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Apesar de uma longa histéria como uma ferramenta analitica, o
papel entrou em significativa importancia académica e foco
industrial nos ultimos 10 anos. Este ressurgimento coincidiu com
o trabalho 1inovador do grupo Whitesides em 2007 sobre
padronizacao fotorresistente de papel para criar canais
microfluidicos bem definidos [1]. O crescimento exponencial pode
em grande parte estar 1ligada a 1inovacdées importantes, que
Tevaram dispositivos analiticos baseados em papel de um aparato
de nicho em alguns Taboratérios analiticos a uma ferramenta
poderosa usada em uma variedade de disciplinas em todo o mundo.

Aqui, descrevemos alguns dos principais avancos e seu impacto.
3.1 Ferramentas de Manipulacao de Fluxo

Dispositivos analiticos baseados em papel (PAD do inglés Paper
Analytical Device) podem ser amplamente segregados em trés
faccbes distantes com base em seu design, ou seja, testes
pontuais, dispositivos baseados em distancia e dispositivos
microfluidicos. 0Os testes pontuais tém sido historicamente
populares devido a sua simplicidade e tém implantado em uma
ampla gama de campos, desde monitoramento ambiental até
diagnostico da doenca. Informacdes mais especificas sobre testes
pontuais, PADs estacionarios, sao abordados em outras partes

deste 1livro, bem como em varias revisbdes de literatura [2, 3].

Os PADs que empregam fluxo de fluido sdao comumente conhecidos
como dispositivos analiticos microfluidicos a base de papel
(uPADs). O recente movimento geral na academia e na inddstria

de PADs estacionarios para pPADs podem ser entendidos em termos



de varias vantagens de uPADs sobre suas contrapartes

estacionarias:

O transporte de amostras facilita reacdes sequenciais online e
pré-concentracao de um analito alvo que é dificil de implementar
em um teste Tlocal. Essas ferramentas analiticas sao abordadas
com mais detalhes posteriormente neste capitulo.
A adicao de fluxo a uma amostra de analito geralmente resulta
em sensibilidades aumentadas e Timites de deteccdao mais baixos
para muitos métodos de deteccdo em comparacdao com deteccodes
estacionarias [4].
ePara reacoes colorimétricas (reacao com um analito resultando
em uma mudanca de cor), reagentes podem ser depositados ao Tongo
de um canal para reagir com um analito alvo durante transporte
de fluido, resultando em uma distancia definida de geracao de
cor, correspondente para a concentracdao do analito. A deteccao
baseada em distancia é um método popular para PADs colorimétricos,
particularmente em locais de atendimento devido a simplicidade
de Teitura [5].

3.1.1 Velocidade de Absorcao

0 fluxo de fluido no papel existe desde 1956 através de testes
de fluxo Tateral [6], por exemplo, o teste de gravidez comum.
Crucialmente, o fluxo de fluido é gerado através acao capilar nas
fibras do papel. Isso evita a necessidade de bombas externas
tornando os upPADs baratos, pequenos e simples de usar. Com o
tempo, a resisténcia viscosa de um fluido age contra a acao
capilar, diminuindo a velocidade do fluido. A distancia
percorrida pelo canal, 1(t) (m), no tempo t (s), é dada pela

equacao de LucasWashburn [7]:
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onde y é a tensdao interfacial (N m?), r é o raio capilar médio

(m), 0 é o angulo de contato do fluido no papel e u é a viscosidade



do fluido (N s m*'). Esta equacdao assume (i) uma secdo transversal
constante de poros retos cilindricos, (ii) que os efeitos
gravitacionais sdao despreziveis (ou seja, fluxo horizontal),
(iii) que o papel é quimicamente homogéneo, e 1iv) um volume de

reservatorio de entrada ilimitado.

Os pPADs podem ser projetados para gerar uma taxa de fluxo
constante, por exemplo, através de um aumentando a geometria do
canal [8]. Neste caso, a vazao em regime permanente é dada por
Lei de Darcy [9]:
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onde Q é a vazao volumétrica (m s?'), K é a permeabilidade do
papel (m?), A é a area da secdo transversal do papel normal ao
fluxo (m), e AP é a diferenca de pressao (N m?) ao longo do
comprimento L do canal (m). Esta equacdao assume (i) energia
cinética desprezivel, (ii) uma secdao transversal de fibra
circular e (iii) capilares retos. Essas equacdes nao sao de forma
alguma modelos perfeitos exaustivos para fluidos fluem em todos
os dispositivos de papel, mas servem como aproximacdes valiosas
de sistemas reais. Varios outros modelos analiticos e
computacionais  foram propostos para explicar variaveis
adicionais, como evaporacdao (umidade), diferentes barreiras de
fluido (por exemplo, cera) e dispositivos multicamadas (por
exemplo, fluxo entre duas camadas de papel) [10, 11], embora

nenhum tenha ainda alcancado ampla adocdo pelo campo.

O Controle sobre velocidades de fluido e taxas de fluxo
volumétrico é fundamental para o uso adequado de upPADs. Por
exemplo, reacdes enzimaticas e imunoensaios em papel requerem
taxas de fluxo lentas, mas a medicdo de reagentes ou analitos
quase estaveis em concentracdes residuais requer altas taxas de
fluxo. A Tabela 3.1 Tista algumas propriedades ajustaveis de

uPADs e seus efeitos sobre taxas de fluxo.



Tabela 3.1 Métodos para controlar a vazao em pPADs, organizados

em termos de facilidade de implementacdo (de baixo para alto)

Propriedade

Método de controle

Efeito na velocidade de fluxo

Tipo de papel

Variar média dos

raios capilares

Tamanhos de poros maiores aumentam
a taxa de fluxo (Eq. 3.1)

A vedacao inibe a

levando a mais tempo distancias de

evaporacao

papel

microcanais cortados
no papel

~ Canais abertos X .

Encapsulacdo selados fluxo, mas pode reduzir a taxa de
fluxo se vedacdao apertada (por

exemplo, laminacdo ou prensagem)
Pequenas Tinhas impressas com cera
- odem reduzir a acdo capilar para

Linhas de cera | P . ¢ P par
e - : um fluxo mais Tento, microcanais
Modificacdao do | impressas ou

podem ser cortados em papel para
acelerar o fluxo, deposicao de
ionogel/acucar pode ser usado para
diminuir o fluxo

A cera e outros materiais comuns tém

ao dispositivo

angulos de contato menores, por
Largura do canal, por g . . )
Lo exemplo, canais mais finos tém
. exemplo, distancia LT
Geometria . menos resisténcia e taxas de fluxo
entre barreiras de . ..
mais rapidas; por outro lado, uma
cera - " - n
geometria de 270 "ventilador" gera
fluxo de estado estacionario
Temperaturas mais altas resultam em
viscosidade reduzida e fluxo mais
Mudanca de " . o P N
Temperatura rapido, hidrogéis sensiveis a
temperatura no lab. ,
temperatura também foram usados
para controlar a taxa de fluxo
0 fluxo de amostra requer um excesso
Varie os volumes de | de amostra na entrada, portanto, as
Volume amostra adicionada | taxas de fluxo podem ser

reduzidas/interrompidas por meio de
pequenos volumes de entrada

Orientacdo

Mude o angulo do
dispositivo, por
exemplo, vertical ou

horizontal

As forcas gravitacionais podem
inibir ou aumentar as taxas de fluxo
com base na direcdao do fluxo, por
exemplo, em dispositivos orientados
verticalmente, o fluxo pode cessar
quando as forcas capilares e
gravitacionais se equilibram.

NUumero de

A criacao de um canal oco por meio

Varias camadas de | de uma lacuna acima do papel ou de
camadas de . - . .

papel ou canais ocos | varias camadas fornece melhorias
papel . o .

significativas na taxa de fluxo
~ Pocos de entrada | O uso de pocos de entrada impulsiona

Pressao da . - ~

elevados acima do| o fluxo através da pressdao da
cabeca .

canal cabeca, fazendo uso da gravidade

A geracdo de regime estacionario ou taxas de fluxo constantes é
critica para muitas medidas analiticas. Por exemplo, as correntes
redox eletroquimicas sdo proporcionais a raiz clbica da taxa de

fluxo (para canais retangulares) [12] e, portanto, pequenas



alteracdoes na taxa de fluxo durante um experimento podem ter

efeitos significativos nos sinais analiticos.

0 fluxo quase estacionario pode ser alcancado através de um
aumento na area da secao transversal como mostrado na Fig. 3.1.
Aqui, um aumento na largura do canal/volume dos poros resulta em
taxa de fluxo de estado estacionario a medida que a regiao do
ventilador/bombeamento absorve o fluido com uma forca constante.
Taxas de fluxo nestes os sistemas sao tipicamente em torno de
0,020 cm s?* ou 7,1 x 10°® mL min?'. Uma parte consideravel da
pesquisa recente sobre pPADs é focada em métodos para aumentar
as velocidades e taxas de fluxo volumétrico. Os avancos variam
de simples mudancas geométricas para a adicdao de ferramentas

analiticas mais complexas, como seringa bombas.
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Figura 3.1 Duas abordagens para escoamento quase estacionario
em uPADs. (a) Canal com diferentes geometrias para
gerar fluxo de estado estacionario, (b) modelo de fluxo
de fluido em Targura de canal em expansao uPADs,
adaptados com permissao das referéncias [8, 157],
respectivamente.



