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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE UM MAGNETO-IMUNOENSAIO
MICROFLUIDICO COM DETECGCAO ELETROQUIMICA PARA
DIAGNOSTICO DE HANSENIASE. A hanseniase é uma doenca infecciosa
causada pela bactéria Mycobacterium leprae e seu diagndstico é realizado
majoritariamente por exame clinico. Assim, neste trabalho foram desenvolvidos
dois magneto-imunoensaios para diagnostico sorolégico de hanseniase utilizando
amperometria e um dispositivo microfluidico descartavel. Os eletrodos
produzidos se mostraram precisos, robustos e estaveis por até 70 dias apos
serigrafados. Os peptideos foram conjugados a superficie de particulas
magnéticas (pep/PM), sendo adicionado a amostra de soro para captura dos
anticorpos anti-M. leprae. O primeiro imunoensaio utilizou uma sequéncia
peptidica derivada da proteina 85B. O bioconjugado final foi adicionado ao
eletrodo manualmente, utilizando uma micropipeta. A deteccdo eletroquimica
utilizou horseradish peroxidase (HRP) com solucdo de deteccdo de H,O, e
hidroquinona (HQ). O segundo imunoensaio utilizou uma sequéncia peptidica
derivada da proteina recombinante ML0405. O bioconjugado final foi adicionado
ao eletrodo usando um teclado de injecdo. A deteccgéo foi realizada com fosfatase
alcalina (ALP) e solucédo de deteccdo de 1-naftil-fosfato (1-NPP). A preciséo foi
avaliada pelas respostas obtidas em diferentes eletrodos do mesmo dispositivo,
em diferentes dispositivos e em diferentes dias de anélise, obtendo-se valores de
desvio padréo relativo (DPR%) entre 4,8% e 13,6%. Foram realizadas anélises de
amostras saudaveis, paucibacilares (PB) e multibacilares (MB). Ambos 0s
imunoensaios apresentaram excelente seletividade e especificidade para
identificar os pacientes positivos, inclusive os PB. O primeiro ensaio distinguiu
0s pacientes PB dos MB, o que o torna aplicavel também a classificacdo da
doenca. Os magneto-imunoensaios apresentaram uma excelente capacidade
discriminatdria entre pacientes positivos e negativos, sendo capazes até mesmo
de identificar pacientes PB com alta sensibilidade, especificidade e preciséo.
Assim, apresentam potencial para orientar o tratamento adequado, melhorando a
qualidade de vida dos pacientes.

Palavras-chave: Magneto-imunoensaio. Hanseniase. Peptideo sintético.

Diagnéstico soroldgico.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A MICROFLUIDIC MAGNETO-IMMUNOASSAY
WITH ELECTROCHEMICAL DETECTION FOR THE DIAGNOSIS OF
LEPROSY. Leprosy is an infectious disease caused by the bacteria
Mycobacterium leprae and its diagnosis is mostly performed by clinical
examination. Thus, in this work, two magnetoimmunoassays were developed for
the serological diagnosis of leprosy using amperometry and a disposable
microfluidic device. The electrodes produced proved to be accurate, robust and
stable for up to 70 days after screen printing. The peptides were conjugated to the
surface of magnetic particles (pep/MP), being added to the serum sample to
capture the anti-M. leprae. The first immunoassay used a peptide sequence
derived from the 85B protein. The final bioconjugate was added to the electrode
manually using a micropipette. Electrochemical detection used horseradish
peroxidase (HRP) with H,O, and hydroquinone (HQ) detection solution. The
second immunoassay used a peptide sequence derived from the recombinant
protein ML0405. The final bioconjugate was added to the electrode using an
injection pad. Detection was performed with alkaline phosphatase (ALP) and 1-
naphthyl-phosphate (1-NPP) detection solution. Precision was evaluated by the
responses obtained in different electrodes of the same device, in different devices
and on different days of analysis, obtaining values of relative standard deviation
(RSD%) between 4.8% and 13.6%. Analyzes of healthy, paucibacillary (PB) and
multibacillary (MB) samples were performed. Both immunoassays showed
excellent selectivity and specificity to identify positive patients, including PB.
The first trial distinguished PB from MB patients, which makes it also applicable
to disease classification. The magneto-immunoassays showed an excellent
discriminatory capacity between positive and negative patients, being able to even
identify PB patients with high sensitivity, specificity and precision. Thus, they
have the potential to guide the appropriate treatment, improving the quality of life
of patients.

Keywords: Magneto-immunoassay. Leprosy. Synthetic peptide. Serological

diagnosis.
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INTRODUCAO

Capitulo 1



1- INTRODUCAO
1.1 - Hanseniase

A hanseniase é uma doenca infecciosa crénica causada pela bactéria
Mycobacterium leprae, podendo acometer humanos e outros animais como tatus,
esquilos e primatas (chimpanzé, macaco-rhesus, macaco-prego)* 2. E considerada
uma doenca tropical negligenciada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
afetando predominantemente pessoas em situacdo de vulnerabilidade*®. Embora
ndo seja considerada uma doenca fatal, quando ndo tratada corretamente pode
levar a danos irreversiveis ao sistema nervoso, comprometendo a qualidade de
vida do paciente®,

A hanseniase € uma das doencas mais antigas registradas, com
evidéncias que datam de 4.000 a.C. na China, Egito e india”®. Nos séculos IV e
V foi registrada a fundacao dos primeiros leprosarios, também conhecidos como
hospitais-col6nia ou asilos-colbnia, visando isolar pacientes com a doenca para
evitar sua disseminacdo®. Nas Américas, estudos indicam que os primeiros casos
de hanseniase ocorreram entre os séculos XVI e XVII, durante o periodo de
colonizacdo!®. Entretanto, no Brasil, a hanseniase comegou a ser discutida pela
comunidade médica apenas no final do século XIX e inicio do XX, aprovando-se
mocdes de profilaxia que envolviam o isolamento total do paciente em coldnias
onde poderiam trabalhar e receber o tratamento®®.

A M. leprae é um bacilo alcool-acido resistente e fracamente gram-
positivo na forma de bastonete. E um parasita intracelular obrigatorio das células
de Schwann e dos macréfagos. A transmissdo da M. leprae ocorre pelo contato
com pessoas contaminadas por meio de goticulas que adentram o organismo pela
mucosa nasal. Entretanto, seu tempo de incubagdo é longo (2 — 10 anos, em
média), de modo que exige um contato prolongado com uma pessoa infectada
para que ocorra a transmissdo da doencga!?!®. Devido a isto e a ser uma bactéria
ndo formadora de esporo, a M. leprae ndo pode ser cultivada in vitro, sendo assim

atualmente é impossivel a producdo de uma vacina contra hanseniase*,



Ela afeta principalmente os troncos nervosos periféricos e 0s nervos
superficiais da pele, com sintomas que variam conforme a resposta imune do
paciente e o grau de endemicidade em que ele se encontral®>. Comumente,
pacientes com hanseniase apresentam manchas na pele e lesbes nos nervos
periféricos (FIGURA 1.1), muitas vezes acompanhados de severos danos
sensoriais e motores. Ademais, pode afetar também os olhos e 6rgdos internos

como figado, mucosas, baco, 0ssos e testiculost®?®,

FIGURA 1.1 - Diferentes aspectos das lesoes de pele causadas pela hanseniase.

Fonte: Barbieri, R.R. et. al'’.

Segundo a OMS, a hanseniase ¢é considerada um problema de salde
publica. Os paises com maior nimero de novos casos em 2020 s&o india (65.147
casos), Brasil (17.979 casos) e Indonésia (11.173 casos), que correspondem a
cerca de 74% dos diagnosticos em um total de 127 paises'®'®. Ressalta-se que o
nimero de novos casos registrados tem sido menor a partir de 2020,
provavelmente devido a pandemia de COVID-19. No Brasil, foram detectados
155.359 novos casos entre os anos de 2016 e 2020, sendo 55,5% do sexo
masculino. Os estados com maior taxa média de diagnosticos positivos sdo Mato
Grosso e Tocantins, que reportaram respectivamente 71,44 e 53,95 casos a cada
100 mil habitantes, enquanto Rio Grande do Sul e Santa Catarina sdo consideradas

regides de baixa endemicidade. Além disso, a maioria dos pacientes sdo pessoas



pardas (58,9%) e com ensino fundamental incompleto (40,9%), podendo ser de 5
a 8 vezes mais incidente em populagdo com baixa qualidade de vida?-22,

A doenga pode ser curada com um tratamento envolvendo a
associacdo dos farmacos rifampicina, dapsona e clofazimina, denominada
Poliquimioterapia Unica (PQT-U). No Brasil, este tratamento é ofertado
gratuitamente pelo Sistema Unico de Saude (SUS) e cerca 80% dos pacientes o
completam!®. O tempo de medicacdo, que pode variar de 6 a 18 meses, e é
determinado de acordo com o caso clinico®.

Para facilitar a orientacdo do tratamento, a OMS recomendou a
separacéo de casos de hanseniase em paucibacilares (PB) e multibacilares (MB),
conforme o niimero de lesdes cutaneas e o resultado da baciloscopia®?. Assim, os
casos PB englobam os pacientes que apresentam baciloscopia negativa e cinco ou
menos lesdes cutaneas, com resposta imunologica prioritariamente celular
(mediada por células). Esses casos geralmente sdo de dificil detec¢do por métodos
sorologicos, uma vez que ha baixa producdo de anticorpos. Além disso, estudos
indicam que pacientes PB apresentam menor periodo de incubacédo da doenca,
manifestando os primeiros sintomas entre 2 e 5 anos ap6s a infeccdo!®. Nos casos
MB, os pacientes apresentam baciloscopia positiva e mais de cinco lesbes
cutdneas. Devido a imunidade majoritariamente humoral (mediada por
anticorpos), esses casos apresentam titulos detectaveis de anticorpos, sendo
relativamente mais faceis de identificar'®?, O surgimento dos sintomas em
pacientes MB geralmente leva de 5 a 10 anos, mas a doenca pode demorar mais
tempo para se manifestar??,

O estigma social e a discriminacdo ainda sdo obstaculos para a
eficiéncia das politicas publicas relacionadas ao controle da doenca, afetando
negativamente as relacOes interpessoais e a salide mental do paciente?*%. Neste
sentido, o Brasil se destaca por ser o Unico pais cujo terminologia foi alterada
através da Lei n° 9.010/95%, oficializando o uso do termo hanseniase em

substituicdo a lepra. Esta mudanca foi considerada positiva pelas pessoas



acometidas pela doenca, tornando sua condi¢do ndo relacionada com termos
pejorativos?”?®, Ademais, os principios basicos para o controle da hanseniase sdo
a deteccdo precoce e, consequentemente, o tratamento imediato da doenca, de

modo a quebrar a cadeia de transmissdo e minimizar suas sequelas.

1.2 - Diagnostico de hanseniase
1.2.1 — Individuo ndo contactante

Atualmente, o diagnostico de hanseniase no Brasil é realizado
majoritariamente por meio do exame clinico. Neste exame, o profissional de saude
avalia a presenca de manchas na pele que apresentam perda de sensibilidade, falta
de sudorese e diminuicdo de pelos, bem como espessamento do nervo periférico
com alteracdes sensitivas ou motoras. Além disso, pode-se observar a presenca de
nodulos assintomaticos e, em casos mais graves, dorméncia nos membros. A
Classificacdo de Madri (1953) é utilizada no Brasil*>* visando facilitar o
diagndstico clinico com base nos sintomas®>3°3!, Com essa classificacdo, é
possivel que a frequéncia e duracdo das doses poliquimioterdpicas sejam
definidas, aplicando o tratamento adequado o mais rapido possivel e evitando a
transmissédo da doenca. Deste modo, a hanseniase pode ser dividida em:

(A) Indeterminada (PB): baciloscopia negativa, com mancha na pele
mais clara que ao redor, sem alteracdo de relevo, com bordas mal delimitadas e
sem sudorese. Ha perda de sensibilidade térmica e dolorosa, mas néo tatil. Fase
inicial da doenca, que pode evoluir para outra fase ou para a cura.

(B) Tuberculéide (PB): baciloscopia negativa, com mancha elevada
na pele, com bordas bem delimitadas e centro claro. H& perda total de
sensibilidade. Pode se apresentar na forma neural pura, sem les6es cutaneas e com
espessamento do tronco nervoso, capaz de causar danos neurais graves. Além
disso, pode acometer criangas, geralmente com lesGes na face.

(C) Dimorfa ou Borderline (MB): baciloscopia geralmente positiva,

com manchas avermelhadas ou esbranquicadas de bordas mal delimitadas e



elevadas. Ha perda de sensibilidade e diminuicdo de funcbes autondmicas.
Geralmente apresenta comprometimento assimétrico de membros periféricos,
podendo ou ndo apresentar dor. Apresenta-se ap6s longo periodo de incubacéo (>
10 anos).

(D) Virchowiana (MB): é a forma mais avancada e contagiosa da
doenca, apresentando baciloscopia positiva, auséncia de manchas visiveis, mas
com a pele de aspecto de casca de laranja (avermelhada, seca, poros dilatados)
exceto em areas quentes (axila, couro cabeludo), podendo apresentar também dor
nas articulagbes. Com a evolugdo da doenca, surgem carogos e€scuros
(hansenomas), queda de pelos, infiltracdo (falta de rugas), membros roxos e
formigando, lesGes na mucosa nasal, falta de sudorese e perda de sensibilidade.

No caso de avaliagdo dermatologica e neural inconclusiva ou de
danos neurais sem lesdes, pode ser realizado o exame de baciloscopia, buscando
identificar a bactéria em amostra intradérmica das lesdes. Neste caso, € realizada
uma analise microscopica para observar a presenca de bacilos isolados ou globias
(aglomerado de bacilos) (FIGURA 1.2)*. Entretanto, a baciloscopia é uma
técnica invasiva, utilizada apenas quando os sintomas se tornam visiveis, nao
sendo realizada em pacientes assintomaticos. Além disso, embora 0s metodos
microscopicos sejam relativamente de baixo custo, apresentam baixa
sensibilidade®, ndo sendo eficazes em diagnosticar a doenca antes que 0s danos

se tornem irreversiveis.



FIGURA 1.2 - Fotomicrografia de (A) bacilos isolados e (B) globias da M. leprae.

Fonte: Instituto Oswaldo Cruz3*2°,

Quando o exame clinico e a baciloscopia ainda assim ndo levam a
um resultado conclusivo, outros exames podem ser requeridos, tais como
histopatologia®, ultrassom de nervos periféricos®” e eletroneuromiograma®.
Geralmente, sdo andlises realizadas visando o diagnostico diferencial com outras
doencas dermatoldgicas (ex.: vitiligo, eczematide) e neurologicas (ex.: lesdes por
esforco repetido, neuropatia diabética).

Os procedimentos completos indicados pelo Ministério da Saude
para diagnostico de hanseniase em individuos ndo contactantes (atencédo béasica e

especializada) podem ser conferidos na FIGURA 1.3%,
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FIGURA 1.3 - Fluxograma de diagndstico de hanseniase para individuos ndo contactantes com

sintomas.

Fonte: Ministério da Saude®.

1.2.2 — Individuo contactante

Consideram-se contatos de individuos com hanseniase pessoas que
tenham residido no mesmo domicilio nos Gltimos 5 anos, sendo familiar ou néo.
Estudos apontam que estes contatos intradomiciliares apresentam maior

possibilidade de desenvolver a doenca, de modo que devem ser avaliados

clinicamente®®,




Em geral, a primeira medida tomada ao identificar um caso de
hanseniase é a oferta da revacinacdo com a vacina BCG para quem ainda nao
recebeu as duas doses. No Brasil, a BCG é uma vacina obrigatoria para criangas
com menos de 1 ano de idade e protege das formas graves de tuberculose. E
preparada a partir da Mycobacterium bovis, um tipo de micobactéria bovina com
similaridade com a M. leprae e a M. tuberculosis. Devido a essa semelhanca,
estima-se que a revacinacdo com a BCG influencia na melhora da imunidade,
tornando o individuo mais resistente ao bacilo®%4:,

O monitoramento destes contatos é realizado continuamente pelo
sistema de saude, com exames clinicos e neurologicos frequentes. Os exames
complementares (baciloscopia e histopatologia) séo parte deste acompanhamento,
além de outros especificos para a reacdo do monitoramento, incorporados
recentemente,

Recentemente, um teste molecular de reacdo de cadeia em
polimerase em tempo real (QPCR) foi integrado ao SUS, sendo realizado em
amostras de pele e nervos. Exames de PCR sdo considerados de alta eficiéncia
para detectar diversas doencas, obtendo os melhores resultados para deteccdo de
pacientes PB*, Este teste, entretanto, é indicado para uso exclusivo em contatos
de pacientes com hanseniase confirmada, realizando assim um monitoramento
durante determinado periodo de tempo para avaliar se o bacilo esta presente na
amostra e se estd se reproduzindo®**. Além disso, PCR é uma técnica
dispendiosa, que exige equipe treinada e um laboratorio de analises centralizado.
Isso aumenta o custo envolvido nas analises, bem como o tempo entre a coleta do
material e o resultado, tornando-a pouco acessivel para locais distantes dos
centros urbanos e com poucos recursos***°, Deste modo, o exame é solicitado
diretamente ao Laboratério Central de Saude Publica (LACEN) apenas em casos
em que 0s demais exames sdo considerados inconclusivos.

