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As feridas cronicas surgem da interrupgao da cicatrizagdo normal devido a muitos fatores fisiopatolégicos potenciais. O
monitoramento desses fatores multivariados pode fornecer informacgdes diagnésticas personalizadas para o gerenciamento de
feridas, mas as tecnologias de detecgdo atuais usam testes laboratoriais complexos ou rastreiam um nimero limitado de parametros
de feridas. N6s relatamos uma plataforma de biossensor flexivel para perfis multiplexados do microambiente da ferida, inflamacéo e

estado de infec¢do no local de atendimento. Esta plataforma integra uma matriz de sensores para medir mediadores inflamatérios
[fator de necrose tumoral -, interleucina-6 (IL-6), IL-8 e fator de crescimento transformador - 1], carga microbiana (Staphylococcus
aureus), e parametros fisico-quimicos (temperatura e pH) com um coletor de exsudato de ferida microfluidica e eletrénicos flexiveis
para leitura de dados sem fio baseada em smartphone. Demonstramos monitoramento multiplexado in situ em um modelo de ferida

de camundongo e também perfilamos exsudatos de feridas de pacientes com ulceras venosas na perna. Esta tecnologia pode facilitar

o gerenciamento de feridas mais oportuno e personalizado para melhorar os resultados de cicatrizagao de feridas crénicas.

INTRODUGAO

As feridas cronicas sdo doencas debilitantes que podem causar grande
sofrimento aos pacientes afetados. Globalmente, eles representam uma
carga social e financeira cada vez maior para os sistemas de sadde devido ao
crescente envelhecimento da populagdo (7, 2) Por exemplo, Ulceras venosas
requerem terapéutica de longo prazo para cicatrizar, com prevaléncia de até
15% de pessoas com mais de 70 anos e taxas de recorréncia variando de 54 a
78% (3, 4) As feridas cronicas resultam da falha em se submeter ao processo
natural de cicatrizagdo devido a varios fatores ambientais e fisioldgicos. Esses
fatores sdo refletidos na composicdo do fluido de exsudado da ferida (5), que
exibe uma mistura dindmica de citocinas, fatores de crescimento e
microorganismos durante a progressao da cicatrizagdo de feridas.

A avaliacdo clinica de feridas atualmente depende da planimetria para
pontuar qualitativamente recursos, como reducdo da camada, formacgdo de
tecido de granulagao e reepitelizagdo (6) No momento, o perfil quantitativo
dos parametros bioquimicos é geralmente limitado a testes de laboratério a
jusante, como ensaios de imunoabsor¢do enzimdatica (ELISAs) (2) Um
dispositivo de tratamento de feridas ndo invasivo e de ponto de atendimento
que é capaz de vigilancia in situ dos biomarcadores da ferida pode fornecer
uma analise oportuna para um diagnéstico e tratamento mais eficazes (7-9)
Sensores flexiveis atuais projetados para tratamento de feridas sdo capazes
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de monitorar um conjunto limitado de pardmetros, como pH (70, 77),
temperatura (77), oxigénio (72), cido Urico (73), e impedancia (74 Além
desses marcadores limitados, os indicadores de mediadores
inflamatérios e biocarga também tém valor clinico substancial. Por
exemplo, citocinas e fatores de crescimento sdo indicadores bem
estabelecidos de inflamag¢do durante a formacdo da Ulcera (7) A
composicdo microbiana da ferida também é uma caracteristica essencial
de feridas crdnicas, tendo sido implicada na inibi¢do da cicatrizagdo por
meio de inflamagdo sustentada, protedlise e disfuncdo endotelial (7, 2)
Com base nesses indicadores, painéis de biomarcadores foram
propostos para classificar o estado de cicatrizagdo de feridas (75) Esses
painéis que fornecem informacgdes sobre o estado de cicatrizagao da
ferida podem guiar melhor o manejo clinico da ferida em comparacéo
com apenas a inspegdo visual ou medi¢do com um Unico marcador.
Aqui, relatamos uma plataforma de imunossensibilidade multifluidica multifluidica
flexivel para a avaliacdo quantitativa de ponto de atendimento de um painel de
biomarcadores que pode permitir o perfilamento in situ do microambiente da ferida,
inflamagdo e estado de infecgdo. Esta plataforma incorpora uma série de avangos em
relagdo aos sensores de marcador Unico anteriores:
(i) técnica de funcionalizacdo de microgotas; (ii) layouts microfluidicos e
materiais para detecgdo e coleta de fluidos; (iii) sequéncias de aptamero
previamente ndo identificadas; e (iv) integracdo com eletrdnica flexivel sem
fio. Usando esta plataforma, demonstramos um dispositivo de tratamento de
Ulcera venosa, denominado VeCare, que faz interface diretamente com
feridas na forma de um curativo bioanalitico e quantifica um amplo painel de
biomarcadores de cura, incluindo mediadores inflamatérios, carga bacteriana
e parametros fisico-quimicos (Fig. 1D ) Os biomarcadores selecionados para o
painel incluem fator de necrose tumoral - (TNF--), interleucina-6 (IL-6) e IL-8,
que sdo elevados em fluidos de feridas obtidos de Ulceras que ndo cicatrizam
em comparacdo com Ulceras em cicatrizagdo (76-78) Para avaliar o estado de
cicatrizagdo dérmica em lesdes cutaneas crénicas, o painel também inclui
fator de crescimento transformador -- 1 (TGF-1), que desempenha um papel
fundamental na regulagdo do fenétipo e fun¢do do fibroblasto dérmico e foi
clinicamente observado em concentragdes elevadas em exsudatos de Ulceras
venosas (79 O fisico-quimico
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para monitoramento de feridas crénicas. (UMA) Ilustracdo de um curativo analitico com biomarcador aplicado em uma ferida aberta
de pacientes com Ulcera venosa para vigilancia in situ da ferida. (B) Ilustragdo de um curativo analitico com biomarcador fino e macio que permite o funcionamento normal da pele, permitindo a entrada
de oxigénio e a saida de vapor de umidade. Os dados de medi¢do foram transmitidos sem fio para um sistema mével emparelhado por Bluetooth Low Energy. (C) Curativo analitico com biomarcador
previsto que constitui uma camada de contato com a ferida perfurada, um coletor de exsudato microfluidico da ferida, um imunossensor e uma barreira respiravel. O coletor microfluidico foi inspirado
na pele do lagarto com chifres do Texas, permitindo uma diregdo de fluxo predeterminada em direcéo ao focinho do lagarto, desafiando a gravidade. (D) Esquema do imunossensor para detecgdo de
TNF--, IL-6, IL-8, TGF-1, S. qureus, pH e temperatura. PANI, polianilina; MB, azul de metileno; RE, eletrodo de referéncia; CE, contra-eletrodo. (E) Protétipo VeCare para monitoramento de feridas crénicas
previstas. O protétipo foi aplicado a um manequim de perna como demonstracdo. A interface do imunossensor com um analisador portétil sem fio fabricado em um FPCB. E mostrado um aplicativo
moével que fornece uma GUI como perfis completos de pacientes, registros médicos, registro de dados, analise de dados e sistema de visualizagdo de resultados. (F) Diagrama de blocos de hardware para
a plataforma VeCare. WET1, eletrodo de trabalho 1; MUX, multiplexador.

marcadores em nosso painel incluem pH, temperatura e carga bacteriana (20,
21) O pH do exsudato da ferida é um indicador bioquimico importante do

amostras de feridas, pode ser um biomarcador Util para a carga biolégica em
feridas (25)

estado de cicatrizacdo: feridas dificeis de curar geralmente apresentam pH
alcalino, variando de 7,15 a 8,93 (22-24) A temperatura da ferida fornece
informacdes sobre inflamagdo e infec¢do: feridas com temperatura elevada
tendem a cicatrizar mais lentamente (7)Staphylococcus aureus, uma espécie
predominante em todos os tipos de doencas cronicas
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Para facilitar o feedback clinico em tempo real, também projetamos um
analisador sem fio portétil para fazer interface com o imunossensor, junto
com um aplicativo que o acompanha contendo uma interface grafica do
usuario (GUI) para auxiliar no gerenciamento do perfil do paciente e registros
médicos, facilitando a coleta de dados, anélise e visualizagdo.
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O VeCare proposto foi projetado para ser facilmente usado por médicos para
analise de fluido de ferida in situ e prognéstico, permitindo que decisdes de
gerenciamento clinico sejam fornecidas com sensibilidade de tempo, reduzindo
atrasos de diagnéstico e consultas clinicas e proporcionando economia de custo
substancial para todas as partes interessadas. Para demonstrar a capacidade de
monitoramento de feridas in situ, colocamos a plataforma VeCare em contato
direto com uma ferida excisional de espessura total em um modelo de
camundongo, seguido por avaliagdo multibiomarcadora in situ sobre o processo de
cicatrizagdo da ferida. Demonstramos ainda a biocompatibilidade da plataforma,
realizando avaliagdes comportamentais e histolégicas. Como um exemplo de
aplicacdo clinica potencial, o dispositivo VeCare foi aplicado para testar TNF--, IL-6,
IL-8, TGF-1,S. aureuse pH em fluidos de feridas coletados de cinco pacientes com
Ulceras venosas ativas, uma vez por semana durante cinco semanas consecutivas.