Uma solucao elegante foi proposta por Crooks et al. [13] com base

no escoamento acionado por presséo em um canal oco, conforme
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Fig. 3.2 Fluxo rapido (a) canal oco e (b) uPADs multicamadas

(i - fita de embalagem, 1ii - papel qualitativo

Whatman 1 modificado com cera e 1iii - fita dupla

face) adaptado com permissao de referéncias [4, 13],

respectivamente.
mostrado na Fig. 3.2a. Esses PADs de canal oco (HC-PAD) foram
aplicados para deteccdo eletroquimica sob taxas de fluxo de 1,2
cm st ou 0,21 mL min?, por meio de pressao aplicada de um poco
de entrada acoplado ao canal oco. Essa abordagem foi expandida
por Henry e co-autores [4] para atingir taxas de fluxo de até
1,56 cm s* ou 1,65 mL min' em pPADs multicamadas, através do
controle preciso da altura/folga do canal entre as camadas de

papel (até 390 um, Fig. 3.2b).
3.1.2 Chaves e Valvulas

A manipulacdo controlada do fluxo de fluido é uma ferramenta
critica em uPADs. Isto é particularmente verdadeiro para reacoes
on-line de varias etapas, onde diferentes taxas de fluxo/reacao
tempos sdao necessarios para diferentes etapas do ensaio. Embora
simples de 1implementar por meio de controle manual em ensaios
analiticos classicos (por exemplo, através do controle do
operador), este é mais desafiador de 1implementar em uPADs,
particularmente sem operador manual ao controle. O uPAD ideal
permitiria o controle direto para parar/iniciar o fluxo (em

diferentes taxas de fluxo), para muitas etapas de ensaio online.



Varios grupos de pesquisa ao redor o mundo deu passos
significativos em direcao a este objetivo. Os métodos de controle
manual usam o envolvimento do operador para controlar as taxas
de fluxo, permitindo um controle preciso do fluido. Os
interruptores mecanicos sao as abordagens mais comuns para
controle de fluidos, pois nao requerem equipamentos externos
caros, tornando-os bem apropriados para uso em ambientes de ponto
de atendimento. As cunhas de tracdo empregam O usuario puxa uma
tira que pode entdo abrir/fechar um canal para iniciar/parar o
fluxo de fluido. Estes tém sido usados para uma variedade de
aplicacdoes, tais como ensaios imunossorventes enzimaticos
(ELISAs) baseados em papel [14]. Um exemplo de dispositivo onde
o deslizamento de a camada de amostra inicia o fluxo é mostrada

mais adiante neste capitulo na Fig. 3.5 (Secao 3.2.2).

Da mesma forma, abas ou dobras foram demonstradas como valvulas,
onde empurrar para baixo uma guia/dobrar um dispositivo conecta
0os canais de papel para iniciar o fluxo. Um design simples de
guia/valvula é mostrado na Fig. 3.3a, onde o fluxo de reagente
em um reator é iniciado pressionando uma valvula [15]. Dobrar
dispositivos para iniciar as etapas de fluxo/reagentes também foi
previamente demonstrado. Por exemplo, a Fig. 3.3b mostra uma
dobradura tipo origami dispositivo para extracao de acido
nucleico no local de atendimento. As camadas L1-L4 se dobram
acima e abaixo da camada LO, e as funcionalidades do dispositivo
representam 1 filtro de DNA, 2 residuos almofada de absorcdao com
suporte de Mylar, 3 copos de carregamento de amostra, 4 tampdes
de 1lise/lavagem almofada de armazenamento e reidratacdo, 5 canais
de transporte de buffer e 6 pilhas de contato [16]. Os
interruptores manuais do operador também podem empregar controles
de tempo ou volume para tiniciar, parar ou atrasa o fluxo da
amostra. Por exemplo, a Fig. 3.3c, d mostra um interruptor on,
onde o fluxo de fluido para baixo um "canal de temporizacao"
incha um atuador facilitando o fluxo de fluido de amostra
atrasado, com comprimentos de canal de temporizacao diferentes,
resultando em atrasos diferentes. Os métodos nao mecanicos

controlados pelo operador sao menos comuns e geralmente empregar



chaves e valvulas de temperatura, elétricas ou magnéticas. A
temperatura pode ser usada para variar a hidrofobicidade do papel
modificado com um surfactante. Por exemplo, O papel modificado
com brometo de hexadeciltrimetilaménio (CTMAB) é hidrofobico em
baixas temperaturas (inibindo o fluxo de fluido), mas torna-se

hidrofilico em temperaturas mais altas.
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Figura. 3.3 Interruptores mecanicos controlados pelo operador, (a) um
projeto simples de valvula de pressdo para introducao de
reagentes em um reator [15], (b) um dispositivo de
origami microfluidico para extracdao de acido nucleico
(esquerda: Tado frontal, direita: parte traseira do
dispositivo) [16], (c) um interruptor de medicdo de tempo
para o controle atraso do fluxo de amostra [158],
adaptado com permissao das referéncias [15, 16, 158],
respectivamente, (d) Imagens de Tapso de tempo de um
interruptor com um canal de atuacdo serpentina para
fornecer valvula cronometrada atuacdo temperaturas
(permitindo o fluxo de fluido) [17].

ON

Da mesma forma, dielétricos podem ser empregados para alterar a
hidrofobicidade de um canal de papel, com base na aplicacao de
uma tensdo para eletrodos hidrofébicos/hidrofilicos para
interromper/iniciar o fluxo de fluido [18]. Interruptores

magnéticos foram desenvolvidos para retardar o fluxo da amostra



por aproximadamente 30 min, com base em um resistor disparando
um eletromagnético que abre/fecha uma valvula cantilever de

papel, iniciar/parar o fluxo [19].

Os métodos automatizados destinam-se a controlar o fluxo sem
entrada do operador e sao normalmente projetados para volumes
especificos, taxas de fluxo e tempos para especificos
formularios. Um exemplo simples e elegante disso envolve o corte
de microcanais em canais de papel usando uma Tamina de faca [20].
Quando os canais sao paralelos No canal, as taxas de fluxo sao
aumentadas em aproximadamente 60% em comparacao com dispositivos
nao tratados. Além disso, as taxas de fluxo podem ser reduzidas
em aproximadamente 45% por meio de microcanais esculpidos
perpendicular a direcdao do fluxo. Mudancas na geometria/area da
secdo transversal podem também ser usados para gerar atrasos de
fluido in situ. Por exemplo, a colocacao de uma camada absorvente
pode gerar atrasos de até 20 min [21]. Finalmente, a modificacao
do papel pode ser usada para gerar um atraso no fluxo de fluido
in situ. Um exemplo comum disso é através da deposicao de
aclUcares, onde uma maior concentracao de aclUcar resulta em uma

taxa de fluxo mais lenta/atraso mais longo [22].
3.2 Carregamento de Amostras

A adicao de amostra é um aspecto critico dos PADs que muitas
vezes recebe pouca consideracdao apesar de sua importancia. Além
dos pré-tratamentos de amostra que serao cobertos mais adiante
neste capitulo (Secao 3.3), ha uma variedade de abordagens para
carregamento, cada um com suas proprias vantagens e desvantagens.
Fundamentalmente, a abordagem deve ser voltada para as
circunstancias; pipetar um volume definido de analito em um tempo
definido a um dispositivo por um técnico treinado é ideal para
testes de Tlaboratério centralizados. Por outro Tlado, muita
pesquisa recente no campo baseado em papel é focada no rapido,
robusto, injecdo controlada e sequencial de varios reagentes, em
horarios definidos, em condicbdes, dentro de uma configuracdao de

recursos limitados, sem envolvimento do operador e em baixo custo.
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3.2.1 Entrega Unica

A entrega de amostras a um PAD pode ser realizada por meio de
abordagens externas (por exemplo, pipetagem) ou abordagens online
(por exemplo, injecdes). Em ambos os casos, o especifico volume
e tempo de entrega sdao os fatores criticos. Algumas abordagens
manuais comuns que empregam o manuseio do operador sao detalhadas
na Tabela 3.2. Para alcancar a implantacdo de dispositivos em
configuracdes de recursos limitados, muitas inovacdes buscam
aplicar carregamento sem operador de volumes controlados de

amostra.

Tabela 3.2 Abordagens manuais para entrega de reagente Unico em
PADs .

Abordagem Aplicacao Comum vantagens/desvantagens da
aplicacao
Pipetagem Entrega de reagente | Ideal para pesquisa e controle
manual centralizado em | de volume e tempo de injecao,
laboratorios mas requer treinamento técnico
Pipetas Amostragem Simples, barato para testes em
descartavel ambiental, por | campo, mas variabilidade
exemplo, amostras de | inerente e ndo descartavel com
aguas residuais operador amador
Picadas Amostragem de sangue | Pode ser usada por nao
digitais especialistas no Tlocal dos
cuidados, mas com

transferéncias variaveis e
volumes desconhecidas

Microagulhas | Amostragem de sangue | Volume mais preciso do que

[23] picadas digitais e 1integrado
com PAD, mas usa dispositivo
mais complexos

S1lipchip [24] | Processamento Deteccdo multiplexada/de alto
paralelo/adicao de | rendimento facilitado, mas
reagentes para um uma | requer pré-carregamento de
série de | reservatorios com pipeta

pocos/dispositivos
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Figura. 3.4 Métodos de adicdo de amostra no dispositivo,
(a) embalagens de bolhas (pl-p6) para injecao
de amostra em um ensaio de fluxo lateral [25],
(b) liberacao de amostra mediada por
temperatura de um hidrogel [27], (c) pressao
botdes “on” para iniciar a adicdo de amostras
a diferentes regides de um pPAD [26], (d)
aclcar soldvel pontes para controle de volume
de amostra [28], reproduzido com permissao das
referéncias [25-28], respectivamente.