Tambem utilizado apenas na avaliacdo de contatos, hd um teste

rapido imunocromatografico chamado ML-Flow*®4’. Este teste baseia-se na
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deteccdo de anticorpos IgM por meio da imunorreacdo com o glicolipideo
fendlico-1 (PGL-I, especifico da M. leprae). Como apresenta alta sensibilidade
para casos MB, o ML-Flow pode ser utilizado para o diagnostico diferencial de
maneira complementar. Contudo, estudos epidemiologicos demonstram alta taxa
de resultados falsos-positivos em areas endémicas, bem como baixa sensibilidade
para casos PB*. Assim, embora o resultado rapido possa contribuir para a
orientacdo do tratamento, também deve ser avaliado com cautela, ndo sendo
indicado seu uso isoladamente®.

Os procedimentos completos indicados pelo Ministério da Saude
para diagnostico de hanseniase em contatos de casos confirmados (atencao basica

e especializada) podem ser conferidos na FIGURA 1.4,
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FIGURA 1.4 - Fluxograma de diagnostico de hanseniase para contatos de caso de hanseniase
confirmado.

Fonte: Ministério da Saude®.
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1.2.3 — Diagnostico de hanseniase na literatura

Na literatura, existem diversos trabalhos referentes a deteccédo da M.
leprae, especialmente utilizando PCR em diferentes amostras bioldgicas de
origem humana, tais como mucosa nasal*®, urina>, sangue®!, soro®?, saliva® e
pele®, e animais selvagens livres e em cativeiro®. Embora sejam eficientes para
detectar casos MB, devido a lenta multiplicacdo do bacilo, o PCR pode néo
identificar casos recém infectados ou PB, levando a altas taxas de falsos-
negativos. Além disso, exigem uma gquantidade grande de reagentes e amostras, 0
que 0s torna caros e, consequentemente, pouco acessiveis a populacdo que mais
necessita®®.

Além do PCR, outras técnicas sdo exploradas na literatura, incluindo
0 ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA, do inglés enzyme-linked
immunosorbent assay)®’ e os testes imunocromatograficos, também chamados de
ensaios de fluxo lateral (do inglés, LFA — lateral flow assays)®®. No ELISA, os
anticorpos presentes no soro do paciente ligam-se a antigenos imobilizados em
uma superficie sdlida (placa de ELISA). Um segundo anticorpo conjugado a
enzima peroxidase liga-se entdo ao anticorpo do paciente. Em seguida, adiciona-
se 0 substrato, que leva a uma reacdo catalisada pela enzima. Essa reacdo gera
uma mudanca de coloracéo, medida espectrofotometricamente®. Para diagndstico
de hanseniase, o ELISA € o teste sorologico mais comumente encontrado,
apresentando em geral bons resultados de especificidade e sensibilidade para
casos MB, porém a taxa de identificacdo dos individuos PB é baixa®-¢2,

O LFA, também conhecido como teste rapido, é aplicado
comercialmente para diagndstico de diversas doencas. Suas principais vantagens
sdo o tempo de anélise (geralmente 15 minutos) e a facilidade com que o teste é
realizado, sem necessitar de pessoal qualificado para coletar ou interpretar o
resultado. Geralmente, sdo qualitativos, porém podem ser acoplados a uma
tecnologia de leitura para a quantificacdo do alvo. Estes testes utilizam uma

membrana de nitrocelulose, que ¢é percorrida pela amostra do individuo. Na linha
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de teste, estdo os reagentes que se ligam especificamente ao alvo e, caso o teste
dé positivo, uma linha colorida se formara®®°. Para hanseniase, no entanto, seu
uso é limitado devido ao baixo titulo de anticorpos em pacientes PB, o que
aumenta a taxa de falsos-negativos em testes soroldgicos. Deste modo, o
desenvolvimento de LFA visa principalmente identificar os casos MB#6:47:66,
Uma vez que existe um tratamento eficiente, o0 maior desafio para o
controle da doenca € o diagndstico precoce, identificando a bactéria antes que 0s
sintomas se manifestem. Entretanto, ndo existem ainda em analises de rotina
métodos acessiveis, rapidos e pouco invasivos que consigam detectar com alta
acuracia a presenca da M. leprae em pacientes PB e em contatos de casos
confirmados, evitando assim a contaminagdo de outras pessoas e aumentando as
chances de cura sem sequelas. Neste contexto, o desenvolvimento de novos testes

sorologicos pode revolucionar o cenario atual da doenca.

1.3 — Imunoensaios e imunossensores

Os imunoensaios sdo métodos de analise baseados na interacéo entre
anticorpo e antigeno. Anticorpos sdo proteinas produzidas pelos linfocitos B para
neutralizar a acdo de uma ameaca detectada no organismo — o antigeno. Qualquer
especie ou composto que desencadeie uma reacdo do sistema imune pode ser
considerada um antigeno, de substancias (toxinas, alérgenos) a patégenos (virus,
protozoarios, bactérias, fungos)®7-°°.

Os anticorpos ou imunoglobulinas (Ig) sdo estruturados por duas
cadeias leves (~23 kDa) e duas cadeias pesadas (~50 kDa) de polipeptideos,
ligadas entre si por pontes dissulfeto (FIGURA 1.5). Cada anticorpo é constituido
de uma regido constante e uma regido variavel. A regido constante é similar para
todos os anticorpos da mesma classe. Os humanos apresentam cinco classes de
anticorpos (IgM, 1gG, IgA, IgD e IgE), cada qual com uma funcéo e janela de
deteccdo’®’t. As classes mais utilizadas em imunoensaios sdo os IgM para

detectar infecgcOes recentes e os 1gG para identificar infec¢cdes mais antigas. Em
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especial, os IgG sdo os anticorpos mais abundantes (75%) e meia-vida mais longa
(~ 23 dias) no soro. Também chamado de anticorpo de memodria, ele continua
sendo sintetizado pelo organismo mesmo anos apés a infeccdo sistémica, sendo
uma ferramenta valiosa contra reinfec¢des’?’3. Por sua vez, a regido variavel de
um anticorpo é designada para a ligacgdo com o antigeno, podendo ligar-se
especificamente a duas moléculas por vez. Desta forma, esta regido varia de alvo

para alvo, garantindo a especificidade da ligacdo®’:,

— Regido variivel

—Regiao constante

Cadeia pesada

— —_—

FIGURA 1.5 - Estrutura de um anticorpo. Em azul as cadeias leves e em verde as cadeias
pesadas, ligadas por pontes dissulfeto (-S-S-).

Fonte: Adaptado de Kellie e Al-Mansour.

Tambem baseados na formacédo de um complexo imune (FIGURA
1.6), os imunossensores sdo um tipo de biossensor formado essencialmente por
um componente biologico (biorreceptor) que garante a especificidade da resposta
e uma plataforma transdutora, responsavel por converter a reacdo de

bioreconhecimento entre biorreceptor e analito em um sinal elétrico’™ ',
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FIGURA 1.6 - Formacao do complexo imune.

Fonte: Adaptado de Almeida et. al”’.

Frente aos demais métodos, 0 uso de imunoensaios e imunossensores
apresenta alta especificidade e sensibilidade, possibilidade de miniaturizacéo e
obtencéo de resultados rapidos, 0 que os torna potencialmente mais acessiveis e
com alta frequéncia analitica. Além disso, podem fornecer dados qualitativos ou
quantitativos, de acordo com o objetivo para o qual foi desenvolvido. Eles vém
sendo desenvolvidos visando aplicagbes em diferentes frentes, como
monitoramento ambiental’®’®, controle de qualidade de alimentos®8 g,
especialmente, em analises clinicas®?83,

O biorreceptor € responsavel pela especificidade da deteccéo e, por
isso, deve ser escolhido com cautela. Para diagnosticos, € comum 0 uso de
imunoensaios para monitorar uma substancia relacionada a doenca que se quer
identificar. Essas substancias sdo biomarcadores, moléculas cuja atividade €
diretamente ligada a processos biologicos, de modo que sua concentracéo varia
quando o organismo apresenta alguma reacdo anormal. Deste modo, qualquer
proteina relacionada a um processo bioldgico cuja concentragdo possa ser
monitorada é passivel de ser aplicada como um biomarcador®,

A estratégia de deteccdo dos imunoensaios pode variar conforme as
particularidades da anélise —tipo de amostra, alvo escolhido, objetivo da deteccao.
Com relagéo a escolha do alvo e do biorreceptor, ha dispositivos que utilizam

anticorpos como componentes para detectar um antigeno especifico®®’. Estes séo
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comumente utilizados para identificar a fase aguda de uma infec¢éo, podendo
fornecer dados acerca da origem e intensidade da doenca. Por exemplo, ha
proteinas que podem ser monitoradas para identificar se uma determinada
condicéo é causada por um virus ou uma bactéria8#°,

H& também sistemas cujo objetivo é detectar anticorpos, utilizando
para isso um antigeno®!, Estes sdo chamados de métodos soroldgicos. Usar um
anticorpo como biomarcador pode ser uma ferramenta valiosa para monitorar a
resposta imune causada por uma infec¢do ou por uma vacina, avaliando quanto
tempo os anticorpos produzidos permanecem ativos no organismo®. Assim, é
possivel estimar se a doencga pode ser contraida novamente, se a vacina é eficaz e
em quanto tempo deve ser reforcada. Além disso, a deteccdo de anticorpos é
valiosa quando se trata de uma doenga com longo tempo de incubacédo ou cujos
demais biomarcadores proteicos apresentam concentracdo abaixo do detectavel.
Os meétodos soroldgicos podem ser realizados em amostras de sangue, plasma ou
soro. Destes, 0 soro € 0 mais comum por conter praticamente as mesmas proteinas
encontradas no sangue total, com excecdo aguelas envolvidas na coagulacéo.
Ademais, embora o plasma apresente maior quantidade de proteinas diferentes, as
proteinas presentes no soro sao mais estaveis, de modo que as amostras podem
ser armazenadas por tempo maior sem que a deteccéo seja prejudicada®.

O mecanismo de deteccdo também pode variar, sendo 0s mais
comuns a deteccdo direta e a indireta. Os ensaios diretos utilizam o analito
marcado para reconhecimento pelo biorreceptor e posterior monitoramento.
Embora seja uma estratégia simples, ha pouca amplificacdo do sinal analitico e,
consequentemente, menor sensibilidade. Além disso, a escolha do marcador é
limitada. Os ensaios indiretos usam um segundo anticorpo marcado que
reconhece o analito, cujo marcador gera a resposta. Utilizando esta estratégia, €
possivel desenvolver métodos mais sensiveis quando comparados com 0s
métodos de deteccdo direta. Atualmente, ha uma ampla variedade de anticorpos

marcados disponiveis no mercado capazes de amplificar o sinal analitico, o que
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torna estes sistemas mais versateis sem a necessidade de uma etapa adicional de
marcacao®?’,

Ensaios indiretos sdo particularmente utilizados em métodos de
deteccdo eletroquimica, uma vez que anticorpos e antigenos em geral ndo sdo
eletroativos. Neste caso, os marcadores escolhidos devem estar envolvidos em um
processo de reducdo ou oxidagdo em um determinado potencial — assim, pode-se
detectar eletroquimicamente a atividade do préprio marcador (ex.: nanoparticulas
metalicas) ou de um substrato (ex.: enzimas). Além disso, o marcador deve ser
estavel frente aos demais componentes da matriz, nao ligando-se ou reagindo com
possiveis interferentes®. Os marcadores mais comuns sdo as enzimas devido a
sua capacidade catalisadora que amplifica o sinal analitico, tornando o método
mais sensivel. Assim como todos os marcadores, € necessario que a enzima
escolhida tenha alta seletividade ao substrato e que este seja estavel em tampéo,
de modo a n&o sofrer interferéncias da amostra ou do pH%1%,

Imunoensaios e imunossensores apresentam alta sensibilidade e
facilidade de manipulagdo de amostras, sendo ideais para determinacdo de
doencas precocemente. Neste sentido, pode-se encontrar na literatura trabalhos

acerca do desenvolvimento de imunoensaios no diagnostico de hanseniase.

1.3.1 — Imunoensaios para diagnostico de hanseniase

Imunoensaios vém sendo desenvolvidos para o diagnéstico de
hanseniase, buscando sistemas sensiveis e capazes de identificar a doenca
preliminarmente. O alvo mais comum é PGL-I e seus anticorpos (anti-PGL-1)1%-
103 especialmente IgM®. A exemplo, Spencer et. al*®* avaliaram a eficiéncia de
antigenos da M. leprae, dentre eles 0 PGL-I. Este antigeno mostrou-se altamente
sensivel para pacientes MB, porém apresentou uma taxa de identificacdo de 20 —
40% para casos de hanseniase tuberculdide e borderline (casos no limite entre PB

e MB). Ademais, os autores avaliaram que contatos domiciliares de casos
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confirmados que apresentaram resultados de anti-PGL-I positivos tém cerca de
seis vezes mais chance de desenvolver a doenca.

Assim, embora seja eficiente em detectar casos MB, testes de PGL-I
ndo apresentam alta sensibilidade aos pacientes PB. Ademais, € comum que
individuos saudaveis de zonas endémicas apresentem anticorpos anti-PGL-I,
levando a uma alta taxa de resultados falsos-positivos. Individuos com
tuberculose, doenca causada pela Mycobacterium tuberculosis, também podem
ser uma fonte de falsos diagndsticos devido a elevada taxa de reacdo cruzada e
similaridade entre as bactérias!®*. Neste sentido, o uso de proteinas recombinantes
e peptideos sintéticos como antigenos pode ser uma alternativa especifica e
sensivel para deteccdo de anticorpos anti-M. leprae, capaz de tornar os testes
soroldgicos mais eficientes®,

Além dos biomarcadores convencionais, vém-se realizando estudos
acerca de alvos sintéticos, como peptideos e proteinas recombinantes. Neste
sentido, é possivel obter resultados promissores, minimizando reac6es cruzadas
com outras micobactérias e aumentando significativamente a sensibilidade do

método de diagndstico.

1.4 — Peptideos sintéticos

Os peptideos sdo moléculas organicas formadas por dois ou mais
aminoacidos, com peso molecular abaixo de 6000 Da. A ligacdo entre os
aminoécidos é chamada de ligacdo peptidica, sendo uma ligacdo covalente
estabelecida entre a carboxila de um aminoacido e a amina de outro. Quando o
peptideo é formado por mais de 50 aminoacidos e apresenta peso molecular alto
(> 6000 Da), recebe o nome de proteinal?107,

Devido a facilidade de producdo por metodos quimicos, os peptideos
sintéticos vém sendo utilizados para diversos objetivos, como a identificacdo e
quantificacdo de peptideos biologicamente ativos, estudo da relacdo entre
estrutura e atividade bioldgica, para fins terapéuticos e de imunologia e no
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desenvolvimento e aprimoramento de métodos analiticos. Além disso, quando
comparado com o uso de proteinas totais, os peptideos sdo mais versateis
quimicamente, podendo realizar reacdes organicas que ndo seriam possiveis com
moléculas maiores®-110,

Para o desenvolvimento de imunoensaios, em geral, os peptideos
mimetizam regides especificas dos epitopos de proteinas antigénicas, garantindo
a minimizacao de reacdes inespecificas. Assim, seu uso aprimora a sensibilidade
e especificidade destes sistemas, 0 que leva a maior eficiéncia e menor custo final
do ensaio!!. O uso de peptideos sintéticos é particularmente interessante quando
a proteina antigénica de interesse é de dificil aquisicao e producdo, como é o caso
da M. leprae, que nédo pode ser cultivada in vitro devido ao seu longo tempo de
incubacéo. Considerando que a especificidade de uma ligacéo antigeno-anticorpo
se deve a conformacdo dos peptideos que formam seu epitopo, identificar um
fragmento deste epitopo e aplica-lo como antigeno pode tornar o ensaio mais
simples, barato e sensivel frente ao uso da proteinal®®'2, Assim, pode-se utilizar
como antigeno peptideos sintéticos derivados das sequéncias de aminoacidos das
proteinas da M. leprae para detectar anticorpos especificos™311%,

Neste contexto, o trabalho apresentado utilizou duas sequéncias
peptidicas: uma obtida da proteina 85B, presente no epitopo da M. leprae, e uma

sequéncia obtida da proteina recombinante ML0405.

1.4.1 — Antigeno 85B (Ag85B)

O antigeno 85 é um complexo formado pelas proteinas 85A, 85B e
85C, presente exclusivamente em todas as micobactérias. Estas proteinas sdo
essenciais no processo de biossintese da parede celular e sdo diretamente
relacionadas com a patogenicidade das micobactérias!'®1®, Na M. leprae, a
proteina 85B é a mais abundante do complexo 85. Deste modo, apresenta grande
potencial para mapeamento e identificacdo de epitopos que podem ser utilizados

para fins de diagnéstico!%12°,
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A exemplo, Alban et al.’®12! ytilizaram uma biblioteca phage
display para isolar possiveis peptideo-alvo derivados da proteina 85B, avaliando
a resposta celular induzida pelas sequéncias encontradas. Foram obtidas trés
sequéncias reativas e capazes de diferenciar pacientes com hanseniase e
individuos saudaveis. Estas sequéncias peptidicas foram aplicadas na detec¢édo
soroldgica da M. leprae em pacientes hansenianos, contatos intradomiciliares,
pacientes com tuberculose e individuos saudaveis de zonas endémicas. Destes,
foram identificados 73,9% dos casos MB, indicando que os peptideos obtidos tém
potencial de aplicacdo para diagnostico.