RESULTADOS

Projeto da plataforma de imunossensibilidade multiplexada

A Figura 1A mostra um curativo analitico com biomarcador contendo um imunossensor aplicado em uma ferida aberta
de pacientes com Ulcera venosa para vigilancia de feridas in situ. O curativo € composto por uma camada de contato
com a ferida perfurada, um coletor de exsudato microfluidico da ferida, um imunossensor e uma barreira respiravel (Fig.
10). A fungdo da camada de contato com a ferida perfurada é proteger o imunossensor do contato direto com o leito da
ferida, minimizando a ruptura do tecido de granulagdo. A barreira permite o funcionamento normal da pele, permitindo
a entrada de oxigénio e a saida de vapor de umidade (Fig. 1B). A transparéncia dos substratos do curativo permite a
observagdo e avaliagdo conveniente da ferida in situ durante a aplicagéo: 4rea de superficie e cor do exsudato. A Figura
1E apresenta um protétipo VeCare para monitoramento de Glcera venosa. Um analisador sem fio portétil foi fabricado e
montado em uma placa de circuito impresso flexivel (FPCB) para fazer a interface com o imunossensor (Materiais
Métodos). A Figura 1F ilustra o diagrama de blocos do circuito que descreve o projeto do hardware. O analisador
eletroquimico portatil é projetado para gerenciar a transdugdo de sinal e realizar medi¢des eletroquimicas. Os dados de
medigdo sdo transmitidos sem fio para um dispositivo mével emparelhado usando Bluetooth Low Energy (BLE).
Desenvolvemos um aplicativo de acompanhamento contendo uma GUI para auxiliar no gerenciamento do perfil do
paciente e do prontuario, facilitando a coleta, anélise e visualizagéo dos dados (Materiais e Métodos; fig. S13 e filmes S9 a
11). AFigura 1F ilustra o diagrama de blocos do circuito que descreve o projeto do hardware. O analisador eletroquimico
portatil é projetado para gerenciar a transdugdo de sinal e realizar medigdes eletroquimicas. Os dados de medi¢do séo
transmitidos sem fio para um dispositivo mével emparelhado usando Bluetooth Low Energy (BLE). Desenvolvemos um
aplicativo de acompanhamento contendo uma GUI para auxiliar no gerenciamento do perfil do paciente e do prontuario,
facilitando a coleta, andlise e visualizagdo dos dados (Materiais e Métodos; fig. S13 e filmes S9 a 11). A Figura 1F ilustra o
diagrama de blocos do circuito que descreve o projeto do hardware. O analisador eletroquimico portatil é projetado para
gerenciar a transdugdo de sinal e realizar medigGes eletroquimicas. Os dados de medigdo s&o transmitidos sem fio para
um dispositivo mével emparelhado usando Bluetooth Low Energy (BLE). Desenvolvemos um aplicativo de
acompanhamento contendo uma GUI para auxiliar no gerenciamento do perfil do paciente e do prontuério, facilitando a

coleta, analise e visualizagdo dos dados (Materiais e Métodos; fig. 513 e filmes S9.a 11).

Projeto do coletor de exsudato de ferida microfluidica

A captura e distribuicdo eficientes do fluido da ferida sdo essenciais para a deteccdo
precisa do biomarcador in situ. Para garantir a coleta eficiente do fluido da ferida,
incorporamos uma camada microfluidica capaz de guiar os fluidos da ferida para a &rea de
detecgdo. N6s pesquisamos uma variedade de estruturas naturais onde o sistema de
transporte de liquido direcional passivo é formado por meio de gradiente de
molhabilidade (por exemplo, parte de tras de besouros do deserto), gradiente de
curvatura (por exemplo, bicos de passaros limicolas, seda de aranha e espinhos de cactos)
e estruturas assimétricas (por exemplo, pele de lagartos do deserto e peristome de plantas
de jarro) (26) Notavelmente, fomos inspirados pela pele do lagarto com chifres do Texas (
Phrynosoma cornutum) que permite o fluxo de fluido direcional predeterminado em
direcdo ao focinho do lagarto que desafia a gravidade (Fig. 1C), para nosso projeto de
referéncia de um coletor de exsudato de ferida microfluidica passiva biomimética. A
transportabilidade direcional de liquido de

P. cornutuma pele de é atribuida a uma rede de microestruturas que
formam um sistema capilar especial entre as escamas (27) Na base
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de um modelo tedrico derivado desta rede capilar, o coletor de exsudato
de ferida microfluidica passiva foi projetado com um padr&o anular (Fig.
2A). O padrdo é composto de uma matriz polar de canais capilares em
forma de dente de serra, semiabertos, interconectados, com largura
decrescente de 200 a 160 m (externo para interno). A interconexao de
canais capilares em forma de dente de serra adjacentes facilita o fluxo
continuo na direcdo direta (isto é, em dire¢do a area de deteccdo), mas
inibe o transporte de liquido na direcdo reversa. Especificamente, na
direcdo direta, o liquido para no capilar i por causa do alargamento
abrupto com raio do menisco infinito, enquanto flui continuamente para
o capilar ii, onde se funde com o fluido interrompido no capilar i e flui
para frente para o capilar iv. De forma similar, o liquido mesclado se
aglutinara com o liquido interrompido no capilar iii e continuara fluindo
para os capilares subsequentes. Por outro lado, o fluxo de liquido para
nas seg¢des de alargamento v e vi na direcado reversa (Fig. 2B). Portanto,
um sistema de transporte de liquido direcional é formado.

Para demonstrar este principio de funcionamento, construimos os
modelos de sistemas de transporte direcional de liquidos (Materiais e
Métodos). A simulacdo do transporte de liquido nos canais capilares
interligados com largura decrescente foi realizada tanto no sentido
direto quanto no reverso, conforme mostrado na Fig. 2 (C e D). O liquido
passou na diregdo para a frente; ele parou completamente no ponto
inicial na direcdo reversa. Além disso, o desempenho do transporte de
liguido em relagao ao canal capilar de 160 e 200 m de largura também
foi simulado. Observou-se que na largura de 200 m, o liquido deixou de
fluir na diregdo direta (fig. STA), enquanto um fluxo continuo foi
observado na largura de 160 m (fig. S1C). Por outro lado, o liquido ndo
conseguiu superar o ponto inicial na diregdo reversa em ambas as
larguras do canal capilar (fig. S1, B e D). Os processos dinamicos sdo
mostrados nos filmes S1 a S6. Com base nesses resultados de simulagao,
o canal capilar com largura decrescente pode garantir o transporte
direcional de liquido eficiente e continuo em dire¢do a area de deteccdo.

Resultados experimentais obtidos usando um protétipo biomimético
verificaram os resultados da simulacdo. Especificamente, uma gota (2 -I) de
4gua com sabdo, que tem um angulo de contato semelhante ao do soro
humano, foi aplicada na parte média do sistema de transporte direcional de
liquido. A Figura 2E ilustra o processo de transporte de liquido passivo
dindmico (Materiais e Métodos; filme S7) em momentos diferentes. Ao usar
consecutivamente os canais capilares interconectados, o liquido foi
transportado para a drea de detecgdo, enquanto o movimento na dire¢do
reversa foi inibido. Também observamos que a diminui¢do da largura do
canal capilar exigiu menor tempo de transporte de liquido nos canais
capilares (Fig. 2F). A taxa de fluxo média na dire¢do direta foi de ~ 0,43 mmss
-1. O projeto do sistema de transporte direcional de liquido forneceu ~ 180%
de captura adicional de fluido da ferida e entrega ao sensor em 130's,
garantindo um desempenho de deteccdo confidvel, independentemente da
forma ou tamanho da Ulcera.

Projeto e caracteriza¢do do imunossensor

O imunossensor foi projetado para medir varios parametros biofisico-
quimicos da amostra de fluido da ferida com base em um sistema
eletroquimico. Ele continha uma matriz polar de eletrodos de trabalho
em forma de pétala compartilhando um eletrodo de referéncia Ag / AgCl
no centro e um eletrodo contador de Au na periferia (Materiais e
Métodos; Fig. 1D), formando um layout circular compacto ideal para
andlise de microvolume. Os elementos sensores do TNF - (28), IL-6 (29),
IL-8 (30), e TGF-1 (37) eletrodos foram baseados na afinidade aptamero-
analito, enquanto a afinidade de ligagdo do S. aureus eletrodo era
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Fig. 2. Coletor de exsudato de ferida microfluidica que permite o transporte direcional de liquido. (UMA) Um coletor microfluidico passivo biomimético formado por uma matriz polar de canais

capilares em forma de dente de serra semiabertos interconectados com uma largura decrescente de 200 a 160 m foi fabricado no topo dos eletrodos de base. (B) Mecanismo de um sistema de

transporte direcional de liquidos que explora a interconexao de canais capilares em forma de dente de serra adjacentes. (C e D) Simulagdo COMSOL do transporte de liquido nos canais capilares

interligados com largura decrescente nas diregdes direta e reversa com o tempo, respectivamente (azul, liquido; vermelho, ar). (E) Dindmica do processo de transporte de liquido de um protétipo

biomimético em diferentes pontos de tempo (barras de escala, 500 -m). (F) Tempo decorrido de transporte de liquido em canais capilares com largura decrescente.

entre o aptamero e epitopos especificos na superficie da parede celular da
bactéria (32)

Métodos anteriores de funcionalizagdo de biossensor com base em
aptamero flexivel baseavam-se em técnicas de fabricagdo relacionadas a um
Unico biomarcador (tabela S1) (33-37) Para superar o desafio de integrar
multiplas modalidades de aptasensing em uma area de detec¢do compacta,
usamos um procedimento de microgota com o auxilio de micropogos para
funcionalizar cada eletrodo de trabalho com diferentes elementos de
detecgdo. Uma altura otimizada do micropogo (20 m) permitiu langamento de
gota independente, imobilizacdo de aptamero e passivacdo, enquanto
também protegia os aptameros imobilizados e alvos capturados de serem
riscados (Materiais e Métodos).