0 volume da amostra é uma variavel particularmente critica, pois
afeta o carregamento de massa/particula de uma amostra real e,
portanto, deve ser rigorosamente controlada para testes
analiticos. Pacotes de bolhas sdao uma excelente ferramenta para
armazenar um volume de reagente definido em um dispositivo, o que
pode ser liberado pressionando a bolsa por um operador ou fechando
de um cassete. Um exemplo de dispositivo é mostrado na Fig. 3.4a,
onde os reagentes sao injetados das embalagens bolhas através de
émbolos controlados por dispositivo que estao alojados no
cassete, resultando em injecdo de amostra controlada em direcao
a um ensaio de fluxo lateral para deteccdao de acido nucleico
[25]. Um conceito semelhante foi demonstrado para amostras além

de diferentes regides de um dispositivo, por meio de pressao de
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pontos com uma caneta para fechar canais e iniciar o fluxo de
fluido, conforme mostrado na Fig. 3.4c [26]. Os hidrogéis podem
ser usados para armazenar reagentes e libera-los com estimulos
externos, como uma mudanca de temperatura. A Figura 3.4b demonstra
esse conceito com Tliberacdao linear de soluto de um composto
Hidrogel de N-isopropilacrilamida/acrilamida em temperaturas
crescentes [27]. Uma solucdo interessante para controlar volumes
de amostra é através de pontes sollveis como mostrado na Fig.
3.4d. Aqui, a ponte de acucar pode ser ajustada para entregar
diferentes volumes baseado na concentracdo de aclcar e geometria
[28].

3.2.2 Entrega Sequencial

A entrega ou injecdao sequencial é naturalmente mais complexa do
gue a entrega Unica e tornou-se foco recente do campo nos Ultimos
aproximadamente 5 anos. A capacidade para adicionar diferentes
reagentes de diferentes volumes e em tempos e fluxos controlados
taxas é fundamental para o desenvolvimento de uPADs, dado que
muitos ensaios analiticos envolvem varias etapas e
tempos/condicdoes de reacao controlados. Enquanto depoimento de
reagentes em um pPADs para reidratacao posterior pode facilitar
reacoes sequenciais, isso formato é inflexivel e aplicavel apenas
a reagentes com solubilidade apropriada para deposicdao que sera
estavel quando seca no papel. Uma das abordagens mais simples
para a entrega sequencial de reagentes é empregar canais de
comprimento de caminho variado, onde caminhos de entrada mais
Tongos demoram mais para atravessar permitindo a adicdo de amostra
cronometrada. Um exemplo disso é mostrado na Fig. 3.5a; para um
ELISA, um anticorpo (c) e substrato (d) sdao adicionados
sequencialmente para zonas de teste (b) e zonas de controle (a)
[29]. Uma desvantagem dessa abordagem é que comprimentos de canal
mais longos resultam em maior perda de amostra e, portanto, a
maioria de abordagens de 1injecdo sequencial empregam métodos
alternativos [30]. Como anteriormente descrito, a deposicao de
acucar pode ser usada para retardar o fluxo de fluido, e isso tem

sido demonstrado para injecao sequencial com base na concentracao
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de aclUcar depositado em diferentes canais de um cassete dobravel

como mostrado na Fig. 3.5b [22].
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Figura. 3.5 Dispositivos de papel de entrega sequencial
simples, (a) sanduiche ELISA com base no
comprimento do canal [29], (b) canais modificados
por aclcar para injecdo sequencial de canais de
comprimento idéntico [22], (c) sTipPAD para entrega
sequencial através de uma tira de puxar [24],
reproduzida com permissdo de referéncias [22, 24,
29], respectivamente.

Finalmente, sI1ipPADs que empregam tiras de puxar podem ser
empregados para a entrega sequencial de reagentes pré-carregados,
como mostrado na Fig. 3.5c [24]. Redes de papel sdo uma classe
0util de pPADs de injecao sequencial, com algumas funcionalidades
avancadas sobre o anterior nos dispositivos. Exemplos de redes
de papel de uma, duas e trés dimensdes (1DPN, 2DPN, 3DPN) sao
mostrados na Fig. 3.6. 1DPNs emprega pocos para conter os
diferentes reagentes que entdo liberam sequencialmente ao Tongo
de um canal de papel reto (Fig. 3.6a) [31]. 2DPN emprega pernas

de entrada paralelas
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Figura. 3.6 Dispositivos de injecado sequencial de rede de papel,
ilustrados com diferentes corantes, (a) 1DPN [31], (b)
2DPN [32], (c) 3DPN [4], reproduzido com permissdao das
referéncias [4, 31, 32], respectivamente.

ao canal principal do papel que pode ser iniciado na entrega do
reagente as pernas, ou pré-carregadas com reagentes (amostra seca
nas pernas para reidratacdao e entrega sequencial) [32]. As
amostras se esgotam sequencialmente a partir da eluicdao das pernas
e estes 2DPN foram testados com uma variedade de aplicacdes [33].
3DPN empregam os mesmos principios de perna de entrada como 2DPN,
mas empregam um grande canal oco (390 um) entre duas camadas de
papel conforme descrito anteriormente na Fig. 3.2 (Secdo 3.1.1),
resultando em vazdes significativamente mais rapidas [4]. Recurso
IDPN e 2DPN taxas de fluxo mais Tentas do que 3DPN (1 vs. 15
min), mas arquiteturas de dispositivos mais simples e esquemas
de fabricacao. Esses dispositivos de rede de papel sdao mais
receptivos do que os PADs de injecdo sequencial anteriores para
aplicacdées com grandes volumes de amostra, reagentes quase
estaveis, ou métodos analiticos onde a taxa de fluxo contribui

para o sinal (por exemplo, eletroquimica).
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3.3 Pré-tratamento da Amostra

Ao detectar um analito especifico em amostras ambientais ou
bioldégicas, muitos componentes estdo presentes na matriz além do
analito de interesse. Enquanto estes componentes adicionais podem
ser inertes ao ensaio, em muitos casos eles podem causar falso
positivos ou negativos, necessitando de etapas adicionais de pré-
tratamento para remové-los. Além disso, uma armadilha comum do
PAD sdao os Timites de deteccao (LODs) mais altos em comparacao
com os métodos tradicionais, portanto, a pré-concentracao da
amostra geralmente é necessaria para atingir os LODs necessarios
dependendo da aplicacdao. Aqui, discutimos algumas das varias
abordagens para remover interferéncias de amostras complexas e

ferramentas de pré-concentracao.
3.3.1 Remocao de interferéncias da matriz de amostra

Ao detectar metais especificos em amostras ambientais, ¢é
importante que o método de deteccao nao apresenta reacao cruzada
com outras espécies metalicas, causando falsos positivos (Fig.
3.7a, b). Infelizmente, este é um desafio comum enfrentado em
motivos de deteccdao colorimétrica para metais. Agentes de
mascaramento podem ser usados para prevenir o substrato
colorimétrico de reagir com metais de interferéncia [2]. Agentes
de mascaramento podem ser reagentes usados para ajustar o pH ou
oxidar ou reduzir uma determinada espécie metalica, facilitando
a seletividade [5, 34, 35]. De forma util, o papel pode ser
padronizado tal que uma Unica adicdao de amostra a um upPAD pode
ser guiada para varios canais, permitindo aos usuarios rastrear

varios agentes de mascaramento ao mesmo tempo [36].
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Figura. 3.7 (a) Complexacao de 4-(2-piridilazo)resorcinol
(PAR) e espécies metalicas (Mn*) [36]; (b) teste de
manchas em papel mostrando reatividade metal-PAR
(formacao de cor Tlaranja e vermelha) para varios
metais de transicdo, alcalinos e alcalino-terrosos
[36]; (c) dispositivo baseado em papel que
primeiro separa glébulos vermelhos do plasma
através da aglutinacdo e, em seguida, detecta a
glicose através da colorimetria [38]; (d) sistema
multidiagnéstico ativado por toque com
polissulfona assimétrica e nitrocelulose membranas
para separacao de plasma [23], reproduzidas com
permissdao das referéncias [23, 36, 38],
respectivamente

Eficiéncia de mascaramento de um produto quimico especifico usado
para espécies interferentes ¢é entdao definida por variacao
percentual no sinal entre a intensidade de mascaramento e a
intensidade de controle. As amostras bioldgicas sdo tipicamente
complexas, incluindo uma variedade de componentes na amostra além
do biomarcador ou patdégeno que o usuario detecta. Por exemplo, o
sangue é um coquetel de biomarcadores imunologicos e moleculares
usados para diagnostico de doencas, tornando-a uma matriz de
amostra critica para aplicacées biomédicas de dispositivos
baseados em papel. Devido a complexidade do sangue total, muitos
diagnosticos removem glébulos vermelhos para deteccao,
necessitando de solucbes prontas para o campo para filtrar e
processar o sangue. Em Tlaboratérios de diagnéstico, as

centrifugas sdao uma ferramenta comum para separar os glébulos
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vermelhos do plasma. O papel foi usado para desenvolver uma
centrifuga manual para uso em campo com base na fisica de um
brinquedo giratério, que pode atingir velocidades de até 125.000
RPM [37]. Além disso, como os uPADs sdo mais comumente fabricados
usando papel de filtro, muitos dispositivos foram desenvolvidos
onde a filtracdo do sangue e a deteccdo de biomarcadores sao
concluidas 1in situ. A maioria dos dispositivos baseados em papel
que empregam a filtracdao do sangue filtram o plasma do sangue
total com base em agregacdao de globulos vermelhos [38, 39] ou
exclusdao de tamanho [40]. Apo6s a filtracao, o plasma é usado para
testes bioquimicos para detectar biomarcadores especificos, como
anticorpos especificos c para tipagem sanguinea ou glucose (Fig.
3.7c, d) [23, 38, 39]. Embora o papel seja uma plataforma valida
para processamento e filtragem de sangue total, é nao aplicavel
a outras amostras bioldégicas. Existem muitos exemplos complexos
matrizes onde biomarcadores especificos devem ser filtrados de
outros componentes de a amostra de modo a nao interferir com o
ensaio de deteccdao. Para essas amostras, oS usuarios podem
implementar a separacao imunomagnética (IMS), onde os anticorpos
especificos a um biomarcador ou patégeno sdao ligados
covalentemente a superficie de wuma pérola. As esferas
imunomagnéticas sao adicionadas a uma amostra complexa para
aderir ao analito antes de separar os granulos da amostra usando
um imd, seguido de reconstituir os granulos em tampdao fresco. A
IMS tem sido usada, além de dispositivos papel, para muitas
amostras complexas diferentes, incluindo carne e Taticinios, bem
como amostras bioldégicas como sangue total e até fezes de animais
[41]. Em uPADs especificamente, o IMS foi demonstrado para a
deteccdo de Escherichia coli e Salmonella typhimurium em agua,