Utilizando uma das sequéncias peptidicas que apresentou melhor
resposta neste trabalho, de Santana et al.}?? desenvolveram um imunoensaio para
deteccédo de M. leprae. Com a microbalanca de cristal de quartzo (QCM, do inglés
Quartz Crystal Microbalance), esse sistema foi capaz de detectar anticorpos
especificos em pacientes MB e PB de diferentes regides brasileiras, indicando a
sensibilidade e especificidade do diagnostico. Além disso, foi capaz de distingui-
los de maneira eficaz dos infectados com tuberculose e vacinados com BCG,

indicando que ndo houve reacéo cruzada entre a M. leprae e a M. tuberculosis.

1.4.2 — Antigeno ML0405

A MLO0405 é uma proteina recombinante homologa a proteina
Rv3616¢c da M. tuberculosis e ndo apresenta funcdo conhecida. Devido a sua
capacidade de reconhecimento por anticorpos anti-M. leprae, pode ser utilizada
como biomarcador para hanseniase. Estudos indicam que, além do diagnostico, o
uso da ML0405 pode ser realizado para acompanhamento do tratamento, uma vez
que pode-se observar queda no titulo de anticorpos conforme o tempo decorrido
do inicio da medicagdo!?®.

Juntamente com a proteina ML2331, também biomarcador de
hanseniase, a ML0405 foi avaliada em soros de individuos controle, pacientes PB,

MB e contatos intradomiciliares!?#1?°, Os resultados apontam boa resposta para
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identificar pacientes MB (87% dos pacientes identificados) e PB (69% dos
pacientes identificados) nas amostras provenientes do Brasil. Além disso, ndo foi
observada reatividade no soro dos contatos, o que possibilita 0 uso de ambas as
proteinas para diagndstico de casos MB mesmo em zonas endémicas.

Embora, em geral, o uso de peptideos sintéticos apresente maior
especificidade e alta eficiéncia em detectar individuos MB, ainda ha uma caréncia
de plataformas de deteccdo sensiveis a casos PB. Além disso, busca-se o
desenvolvimento de métodos que sejam de baixo custo e que permitam a sua
aplicacdo até mesmo em regifes mais remotas, que S0 as que mais necessitam de
acompanhamento. Neste sentido, 0 uso de nano e microparticulas em
imunoensaios pode facilitar a aplicacdo do método em analises de rotina, tornando
possivel que o proprio profissional de salde realize 0 exame de maneira simples

e confiavel.

1.5 — Particulas magnéticas em imunoensaios

Métodos para deteccdo de biomoléculas baseados em particulas
magnéticas (PMs) vém sendo utilizados especialmente no desenvolvimento de
ensaios voltados para o diagnéstico clinico'?®2’. A maioria das PMs utilizadas
em imunoensaios sdo de oxido de ferro, como magnetita (FesO4) ou maghemita
(y-Fe,03)!%8. Além disso, podem ser obtidas comercialmente em diferentes
tamanhos e com diversos grupos funcionais em sua superficie, como aminas,
carboxilas ou hidroxilas'%.

O uso de PMs em imunoensaios (chamados assim de magneto-
imunoensaios) apresenta inimeras vantagens, especialmente devido a sua ampla
area superficial, que possibilita um grande nimero de biomoléculas imobilizada
para captura do alvo. Isso aumenta a sensibilidade destes sistemas frente a
imunoensaios convencionais, levando também a um consumo menor de

reagentes®°,
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Além disso, as PMs facilitam o processo de lavagem entre as etapas
de conjugacdo devido as suas propriedades magnéticas. Com a aplicacdo de
campos magnéticos externos (iméas), € possivel separar eficientemente as PMs e
0S compostos nela ancorados dos que estdo presentes em excesso, eliminando-os.
Esse processo é amplamente utilizado em trabalhos com matrizes biologicas reais,
viabilizando a separacdo do alvo especifico dos demais componentes da
amostral?612%131 A separacdo magnética também pode garantir a pré-
concentracgdo do analito, uma vez que 0 ensaio pode ser suspenso em um volume
menor, garantindo assim amplificacdo do sinal analitico.

Recentemente, um magneto-ensaio para o diagnostico de COVID-19
em saliva foi desenvolvido utilizando PMs®. Este trabalho fez uso de um
peptideo mimético da enzima conversora da angiotensina 2 (ACE-2) ancorado as
PMs para captura da proteina spike (S) presente no virus SARS-CoV-2.
Posteriormente, foi realizada a deteccdo eletroquimica com nanoparticulas de
ouro (AuNPs) para aquisicdo do sinal analitico. O sistema apresentou alta
sensibilidade de deteccéo e especificidade de captura do alvo, sendo eficiente em
diferenciar os individuos saudaveis dos positivos para COVID-19, sem aplicar
pré-tratamentos de amostra para extracéo e separacao dos interferentes.

Pode-se, também, destacar a deteccdo da proteina de filtrado de
cultura 10 (CFP10) e da proteina alvo antigénica secretora precoce 6 (ESAT6),
ambos biomarcadores de tuberculose!33. Este magneto-imunoensaio utilizou PMs
revestidas com ouro e anticorpos ancorados para a captura do alvo em amostras
de escarro. A sensibilidade e a especificidade alcancadas pelo sistema foi proxima
de 100%, indicando sua eficiéncia.

Ademais, ao aliarmos PMs com métodos de deteccdo sensiveis,
simples e de baixo custo — como os eletroquimicos —, é possivel realizar a analise
com elevada frequéncia analitica. Isso pode significar a aplicacdo do método de
diagnostico em regides distantes dos centros urbanos, tornando-o mais acessivel

a populacédo em geral.
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1.6 — Dispositivos eletroquimicos descartaveis para analises clinicas

Os métodos de analise que utilizam as propriedades dielétricas na
interface eletrodo/eletrdlito para monitoramento de um analito podem ser
chamados de eletroquimicos. Biossensores e bioensaios podem utilizar-se de
plataformas eletroguimicas para a deteccdo da espécie de interesse, como por
exemplo o sensor amperomeétrico de glicose, disponivel no mercado desde 1962
até os dias de hoje. Este dispositivo utiliza a enzima glicose oxidase para
monitorar o peroxido de hidrogénio gerado como produto da reacdo de oxidacao
da glicose’6134135,

Frente aos métodos convencionais utilizados em anélises de rotina,
0s que empregam dispositivos eletroquimicos apresentam vantagens como baixo
custo de instrumentacéo, rapidez na obtencéo dos resultados e nenhum ou minimo
preparo de amostra. Alem disso, a alta sensibilidade alcancada por sensores
eletroquimicos se destaca, possibilitando a aplicacdo em andlises qualitativas ou
quantitativas com baixos limites de deteccao.

Biossensores eletroquimicos podem ser construidos utilizando
diversos materiais, tornando os metodos flexiveis para diferentes aplicacdes e
matrizes*®1%8, Eletrodos como o de carbono vitreo!3%1%° e o de ouro'*1%? séo
amplamente utilizados como base para a construcao destes sensores devido a sua
facilidade de funcionalizacédo, robustez e ampla janela de potencial. Entretanto,
pensando na aplicacdo para diagnosticos clinicos, eletrodos descartaveis sdo mais
interessantes por ndo necessitarem de um processo de renovacao de superficie
eletrédica, o que diminui o tempo de construcdo do biossensor e seu custo,
consequentemente aumentando sua frequéncia analitica®. Além disso,
dispositivos descartaveis podem ser adaptados para point-of-care testing (POCT),
ou seja, para que fornecam um diagndstico rapido no proprio local de

atendimento.
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1.6.1 — Eletrodos serigrafados

Atualmente, ha vérias técnicas descritas na literatura para a
construgdo de eletrodos totalmente descartaveis®® 143146 Pode-se destacar a
técnica de serigrafia, que consiste em formar um filme de tinta condutora sobre a
superficie de um substrato (geralmente polimero, ceramica, tecido ou papel).
Deste modo, a técnica necessita apenas da tinta, do material a ser usado como
substrato, do molde com o layout do eletrodo, um rodo para a aplicacédo da tinta e
um forno para cura'¥’. Atualmente, existem eletrodos serigrafados (SPEs, do
inglés screen-printed electrodes) comerciais!*®14, Entretanto, o baixo custo e
simplicidade do processo de producdo em massa possibilitam a fabricacéo destes
dispositivos em laboratério.

Como exemplo do uso da serigrafia na construcdo de SPEs, Afonso
et al.’*° desenvolveram um método de fabricagdo utilizando tinta condutora de
carbono e folhas de poliéster como substrato. Essas folhas sdo da classe dos
termoplasticos, de modo que podem ser moldadas em altas temperaturas sem
alterar suas propriedades quimicas®®®, Deste modo, sdo facilmente
transformadas em outros produtos, sendo reciclaveis e consequentemente menos
prejudiciais a0 meio ambiente. Os autores utilizaram uma impressora de corte
eletrbnica para formar uma mascara negativa em vinil adesivo. O uso deste
equipamento permitiu que o processo de serigrafia fosse realizado manualmente,
sem a necessidade de uma maquina especifica que utiliza méascaras de chapa fina
de aco com o desenho do eletrodo!>****, Segundo os autores, o custo de um
dispositivo para 8 analises simultaneas construido por este método € de cerca de
US$ 0,20, tornando-o0 mais barato do que os comerciais disponiveis.

A serigrafia € uma técnica simples e barata para producdo em larga
escala, que possibilita a construcdo de dispositivos em diferentes layouts e
superficies. Deste modo, pode-se produzir células eletroquimicas inteiras em
tamanho miniaturizado, levando a um consumo de amostras e reagentes menor do

que células convencionais®*1*-1%7 Os SPEs comecaram a ser produzidos na
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década de 1990 e desde entdo vem sendo utilizados no desenvolvimento de
biossensores descartaveis. Em especial, a facilidade de modificacao da superficie
eletrédica é um dos principais atrativos dos SPEs. Assim, é possivel o uso de
nanoparticulas metalicas ou magnéticas, nanomateriais carbonaceos e polimeros
condutores para melhorar a sensibilidade e a estabilidade do sensor. Isso
proporciona uma larga variedade de estratégias que podem ser utilizadas para a
construcdo do biossensor e a deteccdo da biomolécula de interessg!4158.159,

Utilizando o mesmo processo de producdo de Afonso et al.’*,
ensaios para diversas doengas™®1%%-162 gplicaram eletrodos serigrafados como
plataformas de deteccdo. A maioria destes trabalhos utiliza arranjos com até 8
celulas eletroquimicas, possibilitando a realizacdo de 8 analises simultaneas.
Nestes sistemas, 0 consumo de reagentes e amostras tende a ser pequeno, 0 que €
uma vantagem visando futuramente aplica-los em analises de rotina. Em vista
disso, busca-se cada vez mais miniaturizar estes sensores, tornando-os 0 mais
barato e acessivel possivel, podendo ser facilmente convertidos para dispositivos
POCT.

A FIGURA 1.7 apresenta diferentes layouts de dispositivos
descartaveis produzidos pelo método de serigrafia proposto por Afonso et al.*>°

em nosso grupo de pesquisa.
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FIGURA 1.7 - Eletrodos serigrafados de diferentes layouts.

Fonte: A autora.

Além disso, pensando em posteriormente converter o sistema de
deteccdo em um POCT, é necessario que 0 dispositivo seja Seguro € 0 processo
seja 0 mais automatico possivel. Neste sentido, sistemas microfluidicos podem
ser utilizados, apresentando consumo baixo de reagentes e amostras, bem como

semi-automatizacdo da deteccgéo.

1.7 — Sistema microfluidico

Um sistema microfluidico se refere a uma tecnologia que trabalha
com transporte de fluidos em canais de dimensbes micrométricas, devendo ao
menos uma delas ser menor que 1 mm. Além disso, o volume interno maximo que
0 canal deve comportar ¢ de 100 pL para enquadrar-se na definicdo da
microfluidical®®'®, Deste modo, a principal vantagem dos sistemas
microfluidicos € a possibilidade de realizar analises com volume de micro ou
nanolitros de reagentes e amostras, 0 que diminui seu custo e gera poucos

residuost®,
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Voltado para anélises clinicas, o uso de dispositivos microfluidicos
descartaveis compostos por SPEs apresentam simplicidade de fabricacdo e
manuseio. Os sensores eletroquimicos ndo apresentam diminuicdo de
sensibilidade significativa quando fabricados em tamanhos menores, tornando-os
ideais para aplicacdo na microfluidical®. Além disso, a entrega dos fluidos a
plataforma de detec¢do de maneira automatica € capaz de tornar o sistema portatil
e mais preciso, minimizando o manuseio dos insumos. Deste modo, ha menor
contato do analista com a amostra e os reagentes envolvidos no processo de
deteccdo, o que diminui também o treinamento necessario para que o teste seja
realizado e o risco de contaminagao®167,

A exemplo, recentemente Ortega et al.!®® desenvolveram um
imunossensor microfluidico para deteccdo do antigeno prostatico especifico
(PSA). O dispositivo microfluidico foi construido utilizando o polimero dimetil
polissiloxano (PDMS) e a deteccdo do biomarcador foi realizada utilizando um
smartphone. Além disso, a captura do PSA foi realizada ancorando o anticorpo
anti-PSA em particulas magnéticas. Deste modo, o sensor desenvolvido
apresentou alta sensibilidade, especificidade e portabilidade, sendo

potencialmente aplicavel como POCT.
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2 - JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS
2.1 — Justificativa

A hanseniase ¢ uma doenca infecciosa que atinge especialmente
pessoas em situacdo de vulnerabilidade social. E considerada um problema de
salide pablica, cujo Brasil é o segundo pais no mundo em maior nimero de novos
casos anuais. Neste contexto, é imprescindivel o desenvolvimento de
metodologias sensiveis para diagnostico precoce da doenca, uma vez que a
identificacdo rapida ird permitir a quebra na cadeia de transmissdo, impedindo o
surgimento de novos casos. Além disso, um diagnostico precoce diminui as
chances de o individuo apresentar sequelas incapacitantes. Ressalta-se que, até o
momento, ndo existe um procedimento ideal, capaz de detectar a presenca da M.
leprae antes do aparecimento dos sintomas com elevada especificidade. Portanto,
faz-se necessario o desenvolvimento de ensaios e dispositivos sensiveis, estaveis
e precisos, que possam ser aplicados facilmente em analises de rotina com elevada
frequéncia analitica. Ademais, busca-se ensaios de baixo custo e com tempo total
de andlise reduzido, visando atender principalmente o publico mais afetado pela

doenca.

2.2 — Objetivo Geral

O objetivo desta tese foi desenvolver magneto-imunoensaios
baseados em peptideos sintéticos imunodominantes de proteinas da M. leprae
para captura dos anticorpos anti-M. leprae, utilizando um dispositivo
microfluidico descartavel com deteccdo eletroquimica, visando o diagnostico

soroldgico de hanseniase.
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2.3 — Objetivos Especificos

o Avaliar a reatividade dos peptideos imunodominantes,
previamente caracterizados por mapeamento de epitopos (Limq - UFPR), frente a
anticorpos anti-M. leprae;

o Construir  dispositivos microfluidicos serigrafados
descartaveis e avaliar sua robustez e estabilidade;

o Desenvolver magneto-imunoensaios utilizando os peptideos
sintéticos para deteccdo de anticorpos anti-M. leprae;

o Investigar as melhores condigdes dos imunoensaios visando
melhor diferenciacdo entre amostras positivas e negativas para hanseniase;

o Estimar a precisdo dos imunoensaios por meio do calculo do
desvio padréo relativo (DPR (%))

o Verificar a capacidade dos peptideos em distinguir a

reatividade de soros de individuos saudaveis, PB e MB.
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3 - AVALIACAO DOS SPCES E DA REATIVIDADE DOS
PEPTIDEOQOS SINTETICOS

3.1 — Procedimento experimental
3.1.1 — Reagentes e solucdes

Os reagentes 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), n-
hidroxisuccinimida (NHS, > 99%), acido ferroceno monocarboxilico (FMA,
98%), peroxido de hidrogénio (H.0,, 30% %(m/v)), 4&cido 11-
mercaptoundecandico (MUA, 95%), 6-mercapto-1-hexanol (MHO, 97%), e
ctanolamina (> 99) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA).
Dimetilsulfoxido (DMSO, 99,9%), acido sulfarico (H,SO4, 98%) e acido
cloridrico (HCI, 37%) foram obtidos da Synth. Fosfato de potassio monobasico
(KH2PO,), fosfato de sdédio dibasico (Na;HPOQO,), cloreto de potassio (KCI),
cloreto de sodio (NaCl) e hidroxido de sédio (NaOH) foram obtidos da Merck
(Darmstadt, Alemanha).

Na etapa de serigrafia dos eletrodos, foi utilizada tinta de carbono
(Gwent-C2160602D2) e tinta de prata/cloreto de prata (GwentC2051014P10),
ambas obtidas da Gwent Electronic Materials Ltd (Pontypool, UK).

A solucdo de FMA foi preparada em KCI 0,5 mol Lt em pH 8,0. PBS
10 mmol L* foi preparado em éagua ultrapura Milli-Q® (Millipore, Bedford,
EUA) com NaCl 137 mmol L*, Na,HPO4 10 mmol L, KH,PO,4 1,8 mmol L? e
KCI 2,7 mmol L?. O pH foi ajustado utilizando NaOH e HCI, ambos na
concentracéo de 0,1 mol L.

Etanolamina 1,0 mol L™ foi preparada em agua ultrapura, tendo seu
pH ajustado com NaOH 0,1 mol L™ para 8,0. Também em é&gua ultrapura, foram
preparadas solucdes de EDC (200 mmol L*) imediatamente antes do uso, bem

como a solucdo de NHS (50 mmol L?).
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3.1.2 — Instrumentacao e materiais

As folhas de poliéster e o vinil adesivo foram obtidos no comércio
local de S&o Carlos/SP.