Para otimizar o desempenho dos microeletrodos, modificamos cada
eletrodo baseado em aptamero com uma fina camada de nanocompdsitos de
grafeno-ouro esfoliado eletroquimicamente (AuNPs-GP) (Materiais e
Métodos). O grafeno esfoliado eletroquimicamente, conhecido como
“grafeno”, tem excelentes propriedades, como alta cristalinidade, alta
condutividade e grau de baixa oxidagdo. Além disso, as nanoparticulas de
ouro fornecem alta densidade de corrente, mobilidade de elétrons
aprimorada e transporte de massa rapido (38 A morfologia do AuNPs-GP foi
caracterizada a partir de imagens de microscépio eletrdnico de varredura por
emissdo de campo (FESEM) (fig. S2B). Os espectros Raman de grafeno e
nanocompdsito AUNPs-GP sdo mostrados na fig. S2C (Materiais e Métodos). A
relacdo de intensidade de pico da banda D para G (eup/euc) reflete o grau de
desordem no material grafitico (39)
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o eup/euc o valor do AuNPs-GP (0,93) foi ligeiramente maior do que o do
grafeno (0,91), indicando defeitos adicionais introduzidos pelos AuNPs
no nanocompaésito.

A andlise qualitativa dos eletrodos modificados por AuNPs-GP foi
conduzida usando voltametria ciclica (CV) em diferentes taxas de varredura,
conforme ilustrado na fig. S3A. As razdes de corrente de pico andédico-
catédico (eupa/ eupc) estava na faixa de 0,92 a 1,15, indicando a quase
reversibilidade do sistema (39, 40) Teoricamente, a corrente de pico é
proporcional a raiz quadrada da taxa de varredura (39) A Figura S3B mostra a
variagdo da corrente de pico anddica e catédica em relacdo a raiz quadrada
da taxa de varredura, com coeficientes de regressdo de 0,9867 e 0,9903,
respectivamente. Boa linearidade indicou processos controlados por difusdo
no eletrodo.

Noés projetamos novas sequéncias de aptamero (Materiais e Métodos)
modificadas com azul de metileno (MB), uma sonda redox, em uma extremidade e
um grupo tiol na outra extremidade para ligagdo covalente a AuNPs. Conforme
ilustrado na Fig. 3B, na auséncia de um analito, MB esta préximo aos eletrodos
modificados por AUNPs-GP, permitindo a transferéncia de elétrons. Uma corrente
Faradaica pode ser detectada eletroquimicamente. Apds a ligagdo ao alvo, a
estrutura em grampo do aptamero sofre uma mudanga conformacional durante a
qual MB se move para longe dos eletrodos, causando uma diminuicdo da corrente
redox. Devido ao mecanismo de detecgdo (28, 47), os aptasensores modificados por
sonda redox ndo requerem nenhum reagente adicional para realizar a medicao
eletroquimica em uma Unica etapa, o que o torna apropriado para a determinagao
insitue
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Fig. 3. Caracterizagdo do TNF--, IL-6, IL-8, TGF - 1, S. aureuse sensores de pH. (UMA) Ilustragdo de um microambiente de Ulceras venosas. (B) Esquema do mecanismo de detecgdo dos
aptasensores para detec¢do de citocinas e bactérias, respectivamente. (C) Calibracdo da resisténcia do sensor de temperatura versus temperatura. (D para H) Varia¢gdes na reducdo

relativa da altura do pico do TNF--, IL-6, IL-8, TGF - 1 e S. aureus sensores versus a concentragdo de alvos correspondentes no soro, respectivamente. Barras de erro denotam o SD da
média derivada de trés varreduras nas mesmas condicdes. As insercdes de (D a H) mostram varreduras de SWV do TNF--, IL-6, IL-8, TGF-1 eS. aureus sensores quando desafiados com
diferentes concentragdes de analito, respectivamente. (eu) Calibragdo do OCP do sensor de pH versus valores de pH no soro. Barras de erro denotam o DP da média em um intervalo de

20 s sob as mesmas condigdes. A insercdo de (I) mostra o OCP em tempo real do sensor de pH para diferentes valores de pH.

independente da andlise downstream. Tendo vantagens de boa (Materiais e Métodos; fig. S3C). O eletrodo modificado com AuNPs-GP tinha
estabilidade quimica e térmica, alta afinidade, boa seletividade e ndo uma resisténcia de transferéncia de carga mais baixa (Rt) (3,17 kilohm) do
imunogenicidade (40-43), o aptamero tem um papel vital no que o eletrodo de ouro puro (5,29 kilohm), indicando maior cinética de

estabelecimento de um curativo analitico molecular biocompativel. Apés  transferéncia de elétrons na interface do eletrodo com maior area de
a imobilizacdo do aptamero, passivamos a superficie do eletrodo com 6-  superficie eletroativa (39) A imobilizaggdo do aptdmero e MCH levou a um

mercapto-1-hexanol (MCH) para inibir a adsor¢do ndo especifica. aumento deRa 14,4 e 17 kilohm, respectivamente. A mobilidade do elétron
A montagem passo a passo de diferentes camadas no eletrodo de foi prejudicada pela substancia imobilizada (44) A presenca de um analito
trabalho foi validada por espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) bloqueou ainda mais a transferéncia de elétrons indicada por

Gao et al., Sci. Adv.2021; 7 : eabg9614 21 de maio de 2021
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um elevado Rctde 18 quilohm. A Figura S3D relata a anélise de CV de
diferentes etapas em que a corrente de pico redox é o indicador de
condutividade (39) Os resultados foram consistentes com os do EIS,
verificando se a preparacéo do eletrodo foi bem-sucedida e funcional.

Os sensores baseados em aptdmero foram caracterizados usando
voltametria de onda quadrada (SWV) para monitorar variagdes de altura de
corrente de pico associada com a distancia da marca redox MB ao eletrodo.
Devido a sua composicdo molecular semelhante ao fluido da ferida, usamos
soro para imitar o exsudato da ferida. A densidade de aptdmero de 10-M foi
aplicada para garantir alturas de pico distinguiveis (fig. S4A) e para otimizar a
relagdo sinal-ruido (SNR) (fig. S4B), onde o sinal denota a altura do pico e o
ruido denota o SD de o sinal. Estudos sobre o processo de incubagdo
revelaram que aproximadamente 30 min sdo necessarios para a ligagdo
aptamero-alvo para estabelecer o equilibrio (fig. S4, C a G). O desempenho de
cada aptasensor contra o analito com diferentes concentragdes é mostrado
na insercdo da Fig. 3 (D a H, respectivamente) (Materiais e Métodos).
Observou-se que a altura da corrente de pico de cada aptasensor diminuia
com o aumento da concentracdo alvo. A reducdo relativa da altura do pico
normalizada para a altura do pico contra nenhum analito com concentragdo
de analito é exibida na Fig. 3 (D a H, respectivamente). As linhas de regressao
quadratica exibem boa monotonicidade do TNF - (R2= 0,9798), TGF-1 (R2 =
0,9931), IL-8 (R2=0,9958), IL-6 (R2=0,9882), e S. aureus (R2=0,9712) sensores.
Notavelmente, os intervalos de concentragdo de TNF - (0 a 2 ng ml-1), TGF-1 (0
a 150 pg mL-1), IL-8 (0 a 30 ng ml-1), e IL-6 (0 a 30 ng ml-1) foram baseados nos
niveis relatados em fluidos de feridas de pacientes com Ulcera venosa (76, 77,
19, 45), combinado com resultados de ELISA de amostras clinicas usadas para
este estudo. Da mesma forma, o intervalo deS. aureus[0 a 1 x 109 unidades
formadoras de coldnia (CFU) ml-1] foi selecionado com base nas cargas
microbianas relatadas em feridas (46, 47), juntamente com as enumeragdes
de CFU deste estudo. Nossos sensores de citocinas demonstraram ter boa
seletividade, interferéncia minima (fig. S5, A a D) e boa reprodutibilidade (fig.
S4H).

O eletrodo de trabalho para detecgdo de pH é baseado em polimero de
polianilina (PANI) (Materiais e Métodos) (70, 48) A alteragdo do potencial de
circuito aberto (OCP) foi usada para monitorar as varia¢des de pH. Conforme
mostrado na inser¢do da Fig. 31, o potencial do sensor de pH permanece
estavel até que o nivel de pH mude. Uma diminui¢do do potencial foi
encontrada com amostras de fluido mudando de 4cido para alcalino. A
caracterizagdo do sensor de pH no soro é ilustrada na Fig. 31. A sensibilidade,
definida como a mudanga relativa em OCP por unidade de valores de pH
normalizados para o OCP em pH 3,76, é -31,402% [pH]-1. Tendo demonstrado
boa linearidade (R2=0,9997, derivado da linha de regresséo linear), o sensor
de pH também é caracterizado por boa repetibilidade (fig. S6A) e
reprodutibilidade (fig. S6B). O desempenho do sensor de pH também foi
validado com plasma produzindo resultados semelhantes (fig. S6, C a F). O
sensor de temperatura embutido é baseado em um resistor termicamente
responsivo (Materiais e Métodos) (49) Os aptasensores e o sensor de pH
mostraram boa estabilidade a longo prazo ao longo de 4 semanas com
desvios inferiores a 5% (Materiais e Métodos; fig. S7), oferecendo a vantagem
sobre os biossensores baseados em anticorpos, que sdo facilmente
inativados por causa da desnaturacdo do anticorpo (35, 47, 42) A

caracterizagdo do sensor de temperatura é apresentada na Fig. 3C. A
sensibilidade, definida como a mudanca relativa na resisténcia por unidade
de temperatura normalizada para a resisténcia a 20 ° C, é 0,1384% ° C-1com
uma boa linearidade de R2=0,9998. Observe que as faixas de trabalho do
sensor de pH (pH 4 a 9) e do sensor de temperatura (20 ° a 50 ° C) foram
consideradas para garantir a cobertura das varia¢des de pH e temperatura
em um ambiente de fluido de ferida (70)
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O imunossensor embutido no curativo analitico do biomarcador é
projetado com uma area de deteccdo (diametro de 16 mm) apropriada
para uso com a maioria das Ulceras venosas. No entanto, o tamanho do
imunossensor pode ser ajustado proporcionalmente (fig. S8) para
cumprir uma variedade de outras aplicagdes potenciais (por exemplo,
trauma agudo, feridas cirlrgicas, psoriase e eczema). O limite de
redimensionamento foi explorado em 8 mm de didmetro da area de
detecgdo devido a limitacdo de volume que um micropogo pode conter
para imobilizacdo de aptamero independente no sistema de aptasensing
multiplexado. A Figura S8A mostra o volume minimo necessario para o
imunossensor em diferentes tamanhos. A perda de SNR quando o
sensor foi redimensionado para um menor (didmetro de 8 mm) foi
observada em menos de 5% (fig. S8C).

