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Project abstract:

Este projeto visa obter biossensores eletroquimicos /label-free (BELFs) com potencial para auxiliar o
diagnéstico rapido e acessivel de doengas na prética clinica, seja em laboratdrios, hospitais, ou no ponto de
necessidade. Para isso, desenvolvemos dispositivos de maneira a satisfazer dois requisitos cruciais: (i)

aplicabilidade para o uso de rotina a um baixo custo e (ii) alta capacidade de testagem, como discutido a seguir.

Primeiramente, a partir do uso de métodos de microfabricacio e engenharia de filmes verticais, foram
construidos chips ultradensos que combinam reprodutibilidade, compatibilidade de fabricacdo em larga escala e
alta resolucgéo (capacidade de gerar desde macro a ultramicroeletrodos) com baixo custo. Explorando o design
unico dos chips, um outro avanc¢o descrito neste projeto consistiu em implementar, de modo inédito, andlises
multiplexadas de resposta tnica (single-response multiplexing, SERM) em BELFs. Essas andlises
multiplexadas puderam ser realizadas a partir de um unico scan de voltametria de onda quadrada (square wave
voltammetry, SWV), permitindo o uso de um potenciostato portatil de canal inico. Como uma vantagem
adicional, esses sistemas foram baseados no isolamento espacial das amostras em regides distintas do eletrodo
de trabalho (working electrode, WE), o que possibilitou a modificac¢do individual dos WEs e evitou
interferéncias entre as sondas redox (usadas para geracdo das respostas eletroquimicas).

Cada sensor baseou-se em apenas dois eletrodos que consistiriam em filmes finos de Au verticais em uma malha
tridimensional separados por um dielétrico, o fotorresiste negativo SU-8. Essa configuracdo resultou na
obtenc¢do de chips ultradensos, com dezenas de sensores por wafer (vidro), gerando uma reducgdo significativa
no custo final dos sensores. Em uma perspectiva industrial e considerando 60 sensores por wafer, o custo
unitario dos sensores foi estimado em R$2,84. Ja as analises SERM foram alcangadas a partir de duas
estratégias: (i) a utilizac@o de diferentes sondas redox (método multiplex) e (ii) o uso pioneiro de eletrodos de


https://bv.fapesp.br/pt/pesquisador/707822/juliana-naomi-yamauti-costa/

quase-referéncia (quasi-reference electrode, QRE) constituidos de materiais diferentes ao longo de uma mesma
medida de SWV (método duplex). O método multiplex permitiu 0 monitoramento de até 3 amostras através da
utilizacdo de diferentes sondas redox, quais sejam, hexacianoferrato de potéssio [Fe(CN)6]3—/4—,
ferrocenometanol (FcMeOH) e hexaaminoruténio [Ru(NH3)6]3+, originando picos de corrente em diferentes
potenciais. Em relagdo ao método duplex, esse viabilizou a andlise de 2 amostras usando apenas a sonda
[Fe(CN)6]3—/4—. Isso foi possivel gragas ao uso de QREs constituidos de materiais com fungdes trabalho
distintas, Au e Ag/AgCl. Foram, assim, obtidos picos de corrente em potenciais especificos relacionados a cada
QRE.

Como prova de conceito, avaliamos o desempenho dos sensores como BELFs utilizando um peptideo como
elemento de reconhecimento de anticorpos IgG da COVID-19. Para amostras padrdo de IgG, a partir do método
SERM multiplex, foi possivel monitorar 3 eventos de biointeragcdo em uma tnica andlise de SWV, sendo
possivel diferenciar amostras positivas e negativas. Utilizando o método SERM duplex, por sua vez, foram
obtidos limites de deteccao de 8,0 (Au QRE) e 83,1 ng mL—-1 (Ag/AgCl QRE). Mediante o uso desse mesmo
método, conseguimos duplicar a capacidade de processamento e alcancar 100% de acuricia para triagem da
COVID-19 a partir de amostras de soro de pacientes. Como parte da visdo prospectiva deste projeto,
enxergamos que a plataforma tem o potencial de ser aplicada de maneira abrangente em estratégias com alta
capacidade de testagem, reduzindo o tempo de diagndstico para avaliagcdo de diferentes amostras (como
demonstrado aqui) e, futuramente, de diferentes biomarcadores visando aumentar a acurécia clinica ou até

mesmo a detec¢do de doencas coexistentes com sintomas similares.
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Os dados de caracterizacdo morfoldgica, fisico-quimica e eletroquimica dos eletrodos serdo coletados por meio de
andlises laboratoriais realizadas através de equipamentos especificos para cada experimento citado.