A construgdo dos SPCEs utilizou uma impressora de recorte
doméstica Sillhouette Cameo (Silhouette, Brasil) e uma prensa térmica (F1
Suprimentos, Brasil). As medidas eletroquimicas foram realizadas em um
multipotenciostato DropSens modelo ustat8000 (Metrohm, Espanha), acoplado a
um computador pessoal.

Utilizou-se um pHmetro Digimed DM20 (Digimed, Brasil) para
afericéo de pH.

Para avaliar a eficiéncia da ligacao peptideo-anti-M. leprae, utilizou-
se uma microbalanca de cristal de quartzo (QCM, do inglés quartzo crystal
microbalance) QCM200 (Suécia), acoplada a bomba de seringa (New Era
Pumping System NE-1000, EUA). Um cristal de quartzo O100RX3 Ti/Au (Q-
SENSE, Suécia) com 16 mm de didametro e com um filme de ouro polido de 100
nm de espessura foi utilizado para as anéalises. A frequéncia fundamental de
oscilacdo deste cristal € de 5 MHz com um fator linear de sensibilidade (Cs) igual
a 17,7 Hz ng? cm2. A célula microfluidica utilizada nas analises de QCM foi
fabricada em uma impressora 3D (Ender-3 Pro; CREALITY 3D®).

3.1.3 — Peptideos sintéticos

Os peptideos sintéticos avaliados sdo mimoétopos mapeados de
proteinas do epitopo da M. leprae, de modo a assegurar a seletividade da formacéo
do imunocomplexo. Ambos foram avaliados preliminarmente pelo método de
spot-synthesis pelo Laboratorio de Imunoquimica (Limq) da Universidade
Federal do Parana (UFPR), sob coordenacdo da Professora Dra. Juliana Ferreira
de Moura. Ambas as sequéncias sdo provenientes da Aminotech (Campinas, BR).

A primeira sequéncia (APDDPAWQONIFNLRR; patente
BR1020150047800, codigo 19084, 95% de pureza) foi previamente descrita nos
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trabalhos de Alban et al. (2013) e de Santana et al. (2018) e é derivada de uma
parte da sequéncia de aminoacidos da proteina 85B. Como €é proveniente de uma
proteina altamente imunogénica, € um epitopo conformacional (composto por
dobramento da proteina, deve manter a conformacgédo original). Os epitopos
conformacionais sdo gerados mais abundantemente que os epitopos lineares, de
modo que a maioria dos anticorpos é capaz de reconhece-los*®®. Este peptideo foi
aliquotado em agua ultrapura e mantido a -20°C até o uso, quando foi diluido em
PBS pH 7,4 a concentracgdo desejada.

A segunda sequéncia (SGLSQVTGLFGVPGL,; codigo 19085, 95%
de pureza) era inedita na literatura até o desenvolvimento deste trabalho, sendo
derivada da proteina ML 0405 (epitopo linear). Em geral, epitopos lineares tendem
a apresentar residuos que sdo funcionais a ligagcdo com o anticorpo. Embora os
epitopos lineares sejam menos antigénicos, eles apresentam alta estabilidade, uma
vez que a desnaturacéo de sua estrutura néo interfere na funcéo de epitopo*®®. Este
peptideo foi aliqguotado em 10% DMSO e mantido a -20°C até o uso, quando foi
diluido em tampao fosfato salino (PBS) pH 7,4.

Além destas sequéncias, foi utilizado um peptideo ndo reativo para
hanseniase como controle negativo de reatividade. Este peptideo
(24QAKTFLDKFNHEAEDLFYQ4C)®*? ¢é derivado da proteina ACE2,
amplamente estudada como alvo antigénico para deteccdo da proteina Spike do
SARS-CoV-2. O peptideo 2sQAKTFLDKFNHEAEDLFYQ4,C foi aliquotado em
8% de DMSO e mantido a -20 °C até o uso, quando foi diluido em PBS pH 7,4.

3.1.4 — Amostras de soro

A reatividade dos peptideos foi avaliada utilizando duas amostras:
(1) amostra de soro de individuo controle (provenientes do Parand) e (2) amostra
de individuo MB (provenientes do Mato Grosso).

Para a obtencdo do soro, as amostras de sangue foram coletadas e

centrifugadas por 10 minutos a 1000 x g em temperatura ambiente. Em seguida,
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0 soro foi armazenado a -20 °C até o uso. Todos os experimentos foram
conduzidos de acordo com a Declaracdo dos Principios de Helsinque e aprovado
por comité de etico em (n° 1080.005.11.02, CEP/SD).

3.1.5 — Eletrodos serigrafados impressos de carbono (SPCE)

A célula eletroquimica utilizada para a deteccdo dos anticorpos anti-
M. leprae era composta por um arranjo de oito eletrodos de trabalho, um eletrodo
de referéncia e um contra-eletrodo, todos serigrafados com auxilio de uma
impressora de corte eletronica doméstica e o software Silhouette Studio para a
construcdo das mascaras. Os eletrodos foram preparados conforme descrito por
Afonso et al. (2016) e cada etapa esta representada na FIGURA 3.1. Inicialmente,
0 desenho do molde foi recortado em uma folha de vinil adesivo (FIGURA 3.1A).
Com o auxilio de uma pinca, as partes recortadas nao desejadas foram removidas,
formando uma maéscara negativa (FIGURA 3.1B). Apds, foi aplicada tinta
condutora de carbono sobre a folha, de modo a recobrir o poliéster. A cura da tinta
foi realizada em estufa, a 90 °C por 30 minutos (FIGURA 3.1C) e foram mantidos
durante 30 minutos em estufa, a 90 °C para secagem. Os eletrodos de referéncia
foram submetidos a pintura com a tinta de Ag/AgCl, aplicada com um pincel,
seguida de cura a 60 °C por 30 minutos (FIGURA 3.1D). Por fim, o vinil adesivo
foi removido dos arranjos (FIGURA 3.1E).
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FIGURA 3.1 - Fabricagdo dos arranjos de eletrodos de trabalho, referéncia e contra-eletrodo.

Fonte: A autora.

3.1.5.1 — Estudo da robustez dos SPCEs

A robustez dos eletrodos serigrafados foi avaliada por meio de um
planejamento experimental saturado de Plackett-Burman'”. Este tipo de
planejamento avalia os efeitos individualmente com varidncia minima,
considerando as interacGes entre as variaveis ndo significativas. Assim como nos
demais planejamentos saturados, é possivel avaliar até n — 1 fatores, sendo n o
numero de experimentos realizados. Entretanto, no caso do Plackett-Burman, o
mais correto é avaliar apenas n — 4 variaveis reais, de modo que possam ser
avaliadas também variaveis fantasma (também chamadas dummy). As variaveis

fantasma representam mudancas imagindarias no sistema e servem para estimar o
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erro dos efeitos principais, avaliando se alguma interacdo entre variaveis deve ser
considerada .

Deste modo, foram avaliadas 8 variaveis reais (Vn) e 3 variaveis
fantasmas (Fn), sendo realizados 12 experimentos. Para a avaliacdo das variaveis
reais, foram considerados dois niveis (um baixo e um alto) com pequena alteracao
frente a condicdo padréo utilizada no trabalho. Assim, foi possivel analisar se os
eletrodos sdo robustos frente a pequenas variagdes em seu processo de construcéo.
As variaveis reais estdo apresentadas na TABELA 3.1, bem como os valores reais

utilizados no estudo.

TABELA 3.1 - Variaveis reais avaliadas no estudo de robustez

Variavel Nivel baixo Condicéo Nivel alto
(-1) padréo (0) 1)
V1 Operador* Operador -1 - Operador 1
V2 N° de deméos 4 6 8
V3 Tempo de cura: tinta de carbono 28 min 30 min 32 min
V4  Temperatura de cura: tinta de carbono 85 °C 90 °C 95 °C
V5 Tempo de cura: tinta de Ag/AgCl 28 min 30 min 32 min
Temperatura de cura: tinta de 55°C 60 °C 65 °C
ve Ag/AgCl
V7 Temperatura da prensa térmica 115°C 120 °C 125 °C
V8 Tempo da prensa térmica 180s 200 s 220 s

* variavel qualitativa.

Fonte: A autora.

O intuito deste estudo foi avaliar o processo de serigrafia, que é
amplamente utilizado no grupo de pesquisa para construcdo de dispositivos de
diversos layouts. Assim, optou-se por utilizar uma célula eletroquimica
serigrafada simples (FIGURA 3.2), com diametro do eletrodo de trabalho de 3,0
mm, cujo processo de construgcdo é exatamente 0 mesmo que o utilizado na
construcdo das células eletroquimicas com 8 eletrodos de trabalho. Os resultados

foram avaliados em funcdo da oxidacdo do FMA, que é uma sonda redox
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estabelecida na literatura. Ele tem sido utilizado em sensores eletroquimicos
devido a alta eficiéncia, reversibilidade da reacdo redox, estabilidade e pouca
influéncia do pH do meio">1"3, Assim, utilizou-se a técnica de voltametria ciclica
em 20 pL de solugdo de FMA 1,0 mmol L, com uma velocidade de varredura
(v) de 100 mV st em um intervalo de potencial de (AE) 0,0a 0,7 V.

Com base nos resultados obtidos para cada experimento, foi
calculado um modelo de regresséo linear, utilizando o software livre Octave, na

versdo Guide user interface (GUI), com a rotina computacional “regression2”174,

Delimitador de
(A) t (B)

area superficial

I

Eletrodo
auxiliar

i

Eletrodo de Eletrodo de '
trabalho referéncia L -

FIGURA 3.2 - (A) Esquema da célula eletroquimica simples utilizado neste estudo, com seus
componentes. (B) Foto real da célula.

Fonte: A autora.

3.1.5.2 — Estudo da estabilidade dos SPCEs

Este estudo foi realizado visando estimar o tempo de prateleira

(tempo de vida util) das células eletroquimicas construidas por serigrafia. Deste
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modo, utilizou-se novamente uma célula eletroguimica simples e a técnica de
voltametria ciclica (v=100 mV s*; AE=0,0a0,7 V).

As medidas foram realizadas em 20 pL de solu¢éo de FMA 1,0 mmol
L1 e um lote de eletrodos (construidos no mesmo dia) foi avaliado continuamente
durante os primeiros 70 dias e ao longo de 23 semanas. Assim, para cada dia em
que as analises foram realizadas, 3 eletrodos foram utilizados, obtendo-se
triplicatas dos valores de corrente (l,) e potencial de pico (E,). Assim, observou-
se queda de I, e deslocamento de E, em fungédo do tempo decorrido para oxidagao
(Ipox, Epox) € para redugao (lpred, Epred), avaliando se houve degradagao das tintas
de carbono e de Ag/AgCl e consequente perda de atividade condutora.

Deste modo, os valores de I, foram avaliados por meio do calculo da
porcentagem de queda do sinal, obtida pela EQUACAO 3.1, sendo os valores de
I, 1 e 2 referentes aos dias comparados. Além disso, todos os valores de I, e E,
foram avaliados pelo desvio padrédo relativo (DPR(%)), de modo a comparar a
variabilidade dos dados com relacdo a média das respostas obtidas. O DPR foi
calculado pela EQUACAO 3.2, sendo DP o desvio padrio e X a média.

I,1 _
Queda(%) = 2= % 100 (EQUACAO 3.1)

1,2

DP _
DPR(%) = — * 100 (EQUACAO 3.2)

3.1.6 — Avaliacdo da reatividade dos peptideos

A especificidade da interacdo entre os peptideos e 0s anticorpos anti-
M. leprae foi avaliado por meio de QCM. Deste modo, a analise foi realizada com
adicdo em fluxo de amostras de soro. Foram avaliadas duas amostras: uma
hanseniana (MB) e uma saudavel, visando observar pela variacdo de frequéncia

se ha diferenca de massa na superficie do cristal.
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Antes do uso, o cristal foi limpo com solucao piranha (H,SO4:H,0;;
3:1) por 2 minutos. Em seguida, foi lavado com agua ultrapura em abundéancia e
seco em fluxo de Na.

Para a imobilizacdo dos peptideos especificos para hanseniase, foi
aplicado sobre o cristal 100 pL de uma solucdo etandlica contendo 11-
mercaptoundecandico (MUA) 1,0 x 10* mol L™ e 6-mercapto-1-hexanol (MHO)
1,0 x 103 mol L. O cristal foi mantido em cadmara Umida por 15 h a temperatura
ambiente e em seguida realizou-se lavagem com agua ultrapura e etanol. Os
grupos carboxila foram ativados utilizando EDC 200 mmol L* e NHS 50 mmol
L em MES 50 mmol L pH 5,2 por 30 minutos, novamente em camara Umida e
temperatura ambiente. Apds lavagem com PBS pH 7,4, 80 ug mL™* do peptideo
foram adicionados a superficie e mantidos por 1 h em camara umida a 4°C. O
cristal foi entdo lavado com PBS-Tween 20 0,05% (m/v) e adicionou-se
etanolamina (1,0 mol L) por 30 minutos para bloqueio de sitios de ligagéo ndo
especificos. O processo pode ser observado esquematicamente na FIGURA 3.3A.

O peptideo 24 QAKTFLDKFNHEAEDLFYQ4,C (controle negativo)
apresenta grupos tiois, de modo que sua imobilizacdo na superficie do cristal ndo
necessita de um processo de funcionalizagéo. Deste modo, 80 pug mL* do peptideo
foi adicionado a superficie e mantido por 1 h em camara umida a 4°C. Ademais,
ndo foi necessario o bloqueio de sitios ndo especificos de ligacdo, uma vez que
ndo foi realizada funcionalizacdo e assim ndo ha grupos funcionais livres na
superficie.

O cristal foi acoplado a bomba de seringa e 8 QCM utilizando uma
celula microfluidica (FIGURA 3.3B) com capacidade para 150 pL de solucéo.
Inicialmente, a célula foi preenchida com PBS 7,4 e, em seguida, iniciou-se a
medida de frequéncia de oscilacdo. Apos estabilizacdo da frequéncia, adicionou-
se ao sistema a amostra e o fluxo foi desligado para incubacéo, aguardando a
queda e a estabilizacdo da frequéncia. Por fim, o fluxo foi ligado novamente para

lavagem das espécies que ndo se ligaram ao peptideo (FIGURA 3.3C).
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FIGURA 3.3 - (A) Imobilizagdo do peptideo na superficie do cristal de quartzo. (B) Célula
microfluidica (150 pL) utilizada para acoplar o cristal 8 QCM e a bomba. (C) Adi¢ao e lavagem
da amostra a célula microfluidica.

Fonte: A autora.

3.2 — Resultados e discussao

3.2.1 — Estudo da robustez dos SPCEs

O estudo da robustez é requerido para a validacdo de um metodo,
sendo exigéncia prévia para que ele possa ser aplicado em analises de rotina. O
uso de planejamentos experimentais como o0 de Plackett-Burman séo
considerados eficientes para avaliar a robustez, constando em guias de validagédo
de 6rgdos como o Eurachem!’™, a Associacdo Nacional de Autoridades de
Teste da Australia (National Association of Testing Authorities, NATA)'® e, no
Brasil, o Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(INMETRO)Y".

Este estudo visou avaliar se pequenas alterages das condicdes
padrdo pode interferir nas analises eletroquimicas significativamente. Assim, 0s
experimentos foram realizados em triplicata e a média da corrente de pico anddica
(Ipox) foi avaliada. A matriz utilizada para gerar os dados e os resultados de

corrente de pico media obtidos em cada experimento constam na TABELA 3.2.



44

TABELA 3.2 - Matriz do planejamento experimental saturado de Plackett-Burman para
avaliacdo da robustez dos eletrodos descartaveis e resposta voltamétrica obtida

Experimento V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 F9 F10 F11 | I, (HA) média
1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 11,16
2 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 11,18
3 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 10,70
4 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 11,74
5 1 1 1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 11,41
6 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 11,61
7 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 11,08
8 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 11,28
9 -10-1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 11,34
10 1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 1 -1 11,33
11 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 11,28
12 1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 11,55

Fonte: A autora.

Com base nos resultados, é possivel observar que ha pouca variagdo
da corrente de pico obtida, que apresentou média de todos os experimentos igual
a 11,31 pA. Os voltamogramas ciclicos referentes a cada experimento estdo
apresentados na FIGURA 3.4A. Observando o grafico de probabilidade
(FIGURA 3.4B), nota-se gque mesmo as variaveis que apresentam maior
significancia tém efeitos muito pequenos na resposta (cerca de 0,4 pA),
especialmente se considerarmos que o desvio padrdo obtido para essas analises
foi de 0,27 pA. Assim, considera-se que a variacdo das condicOes experimentais
ndo apresentou uma interferéncia significativa na resposta obtida, de modo que os
efeitos podem ser considerados despreziveis. Deste modo, é possivel afirmar que
os eletrodos sdo robustos frente a pequenas variacGes das suas condigcdes de

construcdo padrao.
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FIGURA 3.4 - (A) Voltamogramas ciclicos para os experimentos realizados no planejamento
experimental. (B) Grafico de probabilidade no intervalo de (A) -0,4 a 0,4 uA, gerado no
software Octave.

Fonte: A autora.

3.2.2 — Estudo da estabilidade dos SPCEs

A estabilidade dos eletrodos foi avaliada em funcdo do tempo,
obtendo dados dos primeiros 70 dias e ao longo de 23 semanas ap0s a fabricacao
dos eletrodos. Os dados foram obtidos em funcéo dos valores de I, e E, dos

processos de oxidacao e de reducdo do FMA.