Monitoramento de feridas in situ e estudo de biocompatibilidade em modelos de
camundongos

Para demonstrar a utilidade da plataforma para monitoramento de
feridas in situ, realizamos monitoramento longitudinal de feridas em
modelos de camundongos (Materiais e Métodos). Resumidamente, duas
feridas excisionais bilaterais de espessura total foram feitas no dia 0,
equidistantes da linha média e espagadas em cada lado do dorso (Fig.
4A). Um imunossensor estava em contato direto com a ferida direita (Fig.
4C), enquanto a ferida esquerda era usada como controle. Os individuos
puderam se mover livremente por 1 hora com o imunossensor
acoplado, seguido pelo monitoramento da ferida in situ. A presenca do
imunossensor pareceu ser bem tolerada, sem sinais observados de
desconforto durante o comportamento de movimentagao livre ou
qualquer arranhdo excessivo da ferida coberta pelo sensor (Fig. 4B e
filme S8). Em todos os casos, o imunossensor permaneceu funcional
apo6s 1 hora de contato com a ferida.S. aureus no momento do
ferimento [dia 0 (n=9)], bem como no dia 1 (n=9), dia3(n=6), edia 5(
n=3) apds o ferimento. As medi¢des longitudinais de pH mostram que o
pH no local da ferida diminui em 6% no dia 5 em comparagdo com o dia
0. Esta diminui¢do correspondeu a reepitelizacdo da ferida, que esta
associada a hipdxia e a producdo de acido lactico (24 A medigdo do
imunossensor também revelou um aumento significativo (dar 44% de
aumento) no TNF - dos dias 0 a 1 correspondendo a resposta
inflamatdria apds o ferimento (50) Em contraste, a temperatura e o nivel
deS. aureus medidas na ferida foram constantes ao longo da duragdo da
cicatrizagdo, o que é consistente com a auséncia de infec¢do, conforme
avaliado por inspecdo visual (7, 57) Estes resultados demonstraram que
o imunossensor permite o perfil de multibiomarcador in situ do fluido da
ferida ao longo da duracdo relevante para a cicatrizacdo da ferida.

O exame histolégico do local da ferida demonstra ainda a biocompatibilidade
do imunossensor. Nenhum sinal aparente de reagdes adversas (por exemplo,
vermelhiddo, inchaco e degeneracéo) foi observado na superficie da pele que
esteve em contato com o imunossensor por mais de 5 dias (Fig. 4E). A Figura 4 (Fe
G) ndo mostra nenhum efeito cumulativo da colocagdo do sensor na taxa de
fechamento da ferida. A distancia de reepitelizacdo e a espessura epidérmica
nascente foram medidas a partir de imagens de sec¢&es de tecido de hematoxilina e
eosina (H&E) (Fig. 4, H e I) para avaliar o efeito da colocagdo do sensor na
cicatrizacdo de feridas (52) Ndo foi observada diferenca significativa entre as feridas
de controle e as feridas que tiveram contato com o sensor (Fig. 4, ] e K). A avaliagdo
qualitativa das células imunes na derme na borda da ferida, identificadas pela
morfologia celular e presenca de polimorfonucleares, sugeriu que ndo houve
diferenca na infiltragdo em todos os pontos de tempo de contato do sensor (Fig. 4, L
e M)
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Fig. 4. Monitoramento in situ na cicatrizagdo de feridas e biocompatibilidade em modelo de ferida em camundongo. (UMA) Desenho do estudo de monitoramento de feridas. (B) Fotografia de um
camundongo em movimento livre com um imunossensor montado na ferida cutanea. (C) Fotografia das feridas excisionais. O imunossensor estd em contato direto com a ferida direita, enquanto a ferida
esquerda atua como um controle. (D) Avaliagdo in situ de pH, temperatura, TNF de camundongo - e S. aureus pelo imunossensor. (E e F) Imagens das feridas (barra de escala, 5 mm) e mudangas na area
da ferida dos dias 0 a 5. (G) Comparacdo da &rea da ferida nos dias 1, 3 e 5 (total cumulativo de 2, 3 e 4 horas de contato do sensor). (H e eu) Imagens de H&E (pontos de 20 x) de feridas de espessura
total no dia 3 e bordas da ferida nos dias 1, 3 e 5, respectivamente (barras de escala, 1000 e 250 -m). As linhas pontilhadas pretas mostram reepitelizagdo. (J e K) Comparagdo da espessura epidérmica e
distancia de reepitelizagdo, respectivamente. (eu para N) Imagens de H&E de feridas inteiras no dia 5, derme nas bordas da ferida nos dias 1, 3 e 5 e area de tecido de granulagdo no dia 5,
respectivamente (barras de escala, 1000, 250 e 250 -m). As imagens sdo representagdes tipicas em todos os ratos. As comparagdes estatisticas usam o teste dos postos sinalizados de Wilcoxon (ns,
resultado ndo significativo). As barras de erro mostram SD (D e F) ou SE (G, ] e K) da média.

(53) A Figura 4N ndo revela nenhuma diferenga na maturagéo do tecido de Estudo clinico sobre exsudatos de feridas de pacientes
com Uulcera venosa
Para avaliar a aplicagdo clinica do imunossensor VeCare, usamos esta

plataforma para analisar o exsudado da ferida de Ulceras venosas para

granulagd@o ou nos niveis de celularidade (54) A avaliagdo comportamental, visual e
histolégica em modelos de camundongos em cicatrizagdo de feridas demonstrou a
biocompatibilidade do imunossensor para vigilancia de feridas in situ.
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observar objetivamente as caracteristicas do leito da ferida e a carga bioldgica
(materiais e métodos). Resumidamente, exsudatos de feridas de cinco pacientes (P1
a P5) com Ulceras venosas ndo cicatrizadas clinicamente diagnosticadas foram
coletados consecutivamente uma vez por semana durante 5 semanas. Os
exsudatos da ferida foram avaliados usando a plataforma VeCare. A Figura 5A
ilustra as mudancas longitudinais de TNF--, IL-6, IL-8, TGF-1,S. aureus, pH e
tamanhos de feridas. E claro que as leituras para cada biomarcador variaram ao
longo do periodo de estudo. Embora os fluidos da ferida de cada paciente
exibissem perfis longitudinais Unicos individualmente, algumas caracteristicas
comuns eram evidentes. Por exemplo, os fluidos da ferida em P2 e P3 tornaram-se
menos alcalinos durante as semanas 1 a 3 e semanas 2 a 5, respectivamente,
sugerindo que suas feridas estavam respondendo positivamente as terapias para
esses periodos (22, 23) P2 (semana 3), P4 (semana 2) e P5 (semana 4) apresentaram
carga elevada deS. aureus e exibiram mais fluidos alcalinos na ferida na semana
subsequente de visita. Estas observa¢des foram consistentes com as associagdes
relatadas entre infeccdo da ferida e pH (20, 27) P2 que exibiu altos niveis de

S. aureustinha niveis elevados correspondentes de IL-6 e IL-8 na semana

3. Respostas semelhantes foram observadas em P1 (semana 3), P3 (semana
3), P4 (semana 2) e P5 (semana 4) com elevacdo S. aureus, IL-6, IL-8 e niveis de
TNF--, consistentes com as observagdes em queratinécitos (55) P1 (semana 2)
e P5 (semana 4) que mostraram um aumento no tamanho da ferida foram
observados como tendo niveis elevados de IL-6 e IL-8, consistentes com as
observagdes em um estudo piloto de 10 Ulceras venosas refratarias (56) Além
disso, as tendéncias de inflamagdo e colonizagdo em P1 (semana 3), P2
(semana 3), P4 (semana 2) e P5 (semana 4) foram reduzidas na semana
seqguinte, indicando que as intervencdes clinicas (por exemplo, tépica
curativos impregnados com antisséptico) parecem ser eficazes na reducédo da
carga de microrganismos. Esses perfis multibiomarcadores podem fornecer
parametros abrangentes especificos da ferida e informar as decisdes clinicas
sobre a modalidade e a duragdo do tratamento.

Para avaliar o efeito dos exsudatos da ferida no desempenho do sensor,
usamos analitos com diferentes concentragdes altas ou valores de pH para
desafiar o imunossensor ap6s o uso. A Figura S9 (A a E) mostra o
desempenho de cada aptasensor, respectivamente. Observou-se que a altura
da corrente de pico de cada aptasensor diminuia ainda mais com o aumento
da concentragdo do alvo, conforme mostrado nas inser¢des da fig. S9 (A a
E, respectivamente). A Figura S9F exibe um desempenho consistente do
sensor de pH com um recém-preparado. O desempenho do
imunossensor mostrou ndo ser comprometido apds a exposi¢do aos
exsudatos da ferida.