Este projeto prevé a geragcao de dois conjuntos de dados, categorizados de acordo com as técnicas de
caracterizagdo: i) dados de caracterizacdo dos eletrodos gerados por técnicas de microscopia e espectroscopia e ii)
dados gerados pelas técnicas eletroanaliticas para caracterizacio eletroquimica e testes de desempenho analitico.

Serdo geradas também planilhas para tabulag¢do de dados e graficos com resultados oriundos dos experimentos.

Todos os dados coletados estardo armazenados em uma pasta com seus respectivos protocolos detalhando as
condicdes experimentais, pardmetros de medida estabelecidos e identificacdo do pesquisador responsédvel pelo
delineamento e execucdo do experimento. Informacdes especificas sobre condi¢des ndo previstas no planejamento,
mas que podem implicar na qualidade dos dados

coletados, serdo disponibilizadas juntamente com os seus dados brutos. Os metadados gerados incluirdo descricdes,
planilhas, graficos e fotos das etapas de caracterizacdo dos eletrodos. Também serdo realizadas andlises estatisticas
dos dados obtidos.

Os dados serdo gerados utilizando-se procedimentos experimentais com base na literatura e seguirdo protocolos

éticos de acordo com a regulamentagdo vigente.
As questdes de direitos autorais e propriedade intelectual serdo discutidas com os membros do grupo de pesquisa.

Os dados originados das técnicas de caracterizag@o e ensaios eletroquimicos serdo armazenados no repositorio
institucional do CNPEM (OneDrive), onde o orientador e a candidata terdo acesso

aos dados gerados. Os backups dessa plataforma ocorrem periodicamente. O conjunto de dados brutos quantitativos
serd mantido em dois formatos pelo menos: documento original do software de coleta e documento contendo
planilhas eletronicas (por exemplo, Excel), ambos contidos em pastas especificas do OneDrive. Os dados obtidos e
demais anotacdes serdo armazenados nos formatos JPEG, PNG, TIF, XLS, PDF e DOC e poderao ser acessados e
processados por meio de seus respectivos softwares de leitura.O conjunto de dados brutos qualitativos (por
exemplo, texto e imagens) serdo mantidos sob embargo até sua publica¢do em periddicos internacionais de

alto impacto, quando serdo disponibilizados integralmente.

O acesso serd mediado somente por /inks de compartilhamento da pasta contendo os dados solicitados com

autorizacdo prévia.

A selec@o dos dados sera feita com base em critérios de qualidade e reprodutibilidade definidos para cada
técnica/experimento. Os dados inadequados (por exemplo, excecdes com discrepancia estatistica significativa em
relacdo aos demais dados gerados) serdo descartados e armazenados em uma pasta especifica denominada “Dados
Excluidos”, bem como as devidas justificativas de exclusdo. Esses dados serdo mantidos até a conclusao do

projeto.

Os dados brutos selecionados para andlise/processamento serdo mantidos no OneDrive mesmo apds a conclusao do
projeto por tempo indeterminado. Eles serdo mantidos em pastas distintas e serdo apresentados nos
relatérios parciais e/ou final contendo a descri¢do de cada etapa analitica (por exemplo, testes estatisticos,

andlise gréfica e demais informagdes que fundamentaram o estudo).



Todos os dados brutos e anotacdes obtidos do projeto serdo depositados em um repositério ja existente do
LNNano/CNPEM, o qual permite o compartilhamento das pastas através do e-mail ou links de acesso para usudrios

externos e internos a instituicao.

Os dados brutos e processados/analisados serdo mantidos sob
embargo até a sua publicacdo, quando serdo entdo disponibilizados integralmente. Esses dados serdo também

divulgados em eventos cientificos, nacionais e/ou internacionais.

Técnicos responsaveis pelos equipamentos utilizados no CNPEM serdo responsdveis pela coleta dos dados, bem
como pela producdo de metadados associados as informagdes. A candidata serd
responsavel por atualizar as pastas no OneDrive e repositério do LNNano/CNPEM conforme o andamento da

pesquisa, cabendo ao orientador a verificacdo dos dados e supervisao do projeto.

Disponibilizac¢do do repositério do LNNano/CNPEM para armazenamento dos dados em nuvem.



	Plan Overview
	Copy of Chips eletroquímicos verticais em malha ultradensos para diagnósticos multiplexados a partir de uma única resposta