3.2.2.1 — Estabilidade em 70 dias

Os resultados apresentados para os primeiros 70 dias constam na
FIGURA 3.5 e na TABELA 3.3. Observa-se que até o dia 21 de anélise a queda
de I, pode ser considerada desprezivel (abaixo de 1%). Avaliando até o dia 39, a
queda de sinal € maior, de modo que esse erro deve ser levado em conta nas
analises. Do dia 01 ao dia 70, a queda de I, é considerada significativa,
apresentando taxa de queda proximo a 15%. Estes dados, entretanto, foram
avaliados apenas comparando o primeiro dia com o dia em questdo, de modo que
ao avaliarmos a média de todos os dias analisados, observa-se DPRs de 8,69%
para lpox (FIGURA 3.5A) e 8,09% para lyred (FIGURA 3.5B). Além disso, mesmo



46

com a queda do sinal, estes eletrodos apresentam resposta eletroquimica, podendo
ser utilizados ao longo dos 70 dias. Deste modo, indica-se que dados que devem
ser comparados sejam obtidos utilizando eletrodos com o mesmo tempo de

prateleira, visando minimizar possiveis erros.
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FIGURA 3.5 - Resultados do estudo de estabilidade ao longo de 70 dias apds fabricagdo dos
eletrodos. (A) Valores de /,0x. (B) Valores de lyrea. (C) Valores de Epox. (D) Valores de Eprea.

Fonte: A autora.

Os valores de Epox (FIGURA 3.5C) e Epred (FIGURA 3.5D)
referentes a estas mesmas analises ndo apresentaram alteracGes significativas
durante os 70 dias, sem tendéncia de deslocamento de E, para regides mais
positivas ou negativas. Observa-se que ha uma variacdo entre as réplicas, que
pode ser justificada pela fabricacdo manual dos eletrodos. Deste modo, € comum
que estes eletrodos apresentem ligeira variacdo de E, entre si, tanto entre réplicas
avaliadas no mesmo dia quanto em dias diferentes.
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TABELA 3.3 - Valores de obtidos no estudo de estabilidade ao longo de 70 dias

Dias Resposta do dia  Respostadodia Taxa de queda

comparados inicial (LA) final (MA) (%)
Ipox 9,83 9,89 0,64

0le21
IpRed -8,74 -8,73 0,09
Ipox 9,83 9,29 5,41

0l1e39
IpRed -8,74 -8,23 5,82
Ipox 9,83 8,45 13,98

01e70
|pRed -8,74 -7,53 13,83

Média DP DPR (%)
IpOx 9,51 HA 0,83 HA 8,70
TODOS OS

IpRed -8,42 A 0,68 pA -8,09

DIAS
Epox 321,35 mV 4,44 mV 1,38
EpRred 241,54 mV 4,46 mV 1,84

Fonte: A autora.

3.2.2.2 — Estabilidade em 23 semanas

Os eletrodos foram avaliados durante 23 semanas, totalizando 173
dias, e os resultados podem ser observados na FIGURA 3.6 e na TABELA 3.4. E
possivel observar que, a partir da semana 7, ha queda no sinal de I, tanto para
oxidacdo quanto para reducdo. Isso indica diminuicdo da condutividade do
eletrodo, com queda de I, significativa. Comparando os valores de I, das semanas
1 e 15, observa-se que o sinal continua caindo, desta vez apresentando queda de
cerca de 30% do valor obtido inicialmente. Por fim, ao comparar a semana 1 e a
23, aqueda é de mais de 50% do sinal inicial, indicando que a superficie eletrodica
continuou perdendo atividade condutora. Ademais, observa-se DPRs de 24,02%
para lpox (FIGURA 3.6A) e 24,28% para lyred (FIGURA 3.6B), sendo considerado
significativa a diferenca entre os eletrodos de um mesmo lote avaliados em
semanas diferentes.

Os valores de E, (oxidacdo e reducdo, respectivamente FIGURA

3.6C e 3.6D) apresentaram a mesma tendéncia dos primeiros 70 dias, com
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variagdes pouco significativas durante 23 semanas. Isso indica que ndo houve
alteracGes no eletrodo de referéncia de Ag/AgCl com o tempo.
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FIGURA 3.6 - Resultados do estudo de estabilidade ao longo de 23 semanas ap6s fabricacdo

dos eletrodos. (A) Valores de lyox. (B) Valores de I,req. (C) Valores de Eyox. (D) Valores de
EpRed.

Fonte: A autora.
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TABELA 3.4 - Valores de obtidos no estudo de estabilidade ao longo de 23 semanas

Semanas Resposta da Resposta da Taxa de queda
comparadas semana inicial (LA) semana final (LA) (%)
Ipox 9,83 8,57 12,75
01e07
IpRed -8,74 -7,68 12,14
Ipox 9,83 6,84 30,42
0le1l5
IpRed -8,74 -6,20 29,03
Ipox 9,83 4,37 55,57
Ole23
IpRed -8,74 -3,85 55,95
Média DP DPR (%)
Ipox 7,85 HA 1,89 pA 24,02
TODOS OS
IpRed '7,02 HA 1,63 U.A 23,28
DIAS
Epox 318,26 mV 6,22 mV 1,95
EpRed 240,62 mV 5,34 mV 2,22

Fonte: A autora.

Ressalta-se que os eletrodos apresentam variagoes de I, e E, entre si,
mesmo as réplicas analisadas no mesmo dia. 1sso ocorre devido ao seu processo
de fabricacdo manual, que apresenta um erro aleatério maior do que de eletrodos
fabricados em sistemas automatizados.

3.2.3 — Avaliacao da reatividade dos peptideos

A avaliacdo da especificidade da interacdo entre os peptideos e
anticorpos especificos anti-M. leprae foi realizada utilizando QCM e os resultados
podem ser observados na FIGURA 3.7.

Inicialmente, o peptideo foi imobilizado no cristal de quartzo e este
foi inserido em uma célula com fluxo de PBS pH 7,4. Aguardou-se até a
estabilizacdo da frequéncia e uma amostra de soro (diluicdo 1:50) foi adicionada
ao sistema. Nesta etapa, foi realizada incubagéo com fluxo de solugéo desligado.
Uma queda de frequéncia ressoante pode ser observada, indicando uma variagao

de massa sobre a superficie do cristal. Novamente, aguardou-se até a estabilizacdo
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da frequéncia, indicando que ndo havia mais massa sendo adicionada a superficie
do sensor. Entdo, o fluxo de PBS foi religado para lavagem das espécies que ndo
se ligaram ao peptideo. Durante a lavagem, a frequéncia ressoante tem novo
aumento, indicando que a massa sobre o cristal diminuiu devido a retirada das
espécies que ndo se ligaram ao peptideo. Ao final deste processo (quando ha nova
estabilizacdo de frequéncia), foi observado a variagdo (-Af) entre a frequéncia
inicial (no momento da adi¢do do soro) e final (ap6s lavagem).

Observa-se que os valores de -Af obtidos sdo maiores para a amostra
hanseniana do que para a amostra saudavel, para ambos 0s peptideos. Para o
peptideo APDDPAWQNIFNLRR (FIGURA 3.7A e 3.7B), -4f de amostra
saudavel foi igual a 5,92 Hz, enquanto da amostra hanseaniana foi de 30,31 Hz.
Ja para o peptideo SGLSQVTGLFGVPGL (FIGURA 3.7C e 3.7D), -4f de
amostra saudavel foi igual a 5,00 Hz e da amostra hanseaniana foi de 30,64 Hz.
Um valor de -Af maior indica que mais espécies (neste caso, anticorpos anti-M.
leprae) ligaram-se ao peptideo, confirmando a seletividade do mesmo para

deteccdo de anticorpos especificos em pacientes hansenianos.



injecdo da amostra ( ) 304
(A) o / lavagem B ¥
& N

204

=304

O Saudavel

-45 o ;
43 O Hanseniano

T T T T
0 1000 2000 3000

t(s)
(C) 04 .j_/injecéo da amostra Iavagem\ (D) 304

Saudavel Hanseniano

20+

230

O Saudavel
©  Hanseniano

T T T T
0 2000 4000 6000
t(s)

FIGURA 3.7 - Estudo da reatividade dos peptideos frente a amostra de soro (@) saudavel e (o)
hanseniana (MB). (A) Frequéncia ressonante em funcdo do tempo e (B) grafico de barras para
a variacao de frequéncia (-A4f) obtidos para o peptideco APDDPAWQNIFNLRR. (C) Frequéncia
ressonante em funcdo do tempo e (D) grafico de barras para a variagdo de frequéncia (-Af)
obtidos para o peptideo SGLSQVTGLFGVPGL.

Saudavel Hanseniano

Fonte: A autora.

Ademais, foi realizado um experimento na QCM com uma sequéncia
peptidica ndo especifica para hanseniase (FIGURA 3.8). Esta sequéncia, usada
para deteccdo da proteina spike do SARS-CoV-2, ndo apresentou diferenca de -
Af significativa para amostras positivas (45,69) e negativas (57,08) para
hanseniase. Deste modo, pode-se afirmar que este peptideo ndo € adequado para
a deteccdo de anti-M. leprae, enquanto os anteriores podem ser utilizados para

diferenciar amostras positivas e negativas para a doenca.
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FIGURA 3.8 - Estudo da reatividade do peptideo 2QAKTFLDKFNHEAEDLFYQ4C
(controle negativo) frente a amostra de soro (e®) saudavel e (o) hanseniana (MB). (A)
Frequéncia ressonante em fun¢ao do tempo e (B) grafico de barras para a variagao de frequéncia

(-A7).

Fonte: A autora.

Saudavel Hanseniano

3.3 — Considerac0es parciais

Os eletrodos SPCEs foram construidos por meio da técnica de
serigrafia. A metodologia de construcdo destes sensores pode ser considerada
robusta, uma vez que apresentou baixa suscetibilidade a variagdes de sinal de 1,
ao variar ligeiramente as condic¢des padréo.

Além disso, os eletrodos apresentaram boa estabilidade com o
decorrer de 70 dias, uma vez que foi obtida uma variagéo pequena entre os valores
de 1, ao longo do tempo. No decorrer de 23 semanas, observou-se queda no sinal
de I, a partir da semana 7, indicando perda de condutividade do eletrodo.

Ademais, os valores de E, ndo variaram significativamente com o
tempo, indicando que o eletrodo de referéncia de Ag/AgCl apresenta boa
estabilidade, ndo levando a deslocamento de potencial para regides mais positivas
Ou negativas.

Os peptideos APDDPAWQNIFNLRR e SGLSQVTGLFGVPGL
apresentaram boa reatividade para o anticorpo anti-M. leprae, com diferenca
significativa entre amostra positiva e negativa para hanseniase. O peptideo
2#QAKTFLDKFNHEAEDLFYQ4,C, ndo especifico para hanseniase, foi avaliado
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como controle negativo e ndo diferenciou a amostra positiva da negativa. Deste
modo, pode-se concluir que os peptideos APDDPAWOQNIFNLRR e
SGLSQVTGLFGVPGL sdo adequados para a deteccdo de anti-M. leprae,
podendo ser utilizados para diferenciar amostras de individuos com hanseniase

dos sem a doenca.
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4 - DESENVOLVIMENTO DE IMUNOENSAIO PARA
DETECCAO DE ANTI-M.LEPRAE UTILIZANDO O
PEPTIDEO APDDPAWQNIFNLRR

4.1 — Procedimento experimental

4.1.1 — Reagentes e soluges

Acido 2-(N-morfolino) etanossulfonico monohidratado (MES, >
99,5%), polisorbato 20 (Tween 20), hidroquinona (HQ, > 99%) e soro fetal bovino
foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). As particulas magnéticas
funcionalizadas com grupos carboxilas (suspensdo com concentragdo 10 mg mL-
! e diametro médio de 1,0 um) foram obtidas da Invitrogen (Dynabeads® MyOne™
Carboxylic Acid, cédigo 65012, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Os
anticorpos humanos IgG marcados com a enzima horseradish peroxidase (HRP)
(produzido em cabra, codigo ab97165) foram obtidos da Abcam (Cambridge,
MA, USA).

PBS-Tween 20, utilizado entre as etapas do imunoensaio para
lavagem, foi preparado em concentracdo de 0,05% (m/v) e mantido a 4°C até o
uso.

O anticorpo secundario marcado com a enzima HRP (IgG/HRP) 1,0
g mL* foi preparado em PBS pH 6,5 imediatamente antes do uso. Da mesma
forma, a solugdo mista de HQ 2,0 mmol L e H,O, 1,0 mmol L foi preparada
antes do uso em PBS pH 6,5 desairada com N, por 30 minutos antes do preparo.

Os demais reagentes e solucdes utilizados foram descritos no

capitulo anterior (item 3.1.1).

4.1.2 — Instrumentacéo e materiais

O cartdo adesivo dupla-face, usado para a montagem do dispositivo
microfluidico descartavel, foi obtido no comércio local de Sdo Carlos (SP). O
corte do canal microfluidico neste cartdo foi realizado em um plotter de recorte

(A3 cutting plotter, F1 Suprimentos, Brasil).
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Utilizou-se um espectrofotdmetro UV-Vis (Shimadzu UV-2450) e
uma cubeta de quartzo com 10 mm de caminho &ptico para avaliar a eficiéncia da
conjugacao pep/PM.

Os demais instrumentos e materiais utilizados encontram-se

descritos no capitulo anterior (item 3.1.2).

4.1.3 — Montagem do dispositivo microfluidico descartavel

Para a deteccdo eletroquimica, utilizou-se um dispositivo
microfluidico descartavel composto por um arranjo com 8 eletrodos de trabalho
(3,0 mm de diametro superficial, com 1,0 mm de distancia entre eletrodos) e um
arranjo com um eletrodo de referéncia (30 x 1,5 mm) e um eletrodo auxiliar (28 x
1,8 mm).

O canal microfluidico (dimensdes: 35 x 4,0 x 0,4 mm; volume
interno: 56 pL) foi cortado em um cartdo adesivo dupla face de poliestireno
utilizando um plotter de recorte. De um lado do adesivo foi colado o arranjo de
eletrodos de trabalho e do outro foi colado o arranjo com eletrodo auxiliar e
eletrodo de referéncia, fechando assim o sistema. Este processo contou com o
auxilio de uma prensa térmica (120 °C, 200 s), visando uma maior eficiéncia de
colagem para evitar vazamentos de solugdo. Deste modo, as areas superficiais dos
eletrodos foram posicionadas na parte interna do dispositivo, delimitado pelo
cartdo adesivo. Ademais, nas extremidades do arranjo de eletrodos auxiliar e de
referéncia, foram abertos dois orificios para entrada e saida de solugéo do canal.
O esquema do dispositivo pronto para uso esta representado na FIGURA 4.1,

juntamente com uma foto real.
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FIGURA 4.1 - (A) Esquema do dispositivo microfluidico utilizado neste estudo, com seus
componentes: 1) orificios para entrada e 2) para saida de solucao; 3) eletrodo auxiliar; 4) arranjo
de eletrodos de trabalho (8 eletrodos); e 5) eletrodo de referéncia (Ag/AgCl voltado para dentro
do canal microfluidico). (B) Foto real do dispositivo pronto para uso.

Fonte: A autora.

4.1.4 — Sistema microfluidico com deteccéo eletroquimica

Como pode ser observado na FIGURA 4.2, o sistema microfluidico
consistiu em uma bomba de seringa (1) e uma valvula manual de injecéo (2),
conectados ao dispositivo construido (3). A bomba de seringa, responsavel pelo
controle do fluxo de solucéo no dispositivo microfluidico, fica acoplada a entrada
da célula eletroquimica por meio de um conector PEEK, fixado com fita adesiva
dupla-face. A solucéo carreadora (seringa) passa pelo canal constantemente®%:178,
O dispositivo também é conectado ao multipotenciostato DropSens (ustat8000)
(4), que é acoplado a um computador pessoal (5). Para as analises, foi utilizada a
técnica de amperometria (software Drop View 8400). Assim que ocorreu a
estabilizacdo da corrente amperométrica, foi injetada a solucdo de deteccéo,

gerando assim o sinal de corrente de pico transiente (6).
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FIGURA 4.2 - Sistema microfluidico e seus componentes: (1) bomba de seringa; (2) valvula
injetora; (3) dispositivo microfluidico descartavel; (4) multipotenciostato; (5) computador
pessoal; (6) resultado de corrente transiente gerado.

Fonte: A autora.

O potencial fixo aplicado para a deteccéo foi de -0,2 V1°5162 durante
um tempo de 2000 segundos. Utilizou-se PBS pH 6,5 como solucdo carreadora,
uma al¢a de amostragem de 50 pL e vazdo de 100 pL min™ para a injecdo da
solucdo de deteccdo. Esta é uma solugdo mista contendo 2,0 mmol L de HQ e
1,0 mmol L de H,0,, e a deteccdo ocorre com base no ciclo catalitico da enzima
HRP (marcador eletroquimico; FIGURA 4.3). Na presenca de H,O, e do
catalisador HRP, a HQ é oxidada a p-benzoguinona (BQ) que, em potencial -0,2
V, é reduzida novamente a HQ na superficie do eletrodo em um processo que

envolve dois elétrons e dois protons, gerando assim o sinal analitico®®°,
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FIGURA 4.3 - Ciclo catalitico da enzima HRP.