Os biomarcadores, conforme medido anteriormente pelo imunossensor,
foram avaliados de forma independente usando abordagens convencionais.
Os niveis de citocinas, pH eS. qureus foram determinados usando multiplex
ELISA, medidor de pH e coagulase-positivo Estafilococos enumeracao,
respectivamente (Materiais e Métodos). A Figura S10 apresenta mudangas
longitudinais no nivel de cada biomarcador para cada paciente. Essas
medicdes exibiram caracteristicas semelhantes as leituras do sensor,
demonstrando que o imunossensor é capaz de relatar dados quantitativos
objetivos dentro de faixas clinicamente relevantes.

Os recursos de medi¢do multimodal da plataforma VeCare também
permitem que as relagdes entre essas caracteristicas do leito da ferida e os
paréametros de biocarga sejam avaliados. A Figura 5B mostra as matrizes de
correlagdo especificas do paciente usando coeficientes de correlagdo de
Pearson entre os niveis de parametros medidos, incluindo tamanhos de
feridas. Correlacbes positivas estatisticamente significativas entre os niveis de
IL-6 e IL-8 foram observadas em todos os pacientes. Fluidos de feridas
relatando a presenca de maior carga deS. aureus foram associados a niveis
elevados de IL-6 e IL-8, consistentes com as respostas dos queratinécitos a
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S. aureus (55) O grau ou extensdo da correlagdo dos tamanhos das feridas
com os biomarcadores restantes era especifico do paciente, possivelmente
devido as amostras serem derivadas de pacientes de diferentes sexo, idade e
duragdo da ferida. Um estudo prospectivo randomizado em uma coorte
maior de pacientes ird confirmar ainda mais o valor progndstico desses
biomarcadores para prever o estado de cicatrizagdo de feridas. Fornecendo
medidas de inflamagdo e biocarga microbiana que sdo inacessiveis por um
Gnico ou poucos sensores de marcadores ndo inflamatérios atuais, o sistema
de imunossensor VeCare deve servir como uma adicdo benéfica ao arsenal
clinico existente.

DISCUSSAO

Relatamos o desenvolvimento de um sistema de imunossensor microfluidico
multiplexado flexivel que permite o monitoramento simultaneo de perfis
multibiomarcadores usando layout de sensor avangado, técnicas de
funcionalizagdo e eletronica flexivel sem fio. Aqui, uma plataforma VeCare foi
projetada para realizar interrogatério in situ de cicatrizacdo de Ulceras
venosas em pacientes. Esta plataforma VeCare incorporou um curativo
analitico de biomarcador que consiste em uma camada de contato com a
ferida perfurada, um coletor de exsudato microfluidico, um imunossensor e
uma barreira respirdvel em uma pequena unidade integrada que era
adequada para aplicagdo direta na ferida cutanea. Um coletor microfluidico
passivo biomimético foi desenvolvido para facilitar a determinacdo precisa e
eficiente de fluidos clinicamente relevantes in situ. Um sistema de transporte
de liquido direcional formado por uma matriz polar de canais capilares em
forma de dente de serra semiabertos interconectados com largura
decrescente facilitou o acimulo de fluido de ferida eficiente para andlise de
fluido de ferida. A matriz imunossensora entregou avaliagdo quantitativa
simultdnea de varios biomarcadores clinicamente relevantes (TNF--, IL-6, IL-8,
TGF-1, pH e temperatura), e também bioburden (S. aureus) em minutos. Os
sensores de citocinas exibiram caracteristicamente seletividade,
especificidade e reprodutibilidade com interferéncia minima. O sensor de pH
foi caracterizado para exibir linearidade, repetibilidade e reprodutibilidade. O
conjunto imunossensor era escalondvel e prontamente ajustado para atender
a uma variedade de aplicagdes potenciais. O imunossensor revelou a
capacidade de avaliagdo de multibiomarcadores in situ e biocompatibilidade
em modelos de camundongos feridos. Um analisador sem fio portatil
também foi projetado para fazer interface com o imunossensor. Por dltimo,
um aplicativo de acompanhamento contendo uma GUI para auxiliar no
gerenciamento de perfis de pacientes e registros médicos, facilitando a coleta
de dados, andlise, e a visualizacdo foi desenvolvida para integrar a plataforma
de imunossensor VeCare com os registros de pacientes existentes e permite
que decisbes clinicas rapidas no local sejam tomadas. Como prova de
principio, o VeCare foi aplicado para avaliar exsudatos de feridas coletados de
pacientes com Ulceras venosas néo cicatrizantes, uma vez por semana
durante cinco semanas consecutivas. Uma representacdo grafica de
indicadores clinicamente relevantes de cura e biocarga serviu como uma
ferramenta diagnéstica / progndstica combinada para um manejo clinico
melhor e mais preciso do paciente e de suas feridas. Relatamos a analise de
matrizes de correlagdo especificas do paciente, identificando relagées entre
os parametros medidos, incluindo o tamanho da ferida. A plataforma VeCare
oferece entrega rapida no ponto de atendimento de vérias medi¢des clinicas
quantitativas. Acreditamos que a plataforma VeCare representa a primeira de
sua classe de funcionamento de dispositivos de ponto de atendimento e é
capaz de fornecer informagdes diagndsticas clinicas personalizadas e precisas
para atender as necessidades ndo atendidas de muitos individuos que sofrem
de Ulceras cronicas que ndo cicatrizam. A simplicidade no design permite que
a plataforma VeCare
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Fig. 5. Analise de dados derivados do sensor de amostras de exsudato de feridas de pacientes com tlcera venosa. (UMA) Avaliagdo semanal de pH, S. aureus, IL-6, IL-8, TNF-- e TGF-1 pelo

imunossensor para cada paciente. Os eixos representam escalas independentes para cada um dos parametros quantificados, variando de 0% para o nivel mais baixo a 100% para o nivel mais alto.

Mudangas semanais do tamanho da ferida sdo mostradas junto com a avaliagdo do biomarcador. (B) Matrizes de correlagdo especificas do paciente de parametros avaliados pelo imunossensor (pH, S.

aureus, 1L-6, IL-8, TNF-- e TGF-1) e o tamanho da ferida ao longo de um periodo de 5 semanas. O nimero total e a duragao das feridas (em meses) sdo mostrados na tabela para cada paciente. A cor da

ilustragdo da pessoa em pé indica o género do paciente (azul, masculino; rosa, feminino). A barra de escala representa o coeficiente de correlagdo de Pearson (/p)
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ser robusto, adaptavel e personalizavel. Além disso, propomos que nossa
tecnologia de sensor permite um painel alternativo de biomarcadores para uma
variedade de aplicagdes que requerem andlises multiplexadas, por exemplo, em
patologia diagndstica e triagem de alto conteldo. A plataforma VeCare é
prontamente reconfigurada para detectar outras bactérias da pele (por exemplo,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, e
Corynebacterium spp.), permitindo que feridas infectadas com patégenos sejam
estratificadas a partir de feridas colonizadas por organismos comensais. O trabalho
futuro agora inclui a integragdo do imunossensor em um curativo inteligente que
atenda as considerac¢des de seguranga, regulamentacdo e produ¢do em massa,
além de explorar a utilizacdo de dados do sensor em fluxos de trabalho clinicos
existentes. Os dados clinicos limitados do estudo foram devido ao tamanho da
amostra e frequéncia de visitas de pacientes com Ulcera venosa ao longo da
duragdo do estudo. Um ensaio clinico prospectivo randomizado maior sera
realizado em pacientes com diferentes tipos de Ulceras crénicas ndo cicatrizantes
(por exemplo, Ulceras venosas, Ulceras de pé diabético e Ulceras de pressdo) para
confirmar a utilidade e o valor clinico da plataforma de tecnologia VeCare em um
ambiente de ateng¢do primaria.

MATERIAIS E METODOS

Materiais

Cloreto de ferro (III) (FeCl3), N, N-dimetilformamida (DMF),
tetraalquilamonio (TAA), A-metil-2-pirrolidona (NMP), hexacianoferrato
de potassio (III) [K3Fe (CN)s], hexacianoferrato (II) de potassio tri-
hidratado [K4Fe (CN)e: 3H20], cloreto de potassio (KCl), cloridrato de tris
(2-carboxietil) fosfina (TCEP), MCH, acido cloridrico (HCI), anilina, fosfato
dissoédico (Naz2HPOa4), acido citrico, solugdo tampao pH 10,00 Certipur,
soro humano e plasma humano foram adquiridos a Sigma-Aldrich. As
peliculas de tereftalato de polietileno (PET) (ST506) foram adquiridas a
MELINEX. Os cristais de grafite em massa (pureza de 99,9%) foram
adquiridos na HQ Graphene. Nanoparticulas esféricas de ouro organicas
(diametro de 20 nm, dispersas em DMF) foram adquiridas da Nanopartz
Inc. Os oligos modificados e o tampao TE (tris 10 mM e EDTA 0,1 mM)
foram adquiridos da Integrated DNA Technologies. TNF humano
recombinante--, IL-6, IL-8, TGF-1, IL1-, IL-2, IL-7, interferon--, TNF--
recombinante de camundongo e albumina de soro bovino foram
adquiridos de R&D Systems. A solugdo salina tamponada com fosfato
(PBS) (1 x) sem calcio e magnésio foi adquirida da Lonza.S. aureus O
HGO001 foi fornecido pelo Departamento de Microbiologia e Imunologia
da Universidade Nacional de Cingapura. UltraPure desoxirribonuclease
(DNase) / ribonuclease (RNase) - 4gua destilada gratuita, caldo BD Difco
LB, Miller (Luria-Bertani) e 4gar oxoid triptona soja (TSA) foram
adquiridos da Thermo Fisher Scientific. RAPIDO' Staph dgar e gema de
ovo com potassio foram adquiridos a Bio-Rad.

