO

[058] A presente invencdo apresenta as seguintes
vantagens que podem levar a producdoc em larga escala de
sensores eletroquimicos descartéaveis, Uteis a publicos
variados:

i) O dispositivo desenvolvido permite o
monitoramento ndo invasivo de paracetamol em amostras de
fluidos bioldgicos;

ii) Método capaz de personalizar a dosagem de
farmacos de forma a estabelecer uma maior eficacia
terapéutica e minimizar os efeitos colaterais dos

medicamentos;
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iii) Sensores de simples manuseio que podem ser
facilmente utilizados por qualgquer pessoa ndo especializada.
O resultado da andlise pode ser obtido rapidamente em poucos
minutos;

iv) O método proposto ndo requer nenhum tipo de pré-
tratamento de amostra, eliminando assim etapas adicionais no
protocolo analitico;

V) Os eletrodos sem nenhum tipo de modificacdo
apresentam desempenho analitico apropriado para a deteccédo
de paracetamol;

vi) Sensores com custo reduzido;

vii) Podem ser disponibilizados em laboratdérios de
andlise quimica, clinicas, hospitais, consultdédrios médicos,
residéncia dos pacientes em geral;

viii) Possibilita anédlise qualitativa e quantitativa
de féarmacos;

ix) Os dispositivos fabricados podem ser feitos em
larga escala e com um baixo custo;

X) Dispositivos fabricados com procedimentos
rapidos, sendo confeccionados em curto espaco de tempo;

xi) A superficie pode ser funcionalizada com
nanomateriais como: nanotubos de carbono de parede simples
e/ou multiplas, grafeno, 6xido de grafeno, éxido de grafeno
oxidado, ¢éxido de grafeno reduzido, negro de fumo, carbon
clack, carbono printex, nanoparticulas metdlicas de ouro,
platina, paléddio, ruténio, niquel, cobre, ferro, vanadio e
eurdpio, podem ser usados para modificar a superficie
sensorial;

xii) Funcionalizacd&o da superficie dos dispositivos

com biomoléculas para confeccao de biossensores
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eletroquimicos, tails como enzimas, proteinas, aptdmeros,
antigenos, anticorpos, RNA e DNA.
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REIVINDICACOES

1. Sensor eletrogquimico caracterizado pelo fato de

que compreende eletrodo auxiliar (EA), eletrodo de trabalho
(ET) e eletrodo de pseudo-referéncia (ER), em que:

- o0s eletrodos sdo impressos com tinta condutora de
carbono em diferentes substratos/suporte, principalmente,
grafite, nanotubos de carbono de parede simples e maltiplas,
grafeno, 6xido de grafeno, 6xido de grafeno reduzido,
fulereno, negro de fumo (carbon black), carbono printex; e
nanoparticulas de platina, ouro, niquel, cobalto, ruténio,
cobre, ferro, wvanadio;

- 0s eletrodos de trabalho apresentam nanomateriais
incorporados na superficie, dentre os quais aqueles
selecionados do grupo consistindo em nanomateriais a base de
carbono, materiais metdlicos e poliméricos, sendo eles
principalmente, grafite, nanotubos de carbono de parede
simples e multiplas, grafeno, 6xido de grafeno, 6xido de
grafeno reduzido, fulereno, negro de fumo (carbon black),
carbono printex; nanoparticulas de platina, ouro, niquel,
cobalto, ruténio, cobre, ferro, vanadio, polimeros
condutores, como polianilina, polipirrol,
poliortometoxianilina, polimeros de fontes naturais, como
quitosana, acido hialurdénico, celulose, féculas e
nanonofibras, e nanocompdsitos polimero/ceréamica,
preferencialmente os nanomateriais a base de carbono;

- a espessura dos eletrodos de carbono,
desconsiderando o poliéster, é de 17,9 micrométros; sendo a
espessura do poliéster de 100 micrométros;

- o0 eletrodo de trabalho apresenta uma area geométrica

de 12,56 mm? sendo delimitada com o auxilio de uma fita de
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policloreto de vinila (PVC) flexivel;

- 0 sensor tem dimensdes de 2,5 cm de comprimento e
1,0 cm de largura; e

- 0 sensor apresenta uma resisténcia de transferéncia
de carga de 476 ohms.

2. Sensor, de acordo com a reivindicacéo 1,

caracterizado pelo fato de que a funcionalizacdo da

superficie dos eletrodos com a camada de nanomateriais
permite a imobilizacdo de Dbiomoléculas orgénicas e
inorgénicas, principalmente enzimas, proteinas, aptémeros,
antigenos, anticorpos, RNA e DNA.

3. Uso do sensor eletroguimico conforme definido na

reivindicacdo 1 ou 2, caracterizado pelo fato de ser para a

deteccdo e rastreamento de um analgésico, principalmente,
paracetamol, diretamente em amostras de fluidos bioldgicos,
principalmente, de saliva humana ndo tratada.

4. Uso, de acordo com a reivindicacéo 3,

caracterizado pelo fato de que a deteccdo é realizada por

técnicas eletroquimicas, principalmente espectroscopia de
impeddncia eletroquimica, voltametria ciclica, voltametria
de varredura linear, voltametria de onda gquadrada e
voltametria de pulso diferencial, e ©preferencialmente
voltametria de pulso diferencial.

5. Uso, de acordo com a reivindicacéo 4,

caracterizado pelo fato de que a voltametria de pulso

diferencial apresenta o0s seguintes pardmetros: Amplitude de
pulso de 1 a 300 mV, Passo de potencial de 0,1 até 100 mv,
Tempo de modulacdo de 1 até 100 ms, velocidade de varredura

de 1 até 100 mV s7! e intervalo de potencial de 0 a 0,5 V.
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RESUMO
SENSOR ELETROQUiMICO E SEUS USOS

A presente patente refere-se a sensores eletroquimicos
descartédveis para o monitoramento e avaliacdo dos perfis de
concentracdo de farmacos em amostras de saliva humana. O
sensor eletroquimico desenvolvido apresenta simplicidade,
baixo custo, portabilidade, estabilidade, robustez e
potencial para serem executadas andlises descentralizadas,
podendo ser utilizado para fazer a deteccdo e rastreamento
de paracetamol, um analgésico amplamente utilizado,
diretamente em amostras de saliva humana ndo tratada. Os
resultados demonstraram o potencial do uso de dispositivos
eletroquimicos como uma ferramenta analitica ndo invasiva
para auxiliar a medicina ©personalizada no tratamento
medicamentoso, de forma a detectar a substédncia ativa,
estabelecendo perfis de concentracdo nos fluidos bioldbgicos
e assim corrigir a insuficiéncia na absorcdo do medicamento
para atender as necessidades individuais, evitando assim

overdoses, efeitos colaterais e intoxicacdes.
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