Fonte: Adaptado de Castro et. al*,

4.1.5 — Ancoragem do peptideo a PM

A ancoragem dos peptideos as PMs foi realizada de acordo com o
protocolo do fabricante!®!, visando assegurar uma pré-concentracdo, com a
captura seletiva do anticorpo, e amplificacdo do sinal analitico!®2. O processo
pode ser conferido esquematicamente na FIGURA 4.4.

Inicialmente, foi realizada lavagem das PMs com tampdo MES 50
mmol L pH 5,2. Em seguida, a ativacdo dos grupos carboxilicos na superficie
das PMs foi feita utilizando EDC (0,4 mol L) / NHS (0,1 mol L) por 30 minutos
sob agitacdo leve em um misturador rotativo. Etapas de lavagem (3x) foram
realizadas novamente com tampdo MES 50 mmol L™ pH 5,2 com auxilio da
estante magnética. O peptideo sintético foi entdo adicionado as PMs, sob agitacao
leve por 24h. Apos, etapas de lavagem (3x) utilizaram solucdo PBS-Tween 20
0,05% (m/v) para retirada de peptideos ndo ancorados as PMs. Por fim, foi
realizado o bloqueio dos sitios de ligacdo ndo especificos utilizando 1,0 mol L*
de etanolamina pH 8,0 durante 60 minutos, seguida de lavagem com PBS-Tween
20 0,05% (m/v). O bioconjugado pep/PM foi suspenso em 500 pL de PBS-Tween

20 0,05% (m/v) e armazenado a 4°C para uso em até 21 dias.
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FIGURA 4.4 - Ativacao das PMs com EDC/NHS e adi¢do de peptideo as PMs, formando o
conjugado pep/PM; Bloqueio dos sitios ndo especificos de ligacdo com etanolamina.

Fonte: A autora.

4.1.6 — Eficiéncia da ancoragem do peptideo a PM

A eficiéncia da ancoragem do peptideo as PMs (ou seja, qual a
concentragéo de peptideo que foi conjugada a PM) foi avaliada por espectroscopia
UV-Vis. Para isso, inicialmente foram obtidos espectros de absorcdo para
diferentes concentracdes do peptideo, construindo uma curva analitica. Em
seguida, foi obtido espectro de absorcao referente as lavagens pos imobilizacéo
(antes da adicéo de etanolamina para blogueio). Sabendo a concentracdo presente
nesta solucéo, foi possivel calcular a concentracéo de peptideos ancorados as PMs
de acordo com a EQUACAO 4.1.

Cpeptideo na PM — Cadicionada - Clavagens (EQUACAO 4"1)

4.1.7 — Captura de anti-M. leprae em amostras de soro

A captura dos anticorpos especificos de hanseniase foi realizada
adicionando o conjugado pep/PM a amostra de soro diluida (1:50 v/v) em PBS

7,4 e mantendo sob agitacdo leve durante 30 minutos. Apos, adicionou-se uma
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solugdo de 1 pg mL* IgG/HRP, também sendo mantida em agitacéo leve por 1h.
Entre cada etapa, foi realizada separacdo magnética e lavagem com PBS-Tween
20 0,05% (m/v). Finalmente, o bioconjugado HRP/IgG/Ac/pep/PM foi suspenso
em 60 pL de PBS-Tween 20 0,05% (m/v). Este processo esta representado na
FIGURA 4.5.

——
IgG/HRP
Lavagens
EN) A
_ —

60 min

suspensio
(60 uL)

FIGURA 4.5 - Adigdo de pep/PM a amostra contendo anticorpos anti M. leprae; Separacao
magnética do bioconjugado Ac/pep/PM para lavagem e eliminagdo dos demais interferentes da
amostra; Adi¢do de HRP/IgG; Separacdo magnética do bioconjugado HRP/IgG/Ac/pep/PM
para lavagem e eliminagdo de particulas em excesso.

Fonte: A autora.

A adicdo deste bioconjugado sobre os eletrodos de trabalho foi
realizado utilizando uma micropipeta automatica. Abaixo dos eletrodos de
trabalho, foi posicionado um ima para atrair as PMs presentes no bioconjugado.
Assim, foram aplicados 3 puL de HRP/IgG/Ac/pep/PM e, ap6s 10 segundos, 0
excesso de solucdo foi retirado também com a micropipeta, deixando apenas o

bioconjugado na superficie eletrédica.

4.1.8 — Otimizacéo do conjugado pep/PM no ensaio

Para encontrar a melhor condi¢do experimental do bioconjugado
pep/PM, foi realizado um planejamento fatorial 22 completo com triplicata do

ponto central. Este planejamento avaliou diferentes concentraces de peptideo
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ancorado na PM e diferentes volumes do conjugado pep/PM no ensaio. Desta
forma, foram realizados cinco experimentos distintos, apresentados na TABELA
4.1. Nestes experimentos, foram utilizados os valores de AF (%) referentes a
relacdo entre a resposta amperométrica de uma amostra MB e uma amostra de
branco (soro fetal bovino). Mantiveram-se fixas as concentracdes de HQ (2,0
mmol L) e H,0, (1,0 mmol L), bem como a concentracdo de HRP/IgG humana
(1,0 pg mL1).

TABELA 4.1 - Planejamento fatorial para otimizagdo das particulas magnéticas

. Cpeptl’deo VPM/pep
Experimento __ __
Codificado Real (ug mL?1) Codificado Real (uL)

1 -1 10 1 50
2 1 50 -1 10
3 0 30 0 30
4 1 50 1 50
5 -1 10 -1 10

Fonte: A autora.

Com base nos resultados obtidos para cada experimento, foi
calculado um modelo de regresséo linear, utilizando o software livre Octave, na
versdo Guide user interface (GUI), com a rotina computacional “regression2”14,
Empregando a EQUACAO 4.2, cujos termos derivam do modelo de regresséo,
foram entdo desenhados graficos de contorno e superficie de resposta utilizando
um template fornecido por Pereira e Pereira-Filho (2018)*"* no software Excel, de

modo a verificar a regido de maxima desejabilidade.

y=bo+bivi+bzvz+ bizvivz (EQUACAO 4.2)

Sendo y é a resposta, b, é 0 coeficiente constante que estima o valor
médio populacional de todas as respostas, b; e b, séo os coeficientes lineares dos

efeitos principais e b, corresponde as variaveis e suas interacdes, obtidos a partir
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do modelo de regresséo'’t. Adicionalmente, foram calculados os efeitos de cada

uma das variaveis, bem como a interacdo entre elas.

4.1.9 — Curva de diluicdo da amostra

O desempenho analitico do imunossensor foi avaliado pela
construcdo de uma curva de diluicdo de amostra com 5 pontos: 1:400 (mais
diluida), 1:350, 1:250, 1:100 e 1:50 (menos diluida). Embora, devido a falta de
anticorpos anti-M. leprae padrdo, ndo seja possivel calcular limites de deteccéo e
quantificacéo, este estudo foi realizado com o intuito de obter a melhor diluicéo
da amostra pra estudos posteriores.

A linearidade do sistema foi avaliada pela aplicacdo da técnica de
regressao linear e de um teste de falta de ajuste no nivel de 95% de confianca,
bem como pelos valores de r (coeficiente de correlagdo) e R? (coeficiente de
determinacdo). Também, foi avaliada a significancia dos coeficientes angular e
linear na equacéo da reta. Os resultados estatisticos foram obtidos com o uso do
software computacional Minitab for Windows 18.1 (Minitab, Minitab
Incorporation, USA, 2010).

4.1.10 — Precisao do imunoensaio

A precisdo do imunoensaio foi avaliada de trés maneiras: analise de
5 réplicas de um arranjo; andlise de 5 réplicas de 3 dispositivos construidos no
mesmo dia; e analise de 5 réplicas de 3 dispositivos, cada um construido em um
dia diferente. Os resultados foram expressos em termos de DPR (%), conforme a
EQUACAO 3.2.
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4.1.11 — Desempenho do imunoensaio para diagndstico sorolégico de
hanseniase

O imunoensaio foi aplicado em 49 amostras de soro de pacientes com
hanseniase e individuos sadios. As amostras foram divididas conforme prontuério
médico — ou seja, de acordo com exame clinico e, em alguns casos, baciloscopia.
Os individuos foram divididos de acordo com o prontuario médico em 3 coortes:
1) individuos ndo hansenianos (controles saudaveis), 2) pacientes PB e 3)
pacientes MB. As amostras de individuos controle foram fornecidas pelo Centro
de Hematologia e Hemoterapia do Parand (Hemepar) de Curitiba. J& as amostras
de pacientes hansenianos sdo provenientes do estado do Mato Grosso (Terra Nova
do Norte, Matupa, Novo Mundo, Marcelandia, Guarantd do Norte, Peixoto
Azevedo e Colider), a area mais endémica do Brasil.

A analise utilizou um dispositivo para cada amostra. Os resultados
obtidos foram normalizados utilizando a EQUACAO 4.3'%, de modo a minimizar

variagoes entre valores de corrente transiente obtidos com diferentes lotes de PMs.

) _ (Iamostra - Ibranco)

AF (% x 100 (EQUACAO 4.3)

Ibranco

Por fim, uma curva ROC (Receiver Operating Characteristic) foi
construida para avaliar a qualidade do diagndstico clinico fornecido pelo
imunossensor desenvolvido. Essa anélise teve por objetivo a avaliacdo
concomitante da sensibilidade (verdadeiros positivos, EQUACAO 4.4) e da
especificidade (verdadeiros negativos, EQUACAO 4.5), fixando um valor de
corte (cut off) que separa os individuos conforme o diagnéstico (verdadeiros

positivos, falsos positivos, verdadeiros negativos e falsos negativos)!84.

— (Verdadeiro positivos)
Sensibilidade (100%) =

(Falsos negativos + Falsos Positivos)

(EQUACAO 4.4.)
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(Falsos positivos)

100 — Especificidade(%) =

(Verdadeiros negativos+Falsos Positivos)

(EQUACAO 4.5)

4.2 — Resultados e discussao
4.2.1 — Eficiéncia da ancoragem do peptideo a PM

Utilizando espectroscopia UV-Vis, foi avaliada a concentracdo de
peptideos conjugada as PMs. Para tal, inicialmente foi construida uma curva
analitica com as seguintes concentracdes de peptideo em PBS pH 7,4: 2,76; 0,55;
0,27; 0,14 e 0,069 pumol L. Os espectros podem ser observados na FIGURA
4.6A. Nota-se uma banda em 220 nm, caracteristico da ligacdo C=0O dos
peptideos, proporcional ao aumento de concentracdo. Esta banda sofre
deslocamento de comprimento de onda (1) a partir de 0,27 umol L%, caracteristico
de baixas concentracGes. Ademais, € possivel notar outra banda menor em torno
de 280 nm, que pode ser atribuida as cadeias laterais dos aminoacidos com anéis

aromaticos ou agrupamentos aminal®>>8,

(A) e Cpep (pmol L'I) (B)
0,104 ?lm [\,\_M/v’ 2,76 0,10
—0,55
| 027
=} : 0 00 400 500 800 700 —_—0,14 ‘g
'S imento de onda (nm —(),069
g 0,054 (nmm) <§
(%'l‘ -g 0,05 .
Z Z r=0,986
< - R*=96,3 %
< 0,004 [
. Abs = 0,083 + 0,060*logC
pep
0,00

200 300 400 500 600 700 0.1 1 |
C_ (pmol L7)

Comprimento de onda (nm) pep

FIGURA 4.6 - (A) Espectros de absor¢ao UV-Vis em diferentes concentragdes do peptideo: (@)
0,069; () 0,14; () 0,27; (®) 0,55; (®) 2,76 umol L-!. Inserido: espectro de absor¢io UV-Vis
da lavagem. (B) Curva analitica do peptideo obtida por UV-Vis.

Fonte: A autora.
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Com os valores de absorbancia para 220 nm (indicado pelo fabricante
do peptideo), uma curva analitica foi construida (FIGURA 4.6B). O coeficiente
de correlagéo obtido foi de 0,986 e o coeficiente de determinacéo (R?) foi 96,3%,
indicando a linearidade do sistema. Obteve-se, também, a equacdo da reta,
representada pela EQUACAO 4.6, sendo Cyep a concentracio do peptideo e Abs a

absorbancia.
Abs = 0,083 + 0,060 * log Cpe, (EQUACAO 4.6)

Para a quantificacdo do peptideo na PM, foi avaliado o sobrenadante
das lavagens realizadas apds a imobilizacdo da biomolécula. O espectro obtido
estd inserido na FIGURA 4.6A, tendo uma absorbancia de 0,0438 em 220 nm.
Com base na EQUACAO 4.6, foi possivel calcular a quantidade de peptideo
presente nas lavagens (7,41 pumol L?). Consequentemente, a concentracéo de
peptideo na PM deve ser igual a diferenca entre a concentracdo total adicionada
no inicio do procedimento (27,6 pmol L) e a obtida para a lavagem. Deste modo,
estima-se que 20,2 umol L? de peptideo esteja ancorada as PMs, um valor

equivalente a 73,14% do adicionado inicialmente.

4.2.2 — Otimizacao do conjugado pep/PM no ensaio

Com base nos experimentos realizados, foi calculado um modelo de
regressao linear, de modo a apresentar qual a condicao de trabalho ideal. Para tal,
foram utilizados os valores de AF (%) referentes a relacdo entre a resposta
amperométrica de uma amostra MB e uma amostra de branco. Este modelo de
regressdo considerou os efeitos sem interacdo entre 0s componentes, bem como
os efeitos de interacdo binaria entre todos os pares de componentes. Os resultados

obtidos em cada experimento constam na TABELA 4.2.
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TABELA 4.2 - Planejamento fatorial para otimizacao das particulas magnéticas e resposta de
AF (%) obtida

Experimento  Cpeptideo  Vpeppm  Resposta (AF (%))

1 -1 1 107,5115
2 1 -1 80,61612
3 0 0 107,7773
3 0 0 105,5417
3 0 0 113,0296
4 1 1 185,1206
5 -1 -1 9,507587

Fonte: A autora.

A partir da triplicata do ponto central (experimento 3) e da
EQUACAO 4.6, foi calculada uma soma quadratica do erro puro (SQEP) igual &
29,55114 com 2 graus de liberdade.

SQEP = 20 (EQUAGAO 4.6)

Sendo n o numero de réplicas do ponto central, x; 0 valor de resposta
de cada réplica e X a média entre elas.

Para avaliar a significancia estatistica do modelo, foram comparadas
as médias quadraticas de regressdo (MSyeg) e dos residuos (MSys). De acordo com
Pereira e Pereira-Filho (2018), MSeq (7890,82) deve ser muito maior que MSyes
(83,51). Além disso, a razédo entre os valores de Fcaculado (84,49) € Fiapelado (6,91)
de regressdo € maior que 10, o que indica que a regressdo difere
significativamente do residuo. A média quadratica de falta de ajuste (MStaita de ajuste,
152,24) foi maior que a média quadratica do erro puro (MSgp, 14,78) e a razéo
entre Feaicutado (10,30) € Frapelado (19,00) de falta de ajuste foi menor que 1, o que
indica que o modelo ndo apresenta falta de ajuste. Ademais, o valor de R?
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(97,73%) indica que esta é a porcentagem dos dados que o modelo foi capaz de
explicar, com uma variacdo explicavel maxima igual a 99,5% (RZnax = 0,995).
Além disso, a significancia estatistica dos coeficientes foi avaliada e
estes podem ser considerados significativos em um nivel de confianca de 95%.
Assim, foi obtida a equacdo de regressio (EQUACAO 4.7), onde y é a
desejabilidade, v; corresponde a concentracdo do peptideo e v, é o volume do

bioconjugado pep/PM no imunoensaio:

y = 101,303 + 37,179v, + 50,627v, (EQUACAO 4.7)

Ademais, a influéncia das varidveis avaliadas na resposta final foi
estudada. A concentracdo de peptideo (variavel 1) influencia cerca de 35,04%,
enquanto o volume do bioconjugado pep/PM (variavel 2) € que exerce maior
influéncia na resposta (~ 64,91%). Entretanto, a interacdo entre as variaveis 1 e 2
(variavel 3) ndo apresentou uma influéncia significativa. Deste modo, apenas
individualmente as variaveis 1 e 2 tém efeito sobre a resposta.

Por fim, foram construidos os graficos de contorno (FIGURA 4.7A)
e de superficie (FIGURA 4.7B) para as respostas obtidas nos experimentos.
Observou-se que um valor de AF (%) maior (> 150%) pode ser obtido ao utilizar
uma concentracédo de 50 pg mL* de peptideo e 50 pL de bioconjugado — ou seja,
a desejabilidade € mais proxima de 1 nestas condicdes. Entretanto, para o ensaio
proposto, busca-se além de boa resposta amperométrica o uso de pequenas
quantidades de reagentes, visando diminuir seu custo. Desta forma, um AF (%)
entre 100% e 150% possibilita observar a diferenca entre uma amostra hanseniana
¢ uma saudavel (AF (%) = 10% nas mesmas condicdes), sendo assim suficiente
para o diagndstico. Portanto, foi escolhida a concentracdo de 50 pug mL™? de

peptideo e 0 volume de 30 pL de pep/PM para a realiza¢do dos imunoensaios.
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FIGURA 4.7 - (A) Gréfico de contorno (valores de AF' (%) inseridos em branco) e (B) grafico
de superficie de resposta (valores de AF' (%) inseridos abaixo) para diferentes concentragdes de
peptideo e volumes de pep/PM.

Fonte: A autora.