Simulagao e experimentos do sistema de transporte

direcional de liquidos

Médulo de dindmica de fluidos computacional (COMSOL Multiphysics 5.3a,
Two-Phase Flow, interface Level Set) foi usado para simular o sistema de
transporte direcional de liquidos. O processo experimental foi registrado em
uma camera de alta velocidade (FASTCAM Mini AX, Photron) montada em um
sistema de microscépio invertido (IX71, Olympus) com configuragdo de 125
quadros por segundo, resolucdo de 1024 x 1024 (filme S8).

Integragao de sistema da plataforma VeCare
Os padrdes de eletrodos de base foram projetados usando AutoCAD 2018.
Para fabricar os eletrodos de base em um curativo, uma camada sacrificial de
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Ni (25 nm) foi depositado em um wafer de Si usando um sputter (ATC-2200
UHV, AJA). Uma camada de isolamento inferior de SU-8 3025 (~ 20 -m) foi
revestida por rotagdo na camada de Ni e padronizada por fotolitografia. Cr /
Au (30 nm /50 nm) foi depositado e padronizado na camada SU-8 usando um
evaporador térmico (NANO 36, Kurt J. Lesker). Ag (200 nm) foi depositado na
area do eletrodo de referéncia (didmetro de 3 mm) usando um evaporador de
feixe de elétrons (AJA). Uma camada de isolamento superior de SU-8 3025 foi
revestida por rotagdo seguida de fotolitografia para expor a area de trabalho
dos eletrodos eletroquimicos, fornecendo um micropogo para cada eletrodo
de trabalho. FeClz solugéo (0,1 M) foi colocada em cima de Ag por 1 min para
gerar o eletrodo de referéncia Ag / AgCl. O coletor de exsudato de ferida
microfluidica foi formado por revestimento giratério de uma camada de SU-8
2150 (~ 150 -m) no topo da camada de isolamento e padronizado por
fotolitografia. O eletrodo de referéncia Ag / AgCl foi temporariamente
protegido por uma camada de 950 PMMA A4 (2 -m). A pilha inteira foi liberada
do wafer de Si ap6s a camada de Ni ter sido atacada por 30% de FeCl3
solugdo. Em seguida, apds a remogdo da camada de poli (metacrilato de
metila) (PMMA), os eletrodos foram impressos por transferéncia em um filme
de poliuretano de grau médico (Tegaderm). Alternativamente, os eletrodos de
base podem ser fabricados em um filme PET (125 -m). Apds a modificagdo
AuNPs-GP e a imobilizagdo do aptamero, o imunossensor foi finalmente
encapsulado por um filme de poliuretano perfurado de grau médico como a
camada de contato com a ferida. Um analisador sem fio portétil foi fabricado
para fazer a interface com as matrizes de eletrodos do imunossensor. Um
aplicativo de dispositivo mével contendo uma GUI foi desenvolvido para
acompanhar o analisador sem fio.

Preparacdo e caracterizacao do

nanocompo6sito AuNPs-GP

Os flocos de grafeno foram inicialmente preparados por esfoliacdo catédica.
Resumidamente, a esfoliagdo eletroquimica de grafite em massa foi realizada
usando uma estagdo de trabalho eletroquimica (CHI 760E) que consiste em
um sistema de dois eletrodos. Cristais de grafite em massa foram colocados
como catodo de trabalho e um fio de Pt foi usado como contra-eletrodo. Uma
solugdo ndo aquosa consistindo em sal TAA 0,01 M e NMP foi usada como o
eletrélito. A expansdo do grafite em massa foi alcancada usando uma
voltagem catddica de 8 V. Os flocos de grafeno expandido foram
posteriormente esfoliados e isolados por centrifugacdo e secos. Os flocos de
grafeno secos foram dispersos em DMF (1,4 mg ml-1) seguido de ultrassom de
3 horas usando um limpador ultrassénico (SW1, Sonoswiss AG). A disperséo
excessiva de AuNPs foi adicionada a dispersdo de grafeno seguida por
sonicagdo de 1,5 horas para criar uma boa adsor¢do entre grafeno e AuNPs. A
dispersédo foi posteriormente submetida a uma centrifugacdo (Heraeus Pico
17, Thermo Fisher Scientific) a 13.000 rpm durante 5 min seguido de lavagem
com DMF. Esta etapa foi repetida vérias vezes para remover os AUNPs ndo
adsorvidos. A disperséo foi finalmente sonicada por 5 min para obter o
nanocompésito AuNPs-GP. O composto é armazenado a 4 ° C quando né&o
estd em uso e foi sonicado por 5 min antes de cada uso. As imagens
morfolégicas do AuNPs-GP foram adquiridas usando um FESEM (Verios 460,
FEI). Os espectros Raman foram medidos usando um microscépio Raman
(Alpha 300R, Witec).

Sequéncias de aptamero

A sequéncia do aptdmero TNF--é5’-/5MeBIN/ rG* rG* rA* rG* rU* rA*rU * rC
FrU*rG*rA*rU*rG*rA*rC*rA*rA*rU*rU*rC*rG*rG*rA*rG
*rC*rU*rC*rC/3ThioMC3-D /-3’ (28) Especificamente, o oligo de RNA

foi modificado com um dissulfeto (5—S) ligagdo no terminal 3 * através de
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um espagador de trés carbonos (C3) e MB no terminal 5 'por meio de um
modificador de amino. Liga¢des de fosforotioato (marcadas com *) foram
introduzidas para inibir o RNA da degradacdo de RNase.

A nova sequéncia de aptdmero de IL-6 € 5 - / 5ThioMC6-D / GGTGG-
CAGGAGGACTATTTATTTGCTTTTCT / 3MeBIN / -3 * (29) Especificamente, o oligo
de DNA foi modificado com um S—Ligacdo S no terminal 5 'através de um
espacador de seis carbonos (C6) e MB no terminal 3' através de um
modificador de amino.

A nova sequéncia do aptamero IL-8 é 5’ - / 5ThioMC6-D / rGrGrGr-
GrGrCrUrUrArUrCrArUrUrCrCrArUrUrUrArGrUrGrUrUrArUrGrArUrArCrC /
3MeBIN /-3’ (30) Especificamente, o oligo de RNA foi modificado com
um S—Ligacdo S no terminal 5 'através de um espacador C6, e MB no
terminal 3' através de um modificador amino.

A sequéncia do aptamero TGF-1 é5 -/ 5MeBIN / CG * CTCG-G *
CTTC* ACG * AG * ATT * CGTGT * CGTTGTGT *C*CT-GT*A*C*C*
CG*C*CTTG*A*C*C*AGT*C*ACT*CT*AG*AG-C*AT*C*
CGG* A* CTG/iSpC3// 3ThioMC3-D / -3’ (37) Especificamente, o oligo
de DNA foi modificado com um S—Ligacdo S no terminal 3 'através de
um espacador C3, e MB no terminal 5' através de um modificador amino.
Um espacador interno C3 foi incorporado para alongar o brago
espacador. Ligagdes de fosforotioato foram introduzidas para inibir o
DNA da degradacao da DNase.

O romance S. gureus a sequéncia de aptamero é 5’-/ 5ThioMC6-D /
TC-GGCACGTTCTCAGTAGCGCTCGCTGGTCATCCCACAGC-TACGTC/
3MeBIN /-3 (32) Especificamente, o oligo de DNA foi modificado com
um S—Liga¢do S no terminal 5 'através de um espagador C6, e MB no
terminal 3' através de um modificador amino.

A nova sequéncia de aptamero de TNF de camundongo é 5’ -/
5ThioMC6-D / GCGCCACTACAGGGGAGCTGCCATTCGAATAGGTGGGC-
CGC/3MeBIN /-3’ (57) Especificamente, o oligo de DNA foi modificado
com um S—Ligag¢do S no terminal 5 'através de um espacgador C6, e MB
no terminal 3' através de um modificador amino.

Preparacgao do sensor de pH

Os eletrodos de base foram primeiramente limpos com acetona e etanol
com limpador ultrassénico, respectivamente. Para eletropolimerizar a
camada PANI, solugdo de 0,1 M de anilina/ 0,1 M de HCl foi descartada
em toda a area de operagdo eletroquimica, seguida por CVde-0,2a 1V
por 25 ciclos a 100 mV s-1usando um potenciostato (CompactStat.h,
Ivium, doravante o mesmo).

Preparacao dos aptasensores

Apbs a preparacdo do sensor de pH, os eletrodos foram primeiramente
enxaguados com agua ultrapura esterilizada abundante (Milli-Q) (doravante
referida como "dgua ultrapura") e secos sob N2. Em seguida, a disperséo de
AuNPs-GP foi lancada em cada eletrodo de trabalho e seca. Os eletrodos de
trabalho modificados com AuNPs-GP foram enxaguados com agua ultrapura
abundante, seguido por uma segunda lavagem com &gua destilada livre de
DNase / RNase (doravante referida como "agua destilada"). Oligos (100 -M)
foram reduzidos por TCEP 10 mM a temperatura ambiente durante 1 hora
para clivar o S—Ligagdo S. Consecutivamente, os oligos foram entdo diluidos
para 10-M usando tampdo TE e agitados em vértice por 10 s para ajudar a
dispersar. Dez micromolar de TNF--, IL-6, IL-8, TGF- 1 e

S. aureus a dispersdo de aptamero foi colocada em cada eletrodo de trabalho,
respectivamente, e incubada hermeticamente a temperatura ambiente por 6 horas.
Os eletrodos imobilizados por aptdmero foram subsequentemente enxaguados
com agua ultrapura abundante, seguido por uma segunda lavagem com agua
destilada. Trés milimolares de MCH foram colocados em cada eletrodo de trabalho
e incubados hermeticamente a temperatura ambiente
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durante a noite. Por Ultimo, ap6s serem enxaguados com agua ultrapura abundante,
seguida por uma segunda lavagem com &gua destilada, os aptasensores estavam prontos

para uso.