Teite integral e fezes de passaros [42, 43].
3.3.2 Pré-concentracao

Além de superar os efeitos da matriz, as concentracdes do analito
em condicdes biolbégicas ou amostras ambientais podem ser
altamente escassas. Portanto, a capacidade de pré-concentracao

uma amostra, especialmente online, é uma ferramenta poderosa para
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atingir os limites de deteccdao de tracos que sao regularmente
exigidos. Por exemplo, além de filtrar o analito alvo em sua
matriz, a IMS também facilita a pré-concentracdo por meio da
reconstituicdao em um tamanho menor volume de tampdao do que o
volume de amostra inicial. Uma das abordagens mais simples para
pré-concentracao é capturar o alvo de interesse em um sensor
durante fluxo. Isso pode ser realizado através da Tigacdo de um
alvo a particulas magnéticas, por pré-concentracao conforme
mostrado na Fig. 3.8a. Da mesma forma, as particulas de virus tém
foram capturados em eletrodos modificados por anticorpos
colocados em um pPAD multicamada de canal oco, conforme mostrado
na Fig. 3.8b [44].
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Fig. 3.8 Pré-concentracdao através de captura a jusante, (a) captura
magnética de ricina/anticorpo/esferas magnéticas [159], (b)
captura de particulas virais em anticorpos modificados
eletrodos de microfios em um pPAD multicamada [44, 160],

reproduzido com permissdao de referéncias [44, 159, 160],
respectivamente.

A polarizacao por concentracao de 1ions (ICP) é uma técnica
poderosa para a pré-concentracao de espécies carregadas. Aqui, a
aplicacdao de um campo elétrico separa particulas carregadas do
resto de uma amostra para facilitar a pré-concentracdao. Por Por
exemplo, corantes fluorescentes carregados podem ser separados
do soluto em diferentes canais fluidicos a jusante, na aplicacao
de carga de eletrodos Nafion, como mostrado na Fig. 3.9a [45].
Uma abordagem semelhante pode ser usada para a separacao e
deteccdo de ds- e ssDNA, usando um campo elétrico para migracao
eletroforética e fluxo eletrosmético, conforme mostrado na Fig.

3.9p [46]. O empilhamento eletrocinético emprega um campo
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elétrico para realizar uma titulacao entre um eletro6lito de fundo

e uma amostra solucao em um pPAD.
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Fig. 3.9 Polarizacdo da concentracido de ions para pré-concentracdao em
pPADs, (a) separacdao de particulas fluorescentes sob fluxo
[45], (b) polarizacao da concentracdao de ions para a separacao
e pré-concentracao de ssDNA [46], reproduzido com permissao
das referéncias [45, 46], respectivamente.
Isso forma uma zona titulada/esgotada de baixa condutividade no
canal, gerando um alto campo elétrico no Timite entre esta zona
e o eletrolito de fundo e concentrando os ions da amostra nesta
interface. Isso foi previamente empregado para empilhamento/pré-
concentracdao de 150 vezes de proteinas [47]. Finalmente,
polieletrélitos carregados, como Nafion ou membranas de inclusao
de polimeros tém sido demonstrados para a pré-concentracao de
espécies carregadas, como Cu ou corantes sintéticos [48, 49].
Estes sao simples de implementar, mas ndao sao tao poderosos na
pré-concentracao em comparacao com a polarizacao da concentracao

ionica de eletrocinética empilhamento.
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3.4 Mecanismos de Reacao

Embora o papel tenha muitas propriedades diferentes que sao
vantajosas para deteccdo, uma das propriedades mais criticas é
sua capacidade de armazenar e estabilizar reagentes quimicos.
Isso permite que reacdes quimicas e bioldégicas ocorram em o
substrato de papel, facilitando a deteccdao online de -qinumeros
analitos que variam de contaminantes ambientais, como metais e

pesticidas, a marcadores bioldgicos e agentes infecciosos.

3.4.1 Reacoes Quimicas: Complexacao de Metal para Analise

ambiental

Eletroquimica e colorimetria sdo abordagens de deteccdo comuns
para a quantificacdao de espécies metalicas em PADs. Embora os
metais possam ser detectados diretamente através analise de
decapagem, aumentando a sensibilidade, seletividade e Timites de
deteccdo mais baixos requerem o uso de modificadores quimicos
para os eletrodos [50, 51]. Para deteccao colorimétrica de metais,
um substrato quimico é frequentemente usado para complexar com o
metal de interesse, resultando em wuma mudanca de cor
correspondente a concentracao do metal alvo (Fig. 3.10a) [5, 34,
48, 52, 53]. Ao desenvolver e otimizar um PAD para deteccdo de
metais baseada em complexacdo quimica, reatividade cruzada com
outros metais é um desafio comum que exige testes de interferéncia
com metais comuns presentes na matriz de interesse (por exemplo,

ar, agua, solo) além do metal alvo.

Além do teste de interferéncia, a complexacao também tem sido
usada para detectar produtos quimicos, como antibioticos, em

amostras de agua [54, 55].
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Fig. 3.10 (a) Deteccao baseada em distancia de niquel (II) usando
complexacao de metal para uma mudanca mensuravel de cor
de claro para vermelho [52], (b) deteccdo de DNA viral
usando acidos nucleicos peptidicos (PNA) e nanoparticulas
[61], reproduzidos com permissdao das referéncias [52,
61], respectivamente.

3.4.2 Nanoparticulas

Nanoparticulas compostas de varios materiais diferentes tém sido
usadas em dispositivos baseados em papel, mas as nanoparticulas
de ouro e prata sao duas das mais comuns. As nanoparticulas tém
uma propriedade natural de mudar de cor ao agregar, tornando-os
uma escolha popular para deteccao colorimétrica simples e robusta
em uPADs (Fig. 3.10b). As nanoparticulas estdao associadas a altos
coeficientes de extincadao, facilitando um método robusto e
sensivel para a deteccdo colorimétrica [3], embora deteccao mais
quantificavel pode ser alcancada através da deteccao
eletroquimica de nanoparticulas [56]. A agregacdo tem sido usada
para detectar metais como o cobre [57] e mercurio [58], juntamente
com biomoléculas [59, 60], virus [56, 61, 62] e bactérias [63].
Além da agregacdo, as nanoparticulas também podem ser usadas para
meThorar uma reacao quimica [64], e nanoparticulas de silica tém
sido usadas para melhorar e unificar a formacdo de cor para

reacdes enzimaticas colorimétricas [65].
3.4.3 Reacoes Quimicas para Analise Forense

Embora os dispositivos baseados em papel sejam mais comumente

usados para testes ambientais e biologicos, varios dispositivos
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foram usados em aplicacoes forenses de ponto de necessidade [66].
Por exemplo, uPADs foram desenvolvidos para detectar compostos
associados com explosivos caseiros desconhecidos [67, 68]. Este
uPAD, que executa cinco analises separadas de uma vez por meio
de um dispositivo ramificado, detecta explosivos como TNT e RDX
através da deteccdo de compostos associados a explosivos,
incluindo nitrato, nitrito, clorato, oxidantes de perclorato e
amoénio. Outro dispositivo foi desenvolvido para detectar drogas
desconhecidas apreendidas para analise forense, -incluindo
cocaina, opiaceos, cetamina e fenetilaminas [69]. Finalmente,
para ajudar a combater o problema significativo de uisque
adulterado no Brasil, um teste spot em papel foi projetado para
detectar corante alimenticio caramelo comumente wusado na

adulteracao de uisque [70].
3.4.4 Deteccao baseada em enzimas

As enzimas sao um dos motivos de deteccdao mais populares
associados a dispositivos baseados em papel devido as suas
habilidades cataliticas para acelerar uma reacdao quimica e
amplificar um produto detectavel. As enzimas podem ser usadas
para detectar analitos especificos, incluindo uma das reacdes de
prova de conceito mais populares usadas em dispositivos: glucose
[71]. Esta reacao é um sistema bienzimatico que funciona através
glucose oxidase catalisando uma reacdao com glucose para resultar
em perdéxido de hidrogénio como um produto, que é subsequentemente
reagido com peroxidase de rabano (HRP) como visto na Fig. 3.1la.
Existem varios substratos que podem ser usados com HRP para
resultar em um produto detectavel, colorimetricamente ou

eletroquimicamente [71].
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Fig. 3.11 (a) Usando um sistema bienzimatico de glicose oxidase (GOx)
e peroxidase de rabano (HRP) para detectar glicose [52],
(b) detectar pesticidas organofosforados através da
inibicdo de acetilcolinesterase, resultando em menos
mudanca de cor a medida que a concentracdo aumenta [77],
(c) avaliando faléncia de 6rgaos através da deteccao da
enzima de ocorréncia natural, lactato desidrogenase, usando
substratos colorimétricos [86], reproduzidos com permissao
das referéncias [52, 77, 86], respectivamente.

Outras reacdoes enzimaticas que foram usadas em pPADs incluem a
deteccdo de outros biomoléculas como 4acido drico, creatina
urinaria, fenilalanina e Tactato [72-76]. Além do uso de enzimas
na deteccdo de um analito com base na mudanca de cor, os analitos
pode ser detectado através da inibicao da enzima, resultando em
uma falta de mudanca de cor. Este tem sido usado na deteccdo de
pesticidas organofosforados que inibem a reacao de
acetilcolinesterase com um substrato colorimétrico, resultando



25

em menos mudanca de cor a concentracao de pesticidas aumenta
(Fig. 3.11b) [77, 78].

O uso de enzimas em uPADs, varias publicacdes discutiram quais
substratos de papel resultam na reacdo mais eficiente [79] e as
meThores modificacdes quimicas para estabilizar e armazenar
enzimas por meses, aumentando a robustez do dispositivo para

implantacao em campo [80].