4.2.3 — Curva de diluicdo da amostra

Diferentes diluicbes da mesma amostra MB foram analisadas: 1:400
(mais diluida), 1:350, 1:250, 1:100 e 1:50 (menos diluida). Como & possivel
observar na FIGURA 4.8A, o sinal de corrente transiente € mais intenso com
amostras menos diluidas, indicando que este pode ser relacionado com a
quantidade de anticorpos presente no soro. Deste modo, amostras com alto nivel
de anticorpos tendem a apresentar resposta amperométrica mais intensa do que as
com poucos anticorpos. Isso indica que amostras menos diluidas néo
apresentaram queda de sinal analitico devido a maior concentracdo da amostra.

A FIGURA 4.8B apresenta a relacédo entre estas diluigdes e a resposta
obtida pela normalizacdo do sinal de corrente transiente obtida da amostra com
relacdo a corrente do branco (soro de bezerro). Com o0 aumento da corrente de
pico transiente observado na FIGURA 4.8A para amostras menos diluidas, obtém-
se tambem aumento do valor de AF (%), indicando a eficiente normalizacao dos
dados obtidos.
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FIGURA 4.8 - (A) Sinais de corrente transiente para diferentes diluicdes da amostra de soro
humano: (®) 1:400; (e) 1:350; (®) 1:250; (®) 1:100; (#) 1:50; (®) branco (soro de bezerro) em
cada dilui¢do. (B) Correlagao entre diluicdo da amostra e AF (%), calculado a partir da
resposta de corrente transiente obtida.

Fonte: A autora.

A validacdo da linearidade estd apresentada na TABELA 4.3,
composta pelos valores de r, R? Fregressso € Fraita de ajusts 0EM como pelos
coeficientes linear e angular da equacéo da reta. Os valores de r e R? (0,982 e
88,37%, respectivamente) indicam que ha correlacdo linear entre 0 quanto a
amostra é diluida e o0 AF(%) calculado. Pode-se observar que o valor de Fregressao
e maior que 0 Feritico € 0 de Fraita de ajuste € MeNOr que 0 Feitico NO Nivel de 95% de
confianca. Isso indica que a regresséo realizada foi significativa e que ndo ha falta
de ajuste dos dados ao modelo linear utilizado. Isso é corroborado pelo valor de
Pregressio < 0,05 € Praita de ajuste > 0,05. Além disso, ambos os coeficientes apresentam
tobservado > leritico, Sendo assim significativos (# 0). Ambos os valores de p < 0,05

confirmam a significancia estatistica da equacéo da reta.
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TABELA 4.3 - Resultados da analise de regressao linear no intervalo de 95% de confianca

Validacéo da Linearidade

Regressdo Falta de ajuste r R?
Fregressao p Faje p
197,61 0,000 1,67 0,200 0,982 88,37%
Coeficientes da reta de tobservado®** Y
regressao
Intercepto = 86,49 + 3,27 26,69 0,000
Inclinagdo =-0,169 £ 0,0123 14,06 0,000
Equacédo da curva analitica AF (%) = 86,49 + 0,169 * diluicdo da amostra

*Feritico (0,025; 1,26) = 4,66. ** Feritico 0,025; 3,23) = 3,75. ***tcritico (0,05; 27) = 2,05.

Fonte: A Autora.

Deste modo, pode-se afirmar que a relacao entre a resposta de AF(%)
e a concentracéo de anticorpos anti-M. leprae (representada pela dilui¢éo) € linear,

mesmo utilizando uma amostra complexa como a de soro humano.

4.2.4 — Precisao do imunoensaio

A precisdo do dispositivo foi avaliada em trés niveis:
intradispositivo, intradias e interdias. Para cada arranjo de 8 eletrodos, foram
selecionados os valores de corrente transiente de 5 réplicas. Isto possibilita
desconsiderar valores atipicos (outliers) que podem ser explicados devido a erros
relacionados ao processo de serigrafia, de aplicagdo do imunoensaio sobre a
superficie eletrédica ou a problemas de contato elétrico e ruido de fundo.
Ademais, 0s ensaios avaliados neste estudo correspondem a um mesmo lote de
PMs e de eletrodos (ou seja, PMs modificadas / eletrodos serigrafados em um
mesmo processo), visando diminuir tais interferéncias.

Os resultados podem ser observados nos graficos de barra na
FIGURA 4.9. Para as andlises intradias (mesmo dia, dispositivos diferentes;

FIGURA 4.9A), o DPR foi de 9,8%, enquanto que para as analises interdias (dias
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diferentes; FIGURA 4.9B) foi de 12,3%. Ja o valor de DPR para as réplicas
obtidas para um mesmo arranjo (FIGURA 4.9C) foi de 7,5%. Tais valores séo
considerados pequenos, uma vez que 0s ensaios avaliados envolvem a deteccao
diretamente na amostra de soro, ndo fazendo uso de anticorpos padrdo cujas
condicdes podem ser controladas. Ademais, estdo abaixo de 15,0%, que é o limite
reportado na literatura como aceitavel para imunoensaios e demais meétodos

bioanaliticos!87:188,

( A) 400 (B) 400
| DPR (%)=9,79 % DPR (%) =123 %
300 3004
< =
= =}
= 200+ = 2004
1004 100+
0 - . . .
Dispositivos Dias
(C) 1004 DPR (%) =75 %

Eletrodos

FIGURA 4.9 - Grafico de barras referente ao estudo de precisdo (A) intradias (mesmo dia,
dispositivos diferentes); (B) interdias (dias diferentes); (C) 5 eletrodos de um mesmo

dispositivo.

Fonte: A autora.

4.2.5 — Desempenho do imunoensaio para diagnostico sorologico de
hanseniase

Para avaliar o desempenho do imunoensaio para diagnostico de
hanseniase, inicialmente utilizou-se uma amostra de cada coorte (individuo
saudavel, PB e MB). Além destas, foi analisada uma amostra de soro fetal bovino,
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sendo utilizada como branco devido a apresentar uma matriz complexa similar
como o soro humano. Os sinais de corrente transiente foram processados
simultaneamente nos 8 eletrodos do arranjo, sendo obtidos com a injecao de 50
UL de uma solucéo mista de 2,0 mmol L de HQ e 1,0 mmol L de H,O..

Os resultados podem ser observados na FIGURA 4.10. Nota-se que
ha diferenca de resposta de corrente transiente entre as amostras hansenianas e a
saudavel, sendo os sinais de corrente transiente da sadia similar aos do branco.
Ademais, é possivel observar que ha diferenca entre os dois niveis da doenca,
onde os casos MB tendem a apresentar corrente transiente mais intensa que os PB

devido ao seu alto titulo de anticorpos.

( )900 . 200 ( ) 1
1000 H
6004 750 4
E <
= £ 5004
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w0 7777
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_—
Branco Saudavel PB MB 0- /] Vel Rozhgs el

Branco Saudavel PB MB
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FIGURA 4.10 - (A) Sinal de corrente transiente e (B) grafico de corrente resultante dos
eletrodos de um mesmo arranjo para amostras: (©) soro fetal bovino (branco); (®) individuo
saudavel; (o) PB; (o) MB.

Fonte: A autora.

Apos, foram avaliadas 49 amostras de soro divididas entre individuos
previamente diagnosticados como saudaveis (n = 15), PB (n = 16) e MB (n =18).
Para tal, utilizou-se uma diluicdo de amostra de 1:50 em PBS 7,4, sendo a que
apresentou a maior resposta de AF (%)'?2. Deste modo, foi avaliado o uso deste
imunoensaio para a diferenciar amostras hansenianas de individuos saudavel, bem

como para classificar os casos positivos da doenca.
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Como pode ser observado na FIGURA 4.11, amostras de soro de
individuos negativos para a doenca apresentam valor de AF(%) menores do que
0s apresentados por pacientes positivos. Esta diferenca é estatisticamente
significativa, com p < 0,05, o que indica a eficiéncia do imunoensaio. Também,
nota-se que héa diferenca entre os dois niveis da doenca, sendo que pacientes MB

apresentam AF (%) mais intenso do que os PB.
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FIGURA 4.11 - Diagrama de caixas para os valores de AF' (%) encontrados para individuos ()
saudaveis; (®) pacientes PB; e (®) pacientes MB. (p < 0,05).

Fonte: A autora.

Adicionalmente, uma curva ROC também foi utilizada para avaliar a
sensibilidade e especificidade do imunoensaio. A curva ROC é avaliada por meio
da area sob a curva (AUC, do inglés area under the curve). Quanto mais proximo
0 valor de AUC estiver de 1, maior € a eficiéncia do método em diferenciar
individuos positivos e negativos. Assim, valores acima de 0,9 séo considerados
excelentes, entre 0,8 e 0,9 sdo bons e entre 0,7 e 0,8 sdo tidos como aceitaveis. Ja
valores proximos de 0,5 indicam que o método ndo é capaz de realizar o
diagnostico!®®1%, Assim, a curva ROC para o dispositivo desenvolvido esta
apresentada na FIGURA 4.12, obtida por meio da resposta de AF (%) para

individuos negativos para a doenca e positivos (PB + MB). O dispositivo foi capaz
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de diferenciar amostras hansenianas e ndo hansenianas com 91,2% de
sensibilidade e 100% de especificidade para o valor de corte de >26,235% (AF
(%) maior que este valor indica a presenca da doenca). O valor de AUC igual a
0,9902 indica a eficiéncia do diagndstico, com excelente capacidade

discriminatdria entre amostras positivas e negativas para hanseniase.
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FIGURA 4.12 - Curva ROC para diagnostico de hanseniase. Resposta de individuos saudaveis
vs pacientes hansenianos PB + MB.

Fonte: A autora.

Complementarmente, foi avaliada a capacidade do imunossensor
distinguir cada nivel da doenca de maneira independente. Os dados foram
representados por meio de diagramas de pontos (FIGURA 4.13), referentes aos
resultados obtidos para cada grupo (pontos em eixos verticais), assinalando
também o valor de corte (linha horizontal). E possivel observar alta sensibilidade
e 100% de especificidade para diagnostico de casos PB (FIGURA 4.13A) e MB
(FIGURA 4.13B). Além disso, é possivel também diferenciar os casos PB dos
MB (FIGURA 4.13C) definindo um valor de corte de >60,506% (AF(%) maior

que este valor indica caso MB). Isso indica que o0 imunoensaio pode ser aplicado
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tanto para diagnostico de hanseniase quanto para classificacdo dos casos
positivos, contribuindo para o inicio e orientacdo de um tratamento adequado ao

caso do paciente.
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FIGURA 4.13 - Diagrama de pontos para diferentes niveis de hanseniase, avaliados
independentemente. (A) saudavel (ndo hansenianos) vs PB; (B) saudavel (ndo hansenianos) vs
MB; (C) PB vs MB.

Fonte: A autora.

Além disso, utilizou-se um teste t para avaliar se a diferenca obtida
entre os grupos € estatisticamente significativa no nivel de 95% de confianca. E
considerado que a diferenca entre as amostras € significativa quando o valor de t
obtido € maior que o valor de t tabelado, e o valor de p € menor do que 0,05. Os
resultados obtidos estdo representados na TABELA 4.4, sendo PB vs Saudavel,
MB vs Saudavel e PB vs MB. Considerando que os valores de t sdo maiores que

o t tabelado e os de p sdo menores que 0,05, pode-se considerar que 0 imunoensaio
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foi capaz de diferenciar as amostras entre si isoladamente com significancia
estatistica.

TABELA 4.4 - Analise da significancia estatistica das diferengas de resposta entre diferentes
grupos individualmente

Saudavel vs PB vs MB vs PB vs
Hanseniano Saudével Saudével MB
Valor de corte >26,24% >26,24% >26,24% >60,51%
Sensibilidade 91,2% 93,7% 88,9% 88,9%
Especificidade 93,7% 100% 100% 93,7%
p <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
t calculado* 9,872 10,041 8,003 3,812
t tabelado* 2,012 2,045 2,039 2,037

* 95% de confianca. Fonte: A autora.

4.3 — Consideracdes parciais

Um magneto-imunoensaio foi desenvolvido utilizando o peptideo
APDDPAWQNIFNLRR para captura de anticorpos anti-M. leprae. Para a
deteccdo, foram construidas células microfluidicas capazes de realizar até 8
réplicas simultaneas, com resultados obtidos por meio da técnica de
amperometria.

O processo de ancoragem do peptideo as PMs foi avaliado por UV-
Vis, que indicou a eficiéncia do processo. Ademais, um planejamento
experimental indicou as condi¢des 6timas de concentracéo de peptideo adicionada
as PMs e o volume do bioconjugado pep/PM adicionado ao ensaio para captura
dos anticorpos.

A curva de diluicdo indicou que a relacédo entre a resposta de AF (%)
e a concentracdo de anticorpos anti-M. leprae € linear e que ndo sofreu queda de
sinal analitico em amostras menos diluidas. Deste modo, para o restante do
trabalho, optou-se por utilizar a amostra menor diluida (1:50), que apresentou

maior resposta eletroquimica.
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O imunoensaio foi avaliado em amostras de soro humano. A precisao
apresentada pelos ensaios foi alta, com valores de DPR (%) abaixo de 15%.
Adicionalmente, ao avaliar cada coorte, observou-se uma diferenca de resposta
entre elas. Assim, as amostras saudaveis apresentam sinal analitico proximo ao
do branco. J& as amostras positivas apresentam resposta analitica mais intensa,
inclusive diferenciando entre os dois niveis da doenca. Essa diferencga entre as
coortes é estatisticamente significativa no nivel de 95% de confianca.

Por meio da curva ROC e dos diagramas de pontos, observou-se que
o0 diagnostico de hanseniase pode ser realizado utilizando o magneto-imunoensaio
desenvolvido. Os resultados obtidos indicam alta especificidade e sensibilidade
do diagnostico e também da classificacdo da doenca, podendo ser utilizado

também para diferenciar casos PB dos MB.
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5- DESENVOLVIMENTO DE IMUNOENSAIO PARA
DETECCAO DE ANTI-M. LEPRAE UTILIZANDO O
PEPTIDEO SGLSQVTGLFGVPGL

5.1 — Procedimento experimental

5.1.1 — Reagentes e solucdes

Tris(hidroximetil)aminometano-hidrocloreto (Tris-HCI, > 99%) e 1-
naftil fosfato (1-NPP, 99%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).

Os anticorpos humanos IgG marcados com a enzima fosfatase
alcalina (ALP) (produzido em cabra, cédigo ab97167) foram obtidos da Abcam
(Cambridge, MA, EUA).

Tris-HCI foi preparado em agua ultrapura na concentracdo de 10
mmol L e seu pH foi posteriormente ajustado para 8,0. Tris-HCI-Tween 20 foi
utilizado entre as etapas do imunoensaio para lavagem, sendo preparado em
concentracdo de 0,05% (m/v) e mantido a 4°C.

IgG/ALP 1,0 pg mL? foi preparada em Tris-HClI pH 8,0
imediatamente antes do uso. A solucdo de 1-NPP foi preparada em Tris-HCI-
Tween 20 na concentracdo de 1,0 mmol L2, sendo armazenada por até 24h a 4
°C.

Os demais reagentes e solucdes utilizados foram descritos nos

capitulos anteriores (itens 3.1.1 e 4.1.1).

5.1.2 — Instrumentacgéo e materiais

Neste trabalho, utilizou-se um teclado de injecdo para adi¢do do
bioconjugado final. Este teclado foi modelado usando o software Autodesk
Inventor Pro 2022 e fatiado usando o software Ultimaker Cura versdo 4.8.0. A
fabricacdo foi feita pelo processo de impressdo 3D de uma extrusora com
impressora Two Tress Bluer versdo 2 V2 mesa autonivelante 235 x 235 x 280
mm (China). As pecas foram impressas em filamento de polietileno tereftalato

modificado com glicol (PETG) (3Dfila, Brasil) e unidas por um parafuso metalico
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de 5 milimetros de didmetro e 20 centimetros de comprimento adquirido no
mercado local.
Os demais instrumentos e materiais utilizados foram descritos nos

capitulos anteriores (itens 3.1.2 e 4.1.2).

5.1.3 — Ancoragem do peptideo a PM

O processo de ancoragem do peptideo a PM foi realizado
similarmente ao descrito no item 4.1.5 e representado na FIGURA 4.4.

Inicialmente, foi realizada lavagem das PMs com tampdo MES 50
mmol L? pH 5,2. Em seguida, a ativacdo dos grupos carboxilicos na superficie
das PMs foi feita utilizando EDC (0,4 mol L) / NHS (0,1 mol L) por 30 minutos
sob agitacdo leve. Etapas de lavagem (3x) foram realizadas com tampao MES 50
mmol L pH 5,2, com auxilio da estante magnética. O peptideo (40 mg mL™?) foi
adicionado em seguida e mantido sob agitacdo leve por 24h. Apos, etapas de
lavagem (3x) utilizaram solugdo PBS-Tween 20 0,05% (m/v) para retirada de
peptideos ndo ancorados as PMs. Por fim, foi realizado o bloqueio dos sitios de
ligacdo ndo especificos utilizando 1,0 mol L* de etanolamina pH 8,0 durante 60
minutos, seguida de lavagem com PBS-Tween 20 0,05% (m/v). O bioconjugado
pep/PM foi suspenso em 500 pL de PBS-Tween 20 0,05% (m/v) e armazenado a

4°C para uso em até 21 dias.