Analisador eletroquimico sem fio

Inspirando-se no detector eletroquimico sem fio universal de cédigo
aberto (UWED) (58), projetamos e fabricamos um analisador
eletroguimico sem fio para realizar um monitoramento abrangente de
feridas crénicas. Ao contrario do UWED, que foi projetado para operar
em um Unico canal com uma célula comercial de trés eletrodos, nosso
dispositivo é um projeto multicanal, capaz de realizar varias técnicas de
analise com nosso sensor de 10 eletrodos.

Design de hardware

Os principais componentes incluem o conversor digital-analégico (DAC), filtro
passa-baixa, potenciostato, chaves analdgicas, multiplexador, circuito sensor
de temperatura e, por Ultimo, o microcontrolador RFduino. O hardware foi
feito para fazer interface com o imunossensor descrito nas se¢des anteriores.
Usando o Autodesk Eagle 9.3.0, os esquemas do circuito foram projetados
primeiro, conforme mostrado na fig. S11. Posteriormente, projetamos os
layouts de componentes e fios para o protétipo de PCB de duas camadas e o
FPCB, mostrado na fig. S12. Ambos os projetos foram fabricados e
parcialmente montados usando um servico de PCB pronto para uso
(Interhorizon Corporation Pte. Ltd., Cingapura). Inspecionamos os PCBs com
um microscépio e um multimetro para garantir as conexdes corretas entre
todos os componentes (tabela S2).

Microcontrolador, DAC, filtro e potenciostato

Adotamos o microcontrolador, DAC, filtro e potenciostato do UWED. No
nucleo do nosso dispositivo, usamos o microcontrolador RFduino, que é
um processador ARM de 32 bits de baixo custo. O pacote do chip
RFduino incorpora muitas portas de entrada-saida de uso geral (GPIO) e
um barramento I2C para fazer a interface com componentes periféricos,
bem como um conversor analégico-digital de 10 bits integrado para a
amostragem de dados de medi¢do. Além disso, é compativel com o
ambiente de desenvolvimento Arduino e possui um front-end BLE
integrado para se comunicar com um dispositivo mével habilitado para
BLE, como um telefone ou tablet. O DAC recebe entrada de tensdo
digital do microcontrolador por meio do protocolo I12C e saidas de
tensdo analdgica para o eletrodo de trabalho (WE) e o eletrodo de
referéncia (RE) por meio de dois canais separados. Um filtro passa-baixa
de segunda ordem usando amplificadores operacionais (op amp) foi
incluido para minimizar o ruido elétrico no potencial RE. Os potenciais
WE sdo ajustados diretamente da segunda saida do DAC.Chaves
analogicas e multiplexador

Para realizar operagdes multitécnicas e multicanais, usamos interruptores
analégicos e um componente de circuito integrado de multiplexador (IC)
(multiplexador triplo trés para um IC, Analog Devices Inc., ADG793G) para
realizar a légica de hardware necessaria, controlavel usando protocolo GPIO e
12C, respectivamente. Os interruptores analdgicos sdo importantes para
permitir a alternancia entre diferentes técnicas. Para suportar medicdes
amperométricas (SWV) e potenciométricas (OCP), usamos um conjunto de
duas chaves (S1 e S2; Fig. 1F) para alternar o amplificador operacional OP2
entre um amplificador de transimpedancia e uma configuracdo de seguidor
de tensdo. Interruptores adicionais sdo usados para realizar a légica de
hardware necessdria para suportar a comutagdo entre OCP, SWV e medigdo
de temperatura, enquanto o IC do multiplexador permite uma selegdo
programavel de cada canal WE.

Circuito de detec¢do de temperatura

O circuito de deteccdo de temperatura foi projetado com base na
configuracdo do amplificador diferencial da ponte Wheatstone, que
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permite a medicdo precisa da resisténcia. A ponte de Wheatstone usa dois
caminhos divisores de tensdo para estabelecer um ponto de equilibrio, no
qual um pequeno desvio na resisténcia do sensor de temperatura produziria
uma tensdo diferencial na saida do amplificador operacional. O resistor de
balanceamento foi escolhido para ser 2,26 kilohm, e o amplificador de
instrumentacdo AD627ARZ configurado para um ganho de 25 foi usado.

Aplicativo MATLAB personalizado

Um aplicativo mével foi desenvolvido usando o MATLAB 2018b para
acompanhar o VeCare, fornecendo uma GUI, bem como processamento de
dados e relatérios abrangentes. Pode ser executado em qualquer
computador pessoal ou tablet mével que suporte MATLAB 2018b, com a
ajuda de um adaptador BLE-para-USB. O aplicativo foi projetado como um
sistema de gerenciamento de paciente onestop, registro de dados, analise de
dados e visualizagdo de resultados, destinado ao uso do profissional de
saude. Ao ligar o VeCare, uma conexdo BLE foi estabelecida para o aplicativo
usando identificadores exclusivos universalmente. Depois disso, o provedor
de cuidados de saude pode usar o aplicativo para gerenciar perfis de
pacientes, coletar dados do sensor, obter feedback visual da GUI em tempo
real, analisar os dados e gerar resultados Uteis, bem como registra-los nos
respectivos perfis para monitoramento por um periodo prolongado. Capturas
de tela das guias relevantes na GUI sdo mostradas na fig. S13. Uma
demonstragdo do aplicativo mével foi gravada nos filmes S9 a S11.

Fonte de energia

O hardware VeCare pode ser alimentado por um Unico recarregavel
Bateria de polimero de ion-litio 3,7-V com a capacidade desejada. Em nossa
implementacdo, foi utilizada uma bateria com capacidade de 190 mAh (fig.
S12H), que fornece cerca de 40 horas de operagdo ativa continua. Por ser um
dispositivo de diagnéstico point-of-care, a vida util real da bateria pode ser
significativamente mais longa, dependendo da frequéncia com que ela
precisa estar ativa. CIs reguladores de baixa queda (MICREL MIC5205-
3.3YM5) foram usados para produzir fontes de alimentac¢do digitais e
analdgicas de 3,3V separadas, respectivamente atendendo ao
microcontrolador RFduino e aos componentes periféricos analégicos, criando
circuitos digitais e analégicos separados para evitar que o ruido digital
degradasse o desempenho analdgico.

Analise qualitativa e caracterizagdo do

imunossensor

A avaliacdo qualitativa dos aptasensores foi realizada em K 5 mMsFe (CN)
6/ KaFe (CN)s (1: 1) contendo KCI 0,1 M descartado em toda a area de
operacao eletroquimica. Para medicdo de CV, a faixa de potencial é de
-0,6 a 0,6 V em diferentes taxas de varredura (150 a 10 mV s.1) para a
andlise de quase reversibilidade do eletrodo modificado por AuNPs-GP,
enquanto a taxa de varredura é fixada em 50 mV s.1 para a andlise de
montagem passo a passo. Para medicdo EIS, o potencial aplicado é de
0,2 V. As frequéncias de tensdo variam de 100 kHz a 0,01 Hz com uma
amplitude de 5 mV. O circuito Randles foi usado para ajustar as parcelas
de Nyquist.

Os sensores de citocinas foram caracterizados em soro humano com
analitos enriquecidos (reconstituidos em PBS). A cultura e a contagem de
bactérias foram realizadas antes da caracterizagdo deS. aureus.
Resumidamente, umS. aureus a col6nia de uma placa de raia foi inoculada em
10 ml de caldo LB esterilizado (doravante referido como "caldo LB") e deixada
crescer a 37 ° C por 17 horas a 200 rpm. Um mililitro do inéculo e seu diluente
em série foram respectivamente misturados com 15 ml de meio TSA
esterilizado para cultura em placa de vazamento. Apds a incubagéo, a placa
com colénias isoladas visiveis mostrando entre 30 e 300 foi
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usado para estimar o S. aureus densidade celular no inéculo original.
Subsequientemente, S. aureus foi sedimentado apods ser centrifugado a
4000 rpm por 5 min e reconstituido em soro humano para
caracterizacdo do sensor. A medicdo de SWV para aptasensores foi
varrida de -0,8 a 0 V com um potencial de passo de 4 mV. A frequéncia é
de 50 Hz com amplitude de pulso de 40 mV. Além disso, as solu¢des com
valores de pH 3,76, 4,56, 5,47, 6,2, 7,06 e 8,04 utilizadas para a
caracterizagdo do sensor de pH foram preparadas por uma mistura de
soro e tampao Mcllvaine, enquanto a solu¢do com pH 9,01 foi obtida por
uma mistura de soro e tampao de pH 10,00. O sensor de temperatura foi
caracterizado em um béquer de vidro contendo agua cuja temperatura
era regulada por uma placa de aquecimento embaixo do béquer.

A estabilidade a longo prazo dos aptasensores ou sensor de pH foi
estudada pela observacao das varia¢cdes semanais longitudinais da altura do
pico contra nenhum analito ou OCP em pH 7,06 por quatro semanas
consecutivas. O imunossensor foi armazenado hermeticamente e a 4 ° C
entre cada medigdo.