Além de usar enzimas para detectar analitos, substratos podem ser
usados para detectar a atividade enzimatica em uma amostra.
Deteccdo da atividade de enzimas especificas pode indicar certos
patogenos ou problemas de salde. Por exemplo, os uPADs foram
desenvolvidos para deteccdo de bactérias com base em enzimas
produzidas pelas bactérias. Deteccdao enzimas selecionadas que as
bactérias produzem podem distinguir entre diferentes espécies
[81-83], patogenicidade [42] e bactérias resistentes a certos
antibioticos [84].

A deteccdo de bactérias com base na atividade enzimatica é uma
plataforma atraente porque detecta bactérias saudaveis e viaveis.
Outros métodos populares, como anticorpos e amplificacdao de
acidos nucleicos, detectam bactérias, quer os patdgenos estejam

Vivos ou mortos.

A avaliacao da saude humana é outra aplicacdao da deteccao de
enzimas, porque muitas doencas estdo associadas com a expressao
ou falta de funcao de enzimas especificas (Fig. 3.11c).
Dispositivos baseados em papel para avaliacdao de salde foram
estabelecidos para deteccdao de enzimas para avaliar a funcéao
hepatica [85], faléncia de 6rgaos [86], fertilidade masculina

[87] e até envenenamento por organofosforados [88].
3.4.5 Deteccao baseada em anticorpos

Os 1imunoensaios, detectando um analito com base em anticorpos,
fornecem aos cientistas analiticos uma deteccao especifica e
sensivel de biomoléculas e patdégenos associados com doenca
humana. Os anticorpos sao muitas vezes muito especificos para o

analito com pouco reatividade cruzada e pode ser fabricado para
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ser especifico para quase qualquer analito. Uma das formas mais
conhecidas de dispositivos baseados em papel é o teste de
gravidez, que é um ensaio de fluxo Tlateral (LFA) baseado em
anticorpos especificos para coriodnica humana gonadotrofina (hCG),
uma proteina que as mulheres expressam durante a gravidez [89].
LFAs costumam wusar anticorpos com nanoparticulas Tigadas
covalentemente que se agregam, indicando uma amostra positiva
através da mudanca de cor. Outra aplicacao popular de anticorpos
€ imunossorvente ligado a enzima ensaios (ELISAs) onde as enzimas
sao ligadas covalentemente aos anticorpos em vez de
nanoparticulas. As enzimas fornecem uma vantagem sobre as
nanoparticulas porque as enzimas podem amplificar continuamente
um substrato, fornecendo um limite inferior de deteccdo. ELISAs
sao tradicionalmente concluidos em placas de poliestireno de 96
pocos e um TJleitor de placas, mas ELISA foi 1introduzido em
dispositivos baseados em papel em 2010 [90]. Ao mover o ensaio
para o papel, houve diminuicdo do consumo de reagente, desperdicio
e tempo total do ensaio. Desde a sua introducao ao papel, o ELISA
foi demonstrado na deteccdo de biomarcadores [91-93] e patdgenos
como virus [94, 95] e bactérias [96]. ELISAs sdao conhecido por
exigir um procedimento trabalhoso com varias etapas de pipetagem
e reagentes necessario para a deteccdao final, tornando o ensaio
menos desejavel para aplicacdes pontuais associadas a uPADs. Com
a capacidade do papel de armazenar reagentes, uns poucos
dispositivos foram desenvolvidos onde o usuario adiciona amostra
do paciente e tampao para reidratar os reagentes e interagir com
a amostra para completar o ensaio. Tais dispositivos incluem um
dispositivo deslizante de tira de papel [14] e um dispositivo
rotativo [93] onde o usuario desliza ou gira o dispositivo para
depositar diferentes reagentes associados a cada etapa do ensaio.
Implementacdo de semi-automacdo amigavel do procedimento
Taborioso permite o uso de ELISA como um método sensivel e facil
de usar para o ponto de necessidade formularios. Além disso,
modificacdes quimicas adequadas podem facilitar o armazenamento
de anticorpos e enzimas em papel por pelo menos 5 meses,

aumentando a robustez do dispositivo [97]. Para um resumo
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detalhado do procedimento de um ELISA baseado em sanduiche, (ver
Fig. 3.12a).

aY Y *r":r;;\;?

Capture Blocking Sample Biotinylated Streptavidin- Enzymatic
Antibody Agent Antibody Conjugated Substrate
Enzyme
b
[T — . T
dsDNA SR e s
Denaturation Primer Annealing Polymerase Extension

Fig. 3.12 (a) A amplificacdo de acido nucleico é um motivo de
deteccdo baseado na amplificacdao de DNA especifico
ou sequéncias de RNA até uma concentracao
detectavel, (b) procedimento para completar o ensaio
sanduiche de imunoabsorcao enzimatica (ELISA) para
deteccdo de analito especifico e sensivel.

3.4.6 Amplificacdao de Acido Nucleico

Un dos métodos diagnosticos mais rapidos e sensiveis usados na
area da salde e pesquisa é a reacao em cadeia da polimerase (PCR),
que é um método baseado em amplificacdo de acidos nucleicos a uma
concentracdao detectavel (Fig. 3.12a). PCR nao foi aplicado
diretamente em dispositivos baseados em papel, provavelmente
porque o PCR requer um termociclador, um equipamento caro e
complexo que faz o ensaio ndo é ideal para configuracdes de ponto
de necessidade. Um termociclador é necessario porque a PCR requer
que a solucao mude entre varias temperaturas especificas para
completar o ensaio [98]. Em vez disso, técnicas de amplificacao
isotérmica, incluindo amplificacao isotérmica (LAMP) e
amplificacdo da recombinase polimerase (RPA) foram aplicados a
pPADs para deteccao sensivel de bactéria [99] e virus [100-102].
Os sistemas isotérmicos ainda exigem que o sistema seja aquecido,
apenas até um determinado temperatura de 60 -C para LAMP e 40 -C
para RPA. Para estabelecer ainda mais este método para

configuracdes de campo, uma incubadora de baixo custo foi
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desenvolvida usando um copo de isopor e aquecedores quimicos de
maos [103], e foi relatado que a polietersulfona é o melhor

substrato de papel para usar em puPADs baseados em LAMP [104].
3.4.7 Hibridizacao de Acido Nucleico

Os oligonucleotideos, ou primers, sao cadeias curtas de DNA e RNA
necessarias para amplificacdao de acidos nucleicos; no entanto,
eles também podem ser usados como um diagndéstico separado motivo
para detectar sequéncias de DNA complementares. Os
oligonucleotideos fornecem um motivo de deteccdao porque o DNA de
fita simples (ssDNA) é muito especifico para o seu proéprio
sequiéncia complementar para formar o DNA de fita dupla (dsDNA).
Esses upPADs muitas vezes funcionam através de uma mudanca
conformacional entre ssDNA e dsDNA, causando uma mudanca no sinal
detectavel (Fig. 3.12b). Acidos nucleicos peptidicos (PNAs)
também tém sido usados em ensaios de diagnostico baseados em
oligonucleotideos [61, 105, 106]. PNA é como o DNA, mas com um
esqueleto baseado em peptideos, que elimina uma molécula
carregada e a preocupacao de enzimas que ocorrem naturalmente
visando o oligonucleotideos, que sdao considerados DNA estranho,
em uma matriz bioldégica. Sequéncias complementares de acidos
nucleicos tém sido usadas em uPADs para a deteccao de sequéncias
de acidos nucleicos associadas ao cancer [106] e doencas
neurolégicas [107], e no diagnéstico de infeccdes virais [61,
105].

3.5 Deteccao

Uma vez que o objetivo final de desenvolver PADs desde o 1inicio
era em aplicacdao em analise no local (POC, do inglés Point Of
Care) esquemas de deteccao acoplados com PADs devem ser simples,
rapidos, sensivel, especifico, econdmico e confiavel. Sem dlvida,
a colorimetria é o método de deteccdo mais comum devido a sua
simplicidade e potencial para quantificacao sem instrumentos. A
mudanca de cor causada por uma reacao que ocorre nos PADs pode
ser facilmente observada a olho nu e corresponde a quantidade do

analito alvo.
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Alternativamente, a deteccdo eletroquimica também é usada como
uma abordagem de deteccao para PADs, ou seja, dispositivos
eletroquimicos analiticos baseados em papel (ePADs), para
melhorar sensibilidade, seletividade e faixa dinamica de
resultados quantitativos. Além disso, outros métodos de deteccao,
como quimioluminescéncia (CL), eletroquimioluminescéncia (ECL),
fluorescéncia (FL) e espectroscopia Raman também foram aplicadas

para deteccao dos ensaios em PADs.
3.5.1 Colorimetria

A deteccao colorimétrica provou ser o método de deteccdao mais
comum para PADs devido a sua simplicidade, confiabilidade, baixo
custo e alta possibilidade de deteccdo. Este método de deteccao
é baseado na observacao visual da mudanca de cor intensidade ou
brilho causado por uma reacao enzimatica ou quimica e comparando
a mudanca com os padrdes com intensidade de cor conhecida.
Anteriormente, a deteccdao colorimétrica como uma resposta
“sim/ndao” ou Teitura semiquantitativa pode ser simplesmente
alcancada a olho nu, que é deteccao Tivre de instrumentos e é
suficiente para analise. No entanto, diferencas na percepcao das
pessoas e condicdoes de iluminacdao externa podem causar variacao
na intensidade da cor. Para obter resultados quantitativos mais
confiaveis, uma ferramenta de imagem (por exemplo, uma camera
digital, uma camera de telefone ou um scanner) é usada para
capturar 1imagens da reacdo e as 1imagens sdao posteriormente
analisadas por software de imagem (por exemplo, Illustrator,
Imagel) para medir com precisdao a intensidade que corresponde a
gquantidade de analito. Quantificacdao precisa de ensaios
colorimétricos em PADs pode ser alcancado medindo a quantidade
de Tuz refletida dos ensaios em papel usando uma ferramenta de
imagem apropriada, por exemplo, uma camera digital, um telefone

celular camera/smartphone ou um scanner.