Monitoramento de feridas in situ e estudo de biocompatibilidade em modelos de
camundongos

Caracteriza¢do do TNF- de camundongo- sensor

A Figura S14A mostra o desempenho do aptasensor em relagdo ao analito
com diferentes concentrac¢des. Observou-se que a altura da corrente de pico
diminui com o aumento da concentragdo alvo. A redugdo relativa da altura do
pico normalizada para a altura do pico contra nenhum analito com
concentracdo de analito é exibida na fig. S14B. Notavelmente, a faixa de
concentracdo de TNF de camundongo - (0 a 1800 pg ml-1) foi baseado nos
niveis relatados em tecidos de feridas de modelos de camundongos (50)
Procedimentos de animais

Todos os procedimentos com animais foram realizados sob o protocolo
nimero A0367, aprovado pelo Comité de Uso e Cuidado Animal
Institucional do Animal Research Facility da Universidade Tecnolégica de
Nanyang. Os camundongos foram alojados em gaiolas individuais
ventiladas ao longo de um ciclo claro / escuro de 12 horas. Eles foram
alimentados com uma dieta padrdo de laboratério e agua ad libitum.
Neste estudo, camundongos machos do Instituto de Pesquisa do Cancer
(ICR) (IcrTac: ICR, fornecido por InVivos, Cingapura) foram usados com
10 a 12 semanas de idade e peso de 25 a 35 g. Isoflurano inalado (5%
mg kg-1) foi usado para induzir a anestesia, que foi verificada por meio
do teste do reflexo do pedal. O dorso do animal foi preparado por meio
de raspagem com aparador elétrico, com cuidado para ndo induzir
nenhum trauma com a navalha. Creme depilatério foi entdo aplicado na
pele raspada por 2 min. O cabelo e o creme foram retirados com agua
morna e gaze. Uma gaze limpa e seca foi usada para limpar todo o
creme removedor de cabelo restante para garantir nenhum risco de
irritacdo ou lesdes na pele. Os animais foram injetados por via
subcutanea com buprenorfina (1,5 mg kg-1) antes do ferimento e
diariamente durante 3 dias ap6s o ferimento e nos dias da colocacdo do
sensor. Para produzir feridas excisionais de espessura total no dia 0, a
pele posterior dos camundongos foi retirada do dorso e um puncdo de
biépsia de 6 mm usado para incisar e realizar a ferida através do
paniculo carnoso. Esta técnica foi usada para produzir duas feridas
bilaterais equidistantes da linha média e espacadas de cada lado do
dorso. Uma gaze limpa e seca foi usada para remover todo o sangue
resultante do procedimento cirirgico. Somente quando o sangramento
parou, o que aconteceu muito rapidamente nos camundongos, a gaze
foi removida. Um imunossensor (didmetro de 8 mm) foi colocado em
cada ferida, enquanto a outra ferida foi usada como controle. A ferida
com contato do sensor e o controle foram atribuidos aleatoriamente.
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Um grande curativo Unico de OPSITE (Smith e Nephew) foi entdo usado para
cobrir as costas inteiras. O imunossensor foi deixado no local por 1 hora com
os animais autorizados a se recuperar em seu alojamento normal, antes que
as leituras fossem feitas sob anestesia. Um volume estimado de 5 -I de
exsudado da ferida foi acumulado em uma taxa de fluxo de até 0,43 mmss-1,
que foi suficiente para as leituras do sensor (fig. S8A). Antes da medicdo, a
estabilizac¢do dos sinais foi confirmada quando a varia¢do da altura do pico de
trés varreduras continuas estava abaixo de 1% (nivel de ruido). O
imunossensor foi removido ap6s o uso e o curativo substituido.

Corte e coloragdo de processamento de tecidoOs animais foram
sacrificados via COzinalagdo, com a luxagdo cervical usada como meio
secundario para confirmar a morte. Os animais foram sacrificados em 1,
3 e 5dias ap6s o ferimento (7= 3 por ponto no tempo). A pele posterior
foi extirpada em um grande pedaco e colocada em um cartédo liso. As
feridas foram excisadas e fixadas em paraformaldeido a 4% durante
pelo menos 24 horas e armazenadas a 4 ° C. Apos a fixa¢do, as amostras
foram transferidas para etanol 70% (v / v) por 24 horas antes do
processamento em um processador de tecidos HistoCore PEARL (Leica).
Os tecidos sdo colocados através de um gradiente de concentragdo de
etanol (70, 80, 95 e 100% x 3, 45 min, 45 ° C) seguido por xileno (3 x 45
min, 45 ° C) e parafina (3 x 45 min, 62 ° C) e, em seguida, transferidos
para um embedder de tecido de cera de parafina (HistoCore Arcadia C e
H, Leica). Em seguida, cortes de tecido de 4 m foram produzidos em um
micrétomo Leica RM2245 (Leica) e fixados em laminas de polisina. Estes
foram secos a 40 ° C durante pelo menos uma hora antes da coloragdo.
A coloragdo H&E foi obtida usando um Leica Autostainer XL (Leica).

Microscopia de campo claro e andlise de imagem

As imagens das feridas foram tiradas diariamente apos a leitura
do sensor ou durante as trocas de curativos com uma camera
(Nikon D5600) com escala e referéncia de cor. As medi¢des da
area da ferida foram obtidas usando ImageJ (National Institutes
of Health). Os tecidos corados com H&E foram fotografados
usando um scanner de ldamina Axio Scan.Z1 com objetiva de 20
x (Zeiss). As imagens foram examinadas qualitativamente e
exportadas usando ZEN (Zeiss). Uma analise quantitativa
adicional foi realizada em imagens exportadas usando Image].
A espessura da epiderme foi medida a 150 m atras da borda de
ataque em ambos os lados de cada ferida e os valores foram
calculados para cada amostra. A medicdo da distancia de
reepitelizacdo para cada amostra foi obtida medindo-se o
comprimento da epiderme nascente saindo da borda da ferida
em ambos os lados de cada ferida usando Imagej e a média.

Estudo clinico sobre os exsudatos da ferida de pacientes

com ulcera venosa

O estudo foi conduzido no Singapore General Hospital (SGH) e aprovado pelo
SingHealth Centralized Institutional Review Board A (Ref: 2018/3061). Os
participantes sdo pacientes que foram diagnosticados com Ulceras venosas e
tratados com bandagem de compressdo de quatro camadas. Suas feridas
foram tratadas pela equipe de cirurgia vascular da SGH. Pacientes com idade
acima de 21 anos com indice de pressdo tornozelo-braquial = 0,8 e ulceragdo
aberta entre tornozelo e joelho que ndo diminuiu de tamanho por mais de 12
semanas foram considerados elegiveis para participar. Cinco pacientes (trés
homens e duas mulheres; faixa etaria de 57 a 77 anos) foram recrutados nos
ambulatérios vasculares e deram seu consentimento para participar. Os
exsudatos da ferida eram
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coletados uma vez por semana em sua mudang¢a semanal de
curativo programada por cinco semanas consecutivas usando um
protocolo padréo (6, 79 Resumidamente, apds a retirada dos
curativos de quatro camadas, a ferida foi limpa com soro fisiol6gico
e coberta por um curativo de filme transparente. A perna
correspondente foi mantida dependente da posi¢do sentada por ~
40 min. O exsudato acumulado de todas as feridas da perna afetada
foi aspirado do curativo de filme transparente usando uma agulha
hipodérmica e seringa. Em vista do vazamento vascular no
desbridamento pds-conservador que pode comprometer o perfil do
biomarcador, a amostragem do fluido da ferida foi realizada antes
do desbridamento conservador. O tamanho da Ulcera foi medido
pelo método da régua. Curativos tépicos impregnados com anti-
séptico (por exemplo, cadexdmero de iodo e prata nanocristalina)
foram usados para feridas com colonizag¢do. Eles foram colocados
nas feridas apés o desbridamento conservador e antes da aplicacdo
de bandagens de quatro camadas frescas.

A avaliagdo rapida e simultanea das caracteristicas do leito da ferida
e biomarcadores de carga biolégica nos exsudatos da ferida foi realizada
usando o VeCare. Por outro lado, os exsudatos da ferida também foram
analisados por métodos convencionais. Resumidamente, para conduzir
a avaliagdo de citocinas, um kit multiplex ELISA foi feito sob medida pela
Thermo Fisher Scientific e foi realizado de acordo com as instrucdes do
fabricante em amostras puras. A leitura foi feita no Luminex 200 com
XPONENT 3.1 e a concentragdo das citocinas foi determinada no
MasterPlex QT 2.0.0.59. Além disso, os valores de pH das amostras de
fluido da ferida foram medidos usando um medidor de pH comercial
(LAQUAtwin pH-33, HORIBA).S. aureus foi detectado via coagulase-
positiva Estafilococos enumeracgdo. Resumidamente, 10 pl de exsudato
da ferida foram primeiro diluidos em 10 ml de caldo LB, seguido por
diluicdo em série. Um mililitro do diluente original e seu diluente em
série foram respectivamente misturados com 15 ml de RAPID
'esterilizadoStaph meio &gar, uma mistura de meio base e gema de ovo
com potassio, para cultura em placa de despejo. Apés a incubacdo, S.
aureusformaram colbnias pretas no meio opaco com um halo claro ao
redor das colbnias atribuidas a protedlise da gema de ovo. O nimero de
S. aureus colénias em um RAPID 'Staph placa de agar mostrando entre
30 e 300 foi usada para estimar o S. aureus densidade celular na
amostra de exsudado da ferida. Imagens épticas do RAPID 'Staph as
placas de agar para avaliagdo do fluido da ferida dos pacientes 1 a 5 sdo
mostradas nas figs. S15 a S19.

andlise estatistica

GraphPad Prism 8 e R (versé&o 3.6.1) foram usados para realizar testes
estatisticos e visualizacdo de dados. Na comparacéo de dois grupos, foi
utilizado o teste dos postos sinalizados de Wilcoxon.P < 0,05 foi considerado
significativo. Os pacotes R ggplot2 (versao 3.0.0) (59) e GGally (versdo 1.4.0) (
60) foram usados para representar graficamente as matrizes de correlagdo.

MATERIAIS COMPLEMENTARES

O material suplementar para este artigo esta disponivel em http://advances.sciencemag.org/cgi/
content / full / 7/21 / eabg9614 / DC1
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