Scanner: Um scanner de escritorio é um dispositivo comum para
medir a intensidade da cor dos ensaios em PADs. Um scanner oferece
alta resolucao, é facil de usar e nao é afetado pelas condicoes

externas de iluminacao [2]. Além disso, todas as 1imagens



30

parametros para digitalizacdao podem ser definidos com precisao.
No entanto, medir a intensidade da cor usando um scanner requer
uma zona de reacdo seca. Assim, o ensaio colorimétrico em PADs é
normalmente seco ao ar antes de ser digitalizado por um scanner,
0 que pode Tevar mais de uma hora, dependendo do volume do ensaio.
ATém disso, as diferencas na cor do ensaio entre um papel seco e
um papel molhado pode causar variacdo de resultados. Um problema
associado ao desbotamento da cor enquanto a reacdo esta secando
pode resultar em baixa sensibilidade e uma faixa dinamica
estreita. Além disso, a cor andlise de substadncias toéxicas ou
biomarcadores de doencas infecciosas usando um scanner sem
Timpeza e desinfeccdao adequadas pode causar contaminacdao e

espalhar doencas.

Camera digital: A camera digital é uma alternativa e muito
utilizada para capturar 1imagens de ensaios colorimétricos em
PADs. Cameras digitais com sensores CCD fornecem dados de imagem
de alta qualidade. Usando uma camera digital, as imagens do ensaio
podem ser capturadas em qualquer tempo de reacdo desde o inicio
da reacdo até que seque. Normalmente, o tempo de reacdo é fixo
para tirar imagens para garantir que a cor seja medida em o mesmo
tempo de reacado para resolver o problema associado ao desbotamento
da cor com o tempo. Ao capturar imagens, nao ha contato direto
entre uma camera e a reacao, evitando contaminacdao cruzada e
infeccao. Além disso, todos os parametros de imagem da camera
podem ser definidos e controlados com precisdo e exatiddao. Imagens
com alta qualidade pode ser obtida com cameras digitais, o que é
adequado para aplicacdes que requerem imagens de alta resolucao.
Ao contrario dos scanners, a captura de imagens usando digital
cameras requer 1iluminacdo externa. Assim, a configuracdo de Tuz
para a fotografia é importante porque pode afetar a intensidade
das imagens digitais. Além disso, o foco da imagem depende dos
fotoégrafos; no entanto, o foco automatico pode ser usado, mas é
menos confiavel quando comparado aos scanners. Com dispositivos
compactos e portateis, digital as cameras ganharam popularidade

por gerar imagens de ensaios colorimétricos em PADs.
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Camara do telefone movel: Hoje em dia, os telefones celulares sao
sem ddvida 1importantes para nossa vida diaria. A tecnologia
avancada faz com que o preco dos telefones méveis seja muito mais
barato do que antes, tornando-o acessivel para todos. Além disso,
outros recursos/funcdées, como cameras, sao significativamente
melhorados. Portanto, com seus dispositivos leves, portabilidade,
baixo custo e faceis de usar, telefones celulares prometem
ferramentas potencialmente de imagem para deteccao colorimétrica
de PADs. Embora qualidade de imagem geralmente obtida de cameras
de telefones celulares com sensores CMOS ndao é tao alto quanto o
das cameras digitais, é suficiente para analise de cores de
algumas aplicacdes com menos exigéncias de qualidade. Semelhante
a cameras digitais, iluminacdo condicdes afetam a intensidade das
imagens. Além disso, alguns telefones celulares possuem um
probTema com uma distancia focal Tonga, o que torna o telefone
incapaz de capturar imagens em close para ter alta resolucdo de
pequenas areas de teste. Isso pode ser amenizado por usando lente
adicional para ajudar a focar em objetos proéximos. Além disso,
angulos de imagem e a sombra também causam variacdes na qualidade

das imagens captadas pelos telefones com camera.

No entanto, a principal vantagem em usar cameras de telefones
celulares como ferramentas de imagem é que as imagens tiradas no
Tocal ou em areas remotas podem ser transferidas eletronicamente
posteriormente para especialistas ou médicos fisicos fora do
Tocal para interpretar resultados para diagn6sticos e
tratamentos. Assim, os telefones celulares oferecem uma rota

direta para serem ferramentas Uteis em telemedicina.

Analise de -1imagem: As 1imagens dos ensaios capturadas por
ferramentas de imagem sdo ainda mais processadas usando software
de manipulacao de imagem, como Adobe Photoshop® ou Imagel, que
esta disponivel comercialmente para obter informacdoes de cores
para analise. A regiao de interesse dos ensaios colorimétricos
em PADs é definida para quantificacao de cores. Mudancas de cor
ou a mudanca na intensidade da cor é quantificada usando um

sistema de cores, também conhecido como espaco de cores.
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Normalmente, a cor os espacos especificam a cor com base nas trés
cores primarias, o que é semelhante ao sistema visual humano.
Portanto, a maioria dos espacos de cores sao representados como
trés componentes [108], como RGB (vermelho, verde e azul), HSV
(matiz, saturacao e valor), e CIE (a Comissao Internacional de
ITuminacao) 1931. Entre estes espacos de cores, RGB é o espaco
de cores mais comum usado em dispositivos de imagem e detectores
de cores e amplamente utilizados no processamento digital de
imagens para extrair cores informacdao porque funciona de forma
semelhante ao sistema visual humano [108]. O desenvolvimento de
outros espacos de cores é baseado no sistema RGB. A maioria dos
PADs colorimétricos usa o sistema RGB para quantificacao de cores
devido devido a sua simplicidade e medicoes diretas. No entanto,
RGB é um dispositivo dependente sistema de cores [108]. Portanto,
diferentes dispositivos podem fornecer 1informacdoes de cores
baseado no sistema RGB de forma diferente. Assim, ao trabalhar
aplicacdes em alta resolucdo, o RGB pode ser problematico e outros
espacos de cores podem ser considerados em vez de. Por exemplo,
HSV [109] e CIE 1931 [110] também sao aplicados para cor analise
em PADs colorimétricos para minimizar o efeito de variacdes de
Tuz na iluminacdao, resultando em medicdes mais precisas e
reprodutiveis. Além de trés representacdoes de componentes, outros
espacos de cores, como CYMK (representando ciano, amarelo,
magenta e preto) que normalmente é usado para impressao colorida,
tem sido usado na analise colorimétrica para PADs para obter uma
faixa dinamica maior e melhorar a precisdao na analise de cores
para algumas aplicacdes [111l, 112]. Assim, a selecdao de espacos
de cores para quantificacdo de cores depende de muitos fatores,
como aplicacodes, iluminacao, mudanca de cor e instrumento usado
[108]. No entanto, RGB é normalmente escolhido primeiro porque é
simples e mais familiar com usuarios. Se o RGB sistema nao for
satisfeito, outros sistemas de cores sao considerados determinar

o modelo de melhor ajuste.

3.5.2 Deteccao Eletroquimica
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A analise capturando 1imagens e medindo a intensidade da cor
depende de iluminacdo de fundo e ambiente, dispositivos de imagem
e fotografos, produzindo resultados dirreprodutiveis e nao
confiaveis. Além disso, uma dinamica estreita faixa e baixa
sensibilidade sao normalmente observadas a partir da deteccao
colorimétrica [51]. Para superar essas TlimitacOes associadas a
deteccdo colorimétrica, um sensor eletroquimico é uma alternativa
a ser utilizada como abordagem de deteccao de PADs. Dispositivos
analiticos eletroquimicos baseados em papel (ePADs) mostraram
melhorias em termos de sensibilidade e seletividade com sistemas
um pouco mais complicados em comparacdao com os formatos PAD
colorimétricos. No entanto, um potenciostato portatil processa
ePADs aplicaveis para monitoramento no local. Além disso, os
eletrodos podem ser minimizados e facilmente fabricado em papel.
Assim, a deteccao eletroquimica tem mostrado sua capacidade de

ser acoplado como uma boa combinacdao para PADs.

Métodos de fabricacao de eletrodos: Baseados na fabricacdao de
eletrodos de microfluidos sistemas, eletrodos para PADs seguiram
as pegadas daqueles usados em formatos microfluidicos
tradicionais. Existem varios métodos de fabricacdo de eletrodos
em papel (Fig. 3.13), como impressao em tela/esténcil [113-115],
impressao a jato de tinta [116, 117], desenho [118-121], microfio
[122, 123] e pulverizacao catodica [124-127].
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Fig. 3.13 Eletrodos de ePADs fabricados por diferentes métodos; (a)
serigrafia [113], (b) impressdo a jato de tinta [116], (c)
desenho a Tapis [118], (d) pulverizacado catédica [124], (e)
um microfio [122] e (f) um eletrodo de carbono impresso em
tela comercial (SPCE) modificado com azul da Prussia (PB)
[161], reproduzido com permissdao das referéncias [113, 122,
161], respectivamente.

Entre as técnicas emergentes, os eletrodos impressos em tela
(SPEs), relatados pela primeira vez como eletrodos para ePADs
[113], ganharam popularidade devido a sua facilidade de
fabricaciao em papel, alta reprodutibilidade em termos de
fabricacdao Tote a lote, baixo custo e adequacdo para producdao em
massa [114]. Além disso, os SPEs podem ser facilmente modificados
com uma variedade de elementos de reconhecimento, como enzimas
[113, 115], anticorpos [56, 128-130], aptameros [131] e polimeros
de impressdao molecular [132, 133]. para melhorar o desempenho
eletroquimico de SPEs, modificadores, como polimeros condutores
[128, 132], nanomateriais de carbono (nanotubos [134, 135],
grafeno [135, 136] e carbono traseiro [135, 137]), mediadores
(tetratiafulvaleno [134] e azul da Prassia [138]) e
nanoparticulas de ouro [139, 140], tém sido wusadas para
modificacao de eletrodos.

Hoje em dia, SPEs modificados e nus estao disponiveis

comercialmente em uma variedade de formas e desenhos [141].
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Diferentes abordagens eletroquimicas, como voltametria,
amperometria e potenciometria, foram aplicadas para ePADs,
dependendo das aplicacbes e sensibilidade. A voltametria,
especialmente a voltametria de striping andédico (ASV), tem sido
demonstrado como um método altamente sensivel para a analise de
tracos de metais pesados devido a sua alta sensibilidade,
seletividade e reprodutibilidade [51]. ASV envolve uma etapa de
pré-concentracdao na qual um dion metalico de 1interesse é
eletrodepositado na superficie do eletrodo de trabalho e uma
etapa de decapagem na qual o metal depositado é varrido
seletivamente do eletrodo aplicando uma varredura de potencial
anodico para o processo de oxidacdo. A corrente, correspondente
a concentracao do analito, é medido durante o processo de
decapagem. ePADs acoplados <com ASV foram relatados para
determinacdo altamente sensivel e seletiva de uma variedade de
metais, como como Pb*, Cd*, Zn*, Hg*, Cr**, Ag* e Au* [142, 143].
A deteccao amperométrica é a medicdao da corrente proveniente da
oxidacao/reducdao de uma espécie eletroativa. A corrente obtida
ha reacao é proporcional a concentracao do analito. Comparado com
outras técnicas amperométricas, cronoamperometria, medicao de
corrente em funcdao do tempo em uma tensdo aplicada constante,
oferece uma melhor relacdao sinal-ruido porque a corrente é
integrada ao longo de um periodo de tempo [115]. Medidas de
cronoamperometria de corrente faradaica (i na unidade A) que é
proporcional a concentracdao do analito de acordo com a equacao
de Cottrell (i = nFAD¥?m'?t*2C), onde n é o niumero de elétron, t
é o tempo (s), F é a constante de Faraday (96.485 C mol*), A é a
area do eletrodo (cm?), D é o coeficiente de difusdo do analito
(cm* s1), e C é a concentracdao inicial do reagente (mol cm?)
[115]. Medicbes amperométricas sdao normalmente usadas com ePADs
porque a maioria dos ensaios sdao baseados em enzimas que catalisam
a oxidacao ou reducao do analito de interesse em uma espécie
eletroativa [115, 144]. O exemplo mais comum de amperometria
medicoes em ePADs é a determinacdao de glucose em amostras

biolégicas, como sangue, urina e suor.
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Deteccdo potenciométrica, medindo a diferenca de potencial entre
um indicador eletrodo e um eletrodo de referéncia, é aplicado em
ePADs para determinacao de 1ions através do uso de eletrodos
seletivos de ions (ISEs) [145, 146]. O uso de ISEs permite a
analise seletiva a baixo custo. Além disso, o proprio papel também
atua como um filtro que pode 1impedir particulas/moléculas
grandes, especialmente ao realizar medicbes em amostras
bioldégicas, de atingir a superficie do eletrodo, minimizando a
incrustacdao do eletrodo. Devido a dificuldade de fabricar ISEs
em papel e incrustacdao de eletrodos, ePADs com medicdes
potenciométricas sao normalmente aplicados para determinacao de

ions inorganicos, como Na*, K*, Ca*, Cd*, Pb*, Cl- e pH [145, 146].
3.5.3 Luminescéncia

Abordagens de deteccdo de Tuminescéncia, como quimioluminescéncia
(CL), eletroquimioluminescéncia (ECL) e fluorescéncia (FL), tém
atraido consideraveis atencao para ser acoplado com PADs. CL e
ECL, medindo a emissao de luz gerados a partir de uma reacao
quimica e uma reacao eletroquimica, respectivamente, sao simples,
baratos, portateis e requerem menos instrumentacdo. As vantagens
de ECL sobre CL e FL sao que o potencial do eletrodo é controlado
mais facilmente do que a adicdao de reagente em um momento
especifico e a seletividade do método pode ser alcancada
controlando o potencial do eletrodo [3]. Ao contrario de CL e
ECL, FL requer uma fonte de excitacdo para obter Tuminescéncia,
tornando a técnica mais complicada em termos de instrumentos
extras. Além disso, os aditivos de branqueamento de papel podem
aumentar a fluorescéncia de fundo [3]. No entanto, CL, ECL e FL
oferecem informacdées mais sensiveis métodos de deteccdao de PADs
quando comparados aos ensaios colorimétricos. Portanto, Timites
de deteccdao aprimorados sao normalmente alcancados ao realizar
ensaios baseados em CL [147], ECL [148] e FL [149].



37

3.5.4 Outros métodos de deteccao

A espectroscopia Raman também é aplicada como uma abordagem de
deteccdo para PADs. A espectroscopia Raman aprimorada por
superficie (SERS) emergiu como uma técnica poderosa fornecendo
informacbes estruturais de moléculas com alta sensibilidade de
deteccao. O a miniaturizacao de espectrometros Raman permite a
integracdao de SERS e PADs para aplicacdées no local. Atualmente,
ha um interesse crescente na fabricacdao de sensores SERS baseados
em papel de baixo custo, faceis, faceis e descartaveis com
excelente SERS desempenho [150]. Além disso, a espectrometria de
massa (MS) como um poderoso método de deteccao método foi
incorporado com PADs para a analise de amostras complexas para
fornecem estruturas quimicas e pesos moleculares de analitos
[151].

3.6 Saida de Resultados

Para deteccdao colorimétrica, a leitura do resultado pode ser
categorizada em trés diferentes abordagens: (i) producao
qualitativa, (ii) producao semiquantitativa e (iii) producao
quantitativa resultado. No entanto, resultados quantitativos sao

normalmente obtidos de ePADs com sinal eletroquimico.
3.6.1 Deteccao Colorimétrica

Saidas qualitativas: A saida mais simples obtida de PADs
colorimétricos é se o analito esta presente na amostra, o que é
uma resposta sim/nao. Esta abordagem ndao requer nenhum
instrumento porque uma mudanca de cor devido a presenca do analito
de interesse é observada a olho nu a partir da zona de reacao.
No entanto, um controle é necessario para evitar uma falha

positiva e confirmar que a reacdao esta funcionando corretamente.

Assim, este tipo de exibicdo de resultado é normalmente encontrado
com varetas e lateral ensaios de fluxo que requerem diagnosticos
rapidos e permitem que pessoas com pouca ou nenhum treinamento
para realizar os proéoprios testes [152]. O mais conhecido teste
sim/nao realizado em um formato de fluxo lateral é um teste de

gravidez. No entanto, um teste sim/nao pode ser encontrado em
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outras aplicacdes, conforme mostrado na Fig. 3.14 que é um exemplo

de teste faixa para deteccdo de pesticidas.

PVAm + sol gel + AChE = !

Solgel +IPA = !

Sensor

Fig. 3.14 Sensores de papel bioativo de fluxo lateral para deteccao
de pesticidas. O mecanismo de deteccdo é baseado na reacao
entre acetilcolinesterase (AChE) e indofenil acetato (IPA),
um substrato cromogénico, produzindo uma cor azul. Na
presenca de pesticidas, que sdao AChE inibidores, observa-se
o desaparecimento da cor azul. Polivinilamina (PVAm), um
catibénico polimero, é usado para prender o produto azul em
uma zona confinada [78], adaptado com permissdo de
referéncia [78]

Os resultados quantitativos sdo importantes quando uma Teitura
de “sim” ou “nao” nao é suficiente. Portanto, a maioria dos
ensaios em papel visa quantificar a quantidade de analito de
interesse. No entanto, com o conceito de PADs originalmente
desenvolvido para ser um dispositivo de teste sem instrumental,
pouco ou nenhum instrumento é preferido para quantificacao de
analitos, levando a analise colorimétrica semiquantitativa. Para
ser capaz de realizar analise semiquantitativa sem 1instrumento
externo, uma escala/barra de grafico de cores é normalmente
fornecida com os dispositivos de papel como um guia de leitura

de cores para a comparacao entre a cor obtida pela reacao nos
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PADs e a escala da cartela de cores para estimar a quantidade do
analito. Portanto, apenas uma faixa de concentracdo ou uma
concentracao aproximada do analito é obtida, o que ndao é altamente
preciso. No entanto, em algumas circunstancias, Tleituras
semiquantitativas sem instrumento podem ser suficientes para
diferenciar a quantidade de analito em niveis baixo, moderado e
alto, que pode ser usado para classificar as condicdes do paciente
em trés grupos diferentes ao realizar teste de triagem para
diagno6sticos médicos em areas remotas com baixa recursos,
conforme mostrado na Fig. 3.15. Normalmente, a realizacdo de
ensaios em PADs requer resultados quantitativos precisos;
portanto, uma faixa de concentracao ou uma concentracao
aproximada do alvo o analito obtido de leituras semiquantitativas
nao é suficiente para muitas aplicacdoes. Um instrumento externo
é normalmente necessario para obter resultados quantitativos de
PADs; no entanto, a analise quantitativa em PADs também é possivel
sem extra equipamento. Para realizar analises quantitativas em
PADs, um instrumento externo, como scanners, cameras digitais ou
cameras de smartphones, normalmente esta envolvido para obter
imagens dos ensaios colorimétricos antes de usar o software de
imagem para medir intensidade da cor associada a quantidade do
analito alvo. Geralmente, um a curva de calibracdao é construida
plotando a intensidade da cor em funcdo do analito concentracao.
Posteriormente, a concentracdao do analito é extrapolada de a
curva de calibracdo usando sua intensidade de cor. Este método
fornece dados mais precisos Tleituras em comparacdao com métodos
semiquantitativos. Para tornar simples e pratico trabalhar em
areas remotas Com poucos recursos, uma abordagem sem instrumentos

também é desenvolvida para analise quantitativa usando PADs.
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Fig. 3.15 Um dispositivo baseado em papel multiplexado para monitorar
lesao hepatica induzida por drogas por meio de medicdes
semiquantitativas de transaminases séricas (aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT)).
Amostras de sangue/soro sao aplicadas nas zonas de teste de
um papel dispositivo para testes individuais de AST e ALT.
As cores desenvolvidas a partir dos ensaios sao comparadas
com o guia de leitura colorido fornecido para classificar a
condicdo do paciente em trés regides diferentes (<3x limite
superior do normal (LSN), 3-5x LSN e >5x LSN) com precisdo
>90% [85], reproduzido com permissao da referéncia [85]

Isso pode ser alcancado ao usar PADs em uma plataforma baseada
em distancia. baseado em distancia deteccdao, uma alternativa para
Teitura quantitativa, pode ser empregada para analise em PADs sem
o auxilio de wum 1dinstrumento externo [52]. Esse tipo de
dispositivos de papel consiste em uma zona de teste circular
conectada com um canal reto com uma barra de escala impressa para
medir uma distancia (Fig. 3.16a). Em vez de medir intensidade de
cor desenvolvida a partir do ensaio, comprimento de cor viajando
ao longo da reta canal é 1ido na escala impressa, que corresponde
a quantidade de o analito alvo. Essa abordagem de deteccao permite
analises quantitativas sem instrumentos medicdoes em PADs e aborda
os problemas classicos associados com selecdo de fundo e

iluminacdo ambiental de PADs colorimétricos. Ambas as medicodes,
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semiquantitativas e quantitativas, podem ser obtidas a partir de

deteccao baseada em distancia.
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Fig. 3.16 (a) Um conceito operacional de deteccao baseada em
distancia para medicdes quantitativas. (b) Uma abordagem
de deteccao baseada em distancia para medicdes
semiquantitativas e quantitativas de glicose usando PADs.
A cor marrom desenvolvida ao Tongo do canal é produto da
reacdao entre H,0, (gerado a partir da oxidacdo da glicose
pela glicose oxidase) e 3,3 - diaminobenzidina (DAB) com o
auxilio da enzima peroxidase. (c) Uma curva de calibracao
plotada entre a distadncia da cor e a concentracdo de
glicose é usado para medig¢des quantitativas [52],
reproduzido com permissao da referéncia [52].

Uma curva de calibracado construida a partir da distancia de cor
como uma funcao da concentracdo do analito é normalmente empregada
para obter dados mais precisos resultados para analise

quantitativa (Figura 3.16¢C).
3.6.2 Deteccao Eletroquimica

Os ePADs sao métodos de deteccao 1intrinsecamente baseados em
instrumentos. Sinal eletroquimico obtido do ensaio é processado
e exibido em formato digital. De acordo, resultados quantitativos
sdao normalmente recebidos de ePADs. Semelhante a deteccao
colorimétrica, uma curva de calibracdo, tracada entre Tleitura
eletroquimica e concentracao, é normalmente construida para obter

resultados mais precisos.
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3.7 Leitores Digitais

Normalmente, um processo para obter resultados quantitativos
envolve a deteccdo de ensaios, construindo uma curva de calibracao
e extrapolando a concentracdao do alvo analito da curva de
calibracao. Todos esses processos sdao executados manualmente, e
assim demorado. Para agilizar todos os processos, dispositivos
extras como leitores de ensaios sao desenvolvidos para detectar,
processar e transferir automaticamente todas as informacdes do
ensaio em um formato digital e a concentracao do analito pode ser
exibida em uma tela imediatamente apdés o processo de deteccao.
Portanto, os Tleitores de ensaio consistem em ferramentas de

deteccdo e software para detectar e digitalizar os ensaios.
3.7.1 Leitores Portateis

Os leitores portateis sao desenvolvidos para serem incorporados
aos PADs para digitalizar o sinal dos ensaios (Fig. 3.17). Para
ensaios colorimétricos, leitores portateis sdao desenvolvidos com
base em medicdes oOpticas da transmissdao de luz através do papel
[153] ou a reflexdao da Tuz [154]. Apdés os ensaios, um papel
dispositivo é inserido diretamente em um Teitor portatil para
processamento de sinal e resultados sdo exibidos na tela. Além
disso, os Tleitores portateis podem transferir dados digitais
informacbes através de um smartphone que pode transmitir ainda
mais as informacbes para especialistas. No entanto, os leitores
portateis sao personalizados para se adequarem a um determinado
ALMOFADA. Para deteccao eletroquimica, os ePADs podem ser
facilmente integrados com dispositivos portateis Tleitores.
Aproveitando as vantagens da tecnologia existente para
diagnéstico POC, os dispositivos POC comerciais podem ser
adaptados para serem usados como leitores portateis para ePADs.
Por exemplo, um glucosimetro comercial pode ser acoplado a ePADs
para medicdao quantitativa analise de compostos (por exemplo,
glucose, colesterol, lactato e alcool) relevantes para saude
humana [155]. No entanto, os Tleitores portateis encontram
dificuldades associadas com a transferéncia de informacdes porque

nao sao dispositivos de comunicacao sem fio.
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Fig. 3.17 Leitores portateis para PADs. Para ensaios colorimétricos,
os colorimetros 6pticos portateis sao desenvolvido para
qgquantificar ensaios colorimétricos por meio de (a)
medicoes baseadas em transmitancia [153] ou (b) medicodes
baseadas em refletancia [154], (c) um glucosimetro
comercial empregado como um leitor portatil para ePADs
para medir quantitativamente glicose, colesterol, lactato
e alcool em sangue e urina [155], reproduzidos com
permissdao das referéncias [153-155], respectivamente

Alternativamente, um TJleitor externo é desenvolvido em uma
plataforma compacta para anexar em um telefone celular para
digitalizar informacbdes obtidas a partir de imagens tiradas pela
camera do telefone (Fig. 3.18). As imagens capturadas pela camera
de um celular sao ainda mais processadas por meio de um aplicativo
personalizado executado em um telefone celular para gerar todos
os resultados quantitativos e exibir digitalmente depois.

Semelhante aos ensaios colorimétricos, os smartphones também sao
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desenvolvidos para analises eletroquimicas. Com base em medicodes
potenciométricas, o potencial proveniente do a reacao pode ser
medida por um leitor potenciométrico conectado a um smartphone
através de uma porta USB (Fig. 3.19) [156]. Foi desenvolvido um
aplicativo personalizado do smartphone para converter o sinal
eletroquimico do Teitor potenciométrico na concentracao do

analito com base em uma curva de analitica.

Fig. 3.18 Leitores externos acoplados a smartphones para PADs
colorimétricos; (a) um leitor 6ptico instalado em um
telefone Android (Samsung Galaxy S II) para diagnoéstico
rapido de malaria, tuberculose, e HIV [162]; (b) um
acessério de smartphone integrado para monitorar mudancas
no suor e pH salivar [163]: (i) uma capa de smartphone com
um compartimento de armazenamento para tiras de teste,
(ii) amostragem métodos para amostras de suor e saliva,
(iii) 1insercdo de uma tira de teste para aquisicado e
leitura de dados, (iv) os resultados sdao analisados usando
um aplicativo para iPhone especialmente desenvolvido e
exibidos na tela; (c) o combinacdao entre PADs
colorimétricos e um smartphone para determinacdo de
explosivos [164], reproduzido com permissao das
referéncias [162-164], respectivamente.
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Fig. 3.19 Medicbes potenciométricas de o-amilase salivar usando um
smartphone [156], (a) um dispositivo de teste consiste em
eletrodos impressos em uma pelicula de transparéncia, (b)
um potencibmetro leitor com um dispositivo de teste é
conectado a um smartphone através de uma porta USB para
converter eletroquimica sinal na concentracao do analito,
reproduzido com permissdo da referéncia [156].

3.7.2 Leitores baseados em smartphones

A principal vantagem dos leitores baseados em smartphones é que,
apés os ensaios, todos as informacbes dos PADs podem ser
transferidas diretamente para especialistas ou médicos para
interpretacao de dados ou tratamentos médicos. Além disso, os
telefones celulares permitem para compartilhamento de dados,
fornecendo resultados em tempo real e armazenando informacdes em
um ambiente global banco de dados em caso de acompanhamento da
evolucdo das doencas. Além disso, alguns aplicativos dos
telefones celulares tém funcdes para extrair informacoes de cores
diretamente do JPEG imagens. No entanto, para obter resultados
mais precisos, um telefone celular personalizado aplicativo é
devidamente desenvolvido para realizar a aquisicao e
processamento de imagens e lidar com armazenamento e manipulacao
de dados. Isso faz com que os smartphones tenham dual funciona
um dispositivo de captura para detectar a cor dos ensaios
colorimétricos baseados em papel e um Tleitor. Assim, este tipo
de smartphone consiste em uma camera embutida e um

microprocessador interno para analise de imagem e uma unidade de
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processamento de dados, evitando a necessidade de computadores e
instrumentos externos e proporcionando uma rapida e resultados
precisos (Fig. 3.20). Embora os smartphones tenham mostrado sua
capacidade de aplicativos mbéveis de salde e a combinacao de
smartphones e PADs podem oferecem uma plataforma potencial para
triagem de doencas em paises em desenvolvimento e paises remotos
areas com recursos limitados, eles ainda estdao limitados a alguns
modelos de smartphones e software ou aplicativos desenvolvidos
sob medida sao especialmente necessarios para executar oS

ensaios, o que implica que eles ainda nao ganharam popularidade.

Fig. 3.20 Leitores baseados em smartphone para PADs colorimétricos,
(a) um telefone celular com um android aplicativo para
medicoes colorimétricas de concentracdo de nitrito e
determinacao de pH [109]: (i) menu principal, (ii)
processo de aquisicao, (iii) marcas e areas selecionadas
para deteccdo, e (iv) o resultado é exibido na tela apébs a
analise de imagem e processamento de dados; (b) um
smartphone para Medicdes de pH usando tiras de teste de
urina colorimétricas [110], reproduzidas com permissao de
referéncias [109, 110], respectivamente.
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