5.1.4 — Captura de anti-M. leprae em amostras de soro

A amostra de soro previamente diluida (1:250) em PBS pH 7,4 foi
adicionada a 60 pL deste conjugado e mantida sob agitacdo leve durante 30
minutos. Apds, adicionou-se uma solucdo de 3 pg mL? IgG/ALP durante 1h.
Entre cada etapa, foi realizada lavagem com Tris-HCI-Tween 20 0,05% (m/v),
seguida de separacdo  magnetica.  Finalmente, o0  bioconjugado
ALP/1gG/Ac/pep/PM foi suspenso em 1,0 mL de Tris-HCI-Tween 20 0,05%

(m/v). Este processo esta representado na FIGURA 5.1.
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FIGURA 5.1 - Adi¢ao de pep/PM a amostra contendo anticorpos anti-M. leprae; Separa¢ao
magnética do bioconjugado Ac/pep/PM para lavagem e eliminag@o dos demais interferentes da
amostra; Adicdo de ALP/IgG; Separacdo magnética do bioconjugado ALP/IgG/Ac/pep/PM
para lavagem e elimina¢do de particulas em excesso.

Fonte: A autora.

5.1.5 — Adicao do bioconjugado a superficie eletrodica

Para a captura do bioconjugado ALP/IgG/Ac/pep/PM na superficie
do eletrodo, foi utilizada uma plataforma construida na impressora 3D, conforme
apresentada na FIGURA 5.2. Este teclado foi desenvolvido visando tornar o
processo de injecdo do bioconjugado semiautomatizado, eliminando possiveis
erros relacionados a adicdo manual. Para isso, utilizou-se uma vazédo de 150 pL

min- e uma valvula de 100 pL.
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FIGURA 5.2 - A) Esquema do teclado de inje¢do utilizado neste estudo, com seus componentes:
1) 8 teclas (vermelho), 2) base do teclado e 3) dispositivo microfluidico posicionado. (B) Foto
real do teclado de inje¢do pronto para uso.

Fonte: A autora.

A eficiéncia do teclado de injecédo foi avaliada em comparacdo com
0 método de aplicacdo manual, 0 mesmo utilizado no ensaio anterior. Assim,
foram utilizados dois dispositivos distintos. No primeiro dispositivo, 100 pL do
imunoensaio foram injetados para cada eletrodo do arranjo. Para cada injecéo, o
im& foi posicionado logo abaixo do eletrodo, utilizando o teclado de injecao,
conforme apresentado na FIGURA 5.3. O bioconjugado foi entdo atraido para a
superficie eletrodica ao passar pelo canal microfluidico, um eletrodo por vez,
conforme as teclas foram abaixadas. No segundo dispositivo, 0s imds foram
posicionados abaixo dos eletrodos e 3 L do ensaio foi aplicado com o auxilio de
uma micropipeta. Apos 10 s, a gota formada na superficie eletrodica foi

retropipetada, deixando apenas o bioconjugado atraido pelo ima (item 4.1.7).
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FIGURA 5.3 - Esquema da injecdo do bioconjugado utilizando o teclado de injeg¢do. O
dispositivo microfluidico € acoplado a 1) valvula injetora e a bomba de seringa, e posicionado
sobre o 2) teclado de inje¢do. 3) O bioconjugado ¢ adicionado e percorre o canal microfluidico
até chegar ao ima, posicionado abaixo do eletrodo ao abaixar a tltima tecla.

Fonte: A autora.

5.1.6 — Sistema microfluidico com deteccao eletroquimica

O dispositivo microfluidico descartavel foi construido utilizando o
mesmo processo descrito no capitulo anterior (item 4.1.3). Devido ao uso do
teclado, entretanto, foi necessario ampliar a distancia entre os eletrodos de
trabalho e, consequentemente, o canal microfluidico e os demais eletrodos para
que ndo houvesse interferéncia entre 0s campos magnéticos dos imas de cada
tecla. Assim, o dispositivo foi composto por um arranjo com 8 eletrodos de
trabalho (3,0 mm de didmetro superficial, com 2,8 mm de distancia entre
eletrodos) e um arranjo com um eletrodo de referéncia (41 x 1,5 mm) e um
eletrodo auxiliar (38 x 1,8 mm). O canal microfluidico foi cortado com as
dimensoes 48 x 4,0 x 0,4 mm e 76,8 uL de volume interno.

Ademais, o sistema microfluidico utilizado neste trabalho € 0 mesmo
reportado no capitulo anterior (item 4.1.4, FIGURA 4.2).
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A deteccdo eletroquimica foi realizada utilizando a técnica de
amperometria com aplicacdo de um potencial fixo de 0,3 V%1192 durante 2000
segundos. Como solucdo carreadora, utilizou-se Tris-HCI pH 8,0, uma al¢a de
amostragem de 100 pL e vazdo de 50 uL min? para a injecdo da solucéo de
deteccdo (1-NPP). Neste caso, a enzima ALP atua como catalisador da hidrolise
do 1-NPP (FIGURA 5.4), formando fosfato e 1-naftol (1-NP). O 1-NP é uma
espécie eletroquimicamente ativa que, ao que o potencial é aplicado, € oxidada a

naftoquinona na superficie eletrodical®1%,

1-nafiil fosfato

l-nafial

ALP

03V

FIGURA 5.4 - Hidrdlise do 1-NPP catalisada pela enzima ALP.
Fonte: Adaptado de EI-Moghazy et. al*®.

5.1.7 — Otimizagao das condicdes experimentais

A melhor condicdo experimental do ensaio foi estudada por meio de
um planejamento fatorial composto central para multiplas respostas com triplicata
do ponto central. Como pode ser observado na TABELA 5.1, este planejamento

avaliou trés variaveis: concentracdo do substrato 1-NPP, concentracdo de
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IgG/ALP e diluicdo da amostra. Inicialmente, foi proposto um planejamento
fatorial 23 (experimentos de 1 a 8) com as variaveis codificadas entre —1 e +1.
Os experimentos de 9 a 14 (variaveis codificadas entre —1,68 e +1,68)
representam 0s pontos axiais e 0s experimentos de 15 a 17 representam as trés
réplicas do ponto central (variaveis codificadas em 0). Para cada experimento,
foram avaliadas trés amostras (branco, controle e MB). As variaveis
independentes foram as respostas normalizadas, obtendo-se assim trés respostas
de valores de AF (%): branco ¢ controle (AFg.c), controle e MB (AFc.vg) € branco
e MB (AFg-mg). Mantiveram-se fixas as condic¢des do bioconjugado pep/PM (44,4
g mL de peptideo e 60 pL de pep/PM).

TABELA 5.1 - Planejamento fatorial para otimiza¢do do imunoensaio

Csubstrato Ciga/aLp Diluicéo
o Real . Real .
Experimento Codificado (mmol L) Codificado (1g ML) Codificado Real
1 1 3,0 1 3,0 1 1:100
2 1 3,0 1 3,0 -1 1:300
3 1 3,0 -1 1,0 1 1:100
4 1 3,0 -1 1,0 -1 1:300
5 -1 1,0 1 3,0 1 1:100
6 -1 1,0 1 3,0 -1 1:300
7 -1 1,0 -1 1,0 1 1:100
8 -1 1,0 -1 1,0 -1 1:300
9 1,68 3,68 0 2,0 0 1:200
10 -1,68 0,32 0 2,0 0 1:200
11 0 2,0 1,68 3,68 0 1:200
12 0 2,0 -1,68 0,32 0 1:200
13 0 2,0 0 2,0 1,68 1:75
14 0 2,0 0 2,0 -1,68 1:15000
15 0 2,0 0 2,0 0 1:200
16 0 2,0 0 2,0 0 1:200
17 0 2,0 0 2,0 0 1:200

Fonte: A autora.
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Foi realizado o calculo de um modelo de regressao linear, utilizando
0 software livre Octave, na versdao Guide user interface (GUI), com a rotina
computacional “regression2”'’*. Empregando a EQUACAO 5.1, cujos termos
derivam do modelo de regressdo, foram entdo desenhados graficos de contorno e
superficie de resposta utilizando um template fornecido por Pereira e Pereira-

Filho® no software Excel, de modo a verificar a regido de méaxima desejabilidade

(D).

D = by + byvy + byv, + b33 + by V7 + by 3 + by3v3 + by,
+by3V,V3 + by3y 5 (EQUACA0 5.1)

Sendo y a resposta, b, 0 coeficiente constante que estima o valor
médio populacional de todas as respostas, b;, b, e bs s@o os coeficientes lineares
dos efeitos principais, bi1, b2, € bss sdo 0s coeficientes quadraticos e biz bize b3
correspondes as variaveis e suas interacdes, obtidos a partir do modelo de

regressao’’t,

5.1.8 — Precisao do imunoensaio

A precisdo do imunoensaio foi avaliada de trés maneiras: analise de
7 réplicas de um arranjo; andlise de 7 réplicas de 3 dispositivos construidos no
mesmo dia; e analise de 7 réplicas de 3 dispositivos, cada um construido em um
dia diferente. Os resultados foram expressos em termos de DPR (%), conforme a
EQUACAO 3.2.

5.1.9 — Desempenho do imunoensaio para diagnéstico sorolégico de
hanseniase

O imunoensaio foi aplicado em 49 amostras de soro de pacientes com

hanseniase e individuos sadios. As amostras sdo as mesmas avaliadas no ensaio
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descrito no capitulo anterior, de modo a poder futuramente comparar as duas
plataformas de diagndstico. A analise utilizou um dispositivo para cada amostra,
tendo os resultados obtidos normalizados utilizando a EQUACAO 4.4.2%, Por
fim, construiu-se uma curva ROC foi construida para avaliar a qualidade do

diagnostico clinico fornecido pelo imunossensor desenvolvido.

5.2 — Resultados e discussao
5.2.1 — Eficiéncia do teclado de injecao

A resposta de corrente transiente obtida com o teclado de injecéo foi
comparada com a obtida manualmente, a fim de avaliar sua eficiéncia. Os
resultados podem ser vistos na FIGURA 5.5. E possivel observar que a corrente
transiente obtida com o teclado de injecéo € cerca de 2,5 vezes mais intensa do

que a obtida com a pipetagem do bioconjugado.
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FIGURA 5.5 - (A) Sinal de corrente transiente e (B) grafico de corrente resultante dos eletrodos
de um mesmo arranjo. Adicionou-se sobre os eletrodos o bioconjugado utilizando (e) teclado
de injegdo e (®) pipeta automatica.

Fonte: A autora.

Um sinal de corrente transiente mais alto corresponde a uma maior
concentracdo da enzima ALP na superficie do eletrodo. Isso indica que o teclado
de injecéo foi capaz de atrair mais bioconjugado a superficie eletrodica do que a
adicdo pelo método manual. Deste modo, pode-se considera-lo mais eficiente para

este proposito.
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5.2.2 — Otimizagao das condic¢des experimentais
5.2.2.1 — Ajuste do modelo do planejamento experimental

Para encontrar as melhores condi¢fes experimentais da deteccao de
anti-M. leprae na amostra de soro, foi executado um planejamento fatorial
composto central para maltiplas respostas. Assim, foram utilizados os valores de
AF (%) referentes a trés relacfes: branco e controle (AFg.c), controle e MB (AFc.
ve) € branco ¢ MB (AFg.vg). As variaveis dependentes em seus respectivos niveis
de variacdo, as trés respostas obtidas e a desejabilidade global estdo descritos na
TABELA 5.2, sendo v1 = concentragdo do substrato 1-NPP, v2 = concentracao de
IgG/ALP e v3 = dilui¢do da amostra.

Com base nestes dados, foram calculados trés modelos de regressao
individuais para cada resposta empregando a rotina “regression2” para estabelecer
0s pesos (nivel de importancia) para cada um. Todos os modelos apresentaram
falta de ajuste e baixos valores de regressdo. A segunda resposta (AFc.mg)
apresentou a menor falta de ajuste dentre as trés, de modo que lhe foi atribuido
peso 3. Assim, a matriz de condicdo (critério para otimizacdo das respostas
analiticas) foi montada conforme a TABELA 5.3 para determinacdo da

desejabilidade global utilizando a rotina “help mydes2”.
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TABELA 5.2 - Planejamento fatorial composto central para multiplas respostas para otimizagao
das condigdes experimentais, respostas AF(%) obtidas e desejabilidade (D) calculada

Exp. vi V2 v3  AFs-c (%) AFc-ms (%) AFs-ms (%0) D

1 +1 +1 +1 135,60 -34,85 53,48 0,0231
2 +1 +1 -1 59,85 -16,69 33,18 0
3 +1 -1 +1 211,71 -41,52 82,27 0
4 +1 -1 -1 20,12 45,37 74,63 0,4044
5 -1 +1 +1 223,69 22,66618 297,04 0,4956
6 -1 +1 -1 278,93 9,18 313,73 0,3849
7 -1 -1 +1 249,00 -17,10 189,32 0,1557
8 -1 -1 -1 230,37 -31,15 127,45 0,0566
9 +168 0 0 94,46 -6,88 81,07 0,1631
10 -1,68 0 0 246,32 -18,41 182,57 0,1455
11 0 +1,68 0 317,81 -15,57 252,74 0,1763
12 0 —1,68 0 331,65 27,56 450,61 0,5749
13 0 0 +1,68 741,03 -9,62 660,10 0
14 0 0 —-1,68 90,60 17,65 124,24 0,3459
15 0 0 0 154,58 13,21 188,21 0,3691
16 0 0 0 159,60 9,18 183,45 0,3374
17 0 0 0 152,42 7,33 170,93 0,3171
Fonte: A autora.
TABELA 5.3 - Matriz de condigao

Respostas Objetivo Menor valor ~ Maior valor Importancia

AFg.c (%) Minimizar 20,12 741,03 1

AFc-mg (%) Maximizar -41,52 45,37 3

AFg-ms (%) Maximizar 33,18 660,10 1

Fonte: A autora.

Empregando a EQUACAO 5.1, foi possivel observar que a variavel
de interacéo entre a concentracdo de 1-NPP e a concentracdo de IgG/ALP foi a
mais importante. Entretanto, a varidvel de diluicdo ndo apresentou efeitos

primarios ou de interacdo significativos ao nivel de confianga de 95%, podendo
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ser empregada em qualquer nivel. Os coeficientes mais significativos (bo e biy)
foram submetidos a um novo calculo para avaliar a presenca de novas réplicas e
obter a equacéo do planejamento.

A partir dos dados do novo planejamento, os dados foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA). Observando os valores Fraita de ajuste (0,9889)
frente a0 Fiapelado (4,5502), cuja razdo € maior que 10, pode-se afirmar que o
modelo ndo apresentou falta de ajuste — ou seja, a razéo entre MStata de ajuste € MSep
sdo estatisticamente diferentes. Ademais, a MSyy € a MSys se mostraram
estatisticamente iguais, com um Fyeq (5,0409) > Frapelado (4,5502), 0 que indica que
a regressédo é pouco significativa. O valor de R? foi igual a 0,2575, de modo que
0 modelo pode explicar cerca de 25,75% dos dados no nivel e 95% de confianca.

Empregando somente os coeficientes significativos, obteve-se a
EQUACAO 5.2:

D = bo + blzvle (EQUACAO 52)

Por meio de um teste t com 13 graus de liberdade, verificou-se que
os coeficientes by e b1, foram realmente significativos ao nivel de confianca de
95%. Assim, foi possivel obter a equacdo para cada modelo individual ajustada
para cada resposta. Estdo apresentadas as equacdes de desejabilidade referentes
as respostas de AFg.c (EQUACAO 5.3), AFcwe (EQUACAO 5.4) ¢ AFgus
(EQUACAO 5.5).

D (AFp_c(%)) = 164,66 — 7,46 * v, v, (EQUACAO 5.3)
D (AF;_y5(%)) = 10,34 — 16,94 * v, v, (EQUACAO 5.4)
D (AFg_yp(%)) = 191,03 — 45,53 * v, v, (EQUACAO 5.5)
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5.2.2.2 — Otimizacao das concentragoes de IgG/ALP e 1-NPP

Apbs andlise do modelo de regressao, foi construido o grafico de
contorno e de superficie para as variaveis 1 e 2, apresentados na FIGURA 5.6.
Como pode ser observado, foi possivel identificar duas regides onde pode-se obter
méaxima desejabilidade. Assim, podem ser utilizadas: (1) Concentracdo de 1-NPP
= 0,32 mmol L (valor codificado = —1,68) e concentracdo de IgG/ALP = 3,68
tug mL? (valor codificado = +1,68); (2) Concentracdo de 1-NPP = mmol L*
(valor codificado = +1,68) e concentracdo de IgG/ALP = 0,32 ug mL* (valor
codificado = —1,68).

%
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FIGURA 5.6 - Grafico de contorno referentes a desejabilidade para diferentes concentragdes de
IgG/ALP e 1-NPP, com condi¢des 6timas indicadas.

Fonte: A autora.

Para a escolha da melhor condicéo, as duas condi¢des 6timas obtidas

pelo planejamento foram avaliadas (FIGURA 5.7A), de modo a observar se nao
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h4 comprometimento da qualidade do sinal analitico. Ao utilizar uma
concentracdo baixa de IgG/ALP e alta de 1-NPP (a, em vermelho), € possivel
observar o aspecto de “pico duplo”, indicando uma perturbagdo no sistema
durante a aquisicdo do sinal analitico. Esse aspecto pode ser explicado devido a
dispersdo das moléculas das solucbes de deteccdo durante sua passagem pelo
canal, gerando um gradiente de concentracdo intenso!®®. J& ao utilizar uma
concentracdo alta de IgG/ALP e baixa de 1-NPP (b, em verde), os picos duplos
sd0 menos intensos, indicando que concentracbes mais altas de substrato
diminuem a intensidade deste gradiente de concentracdo e, consequentemente, a
perturbacdo durante a obtencdo do sinal analitico. Assim, é possivel observar que
a qualidade do pico nas condicGes avaliadas é comprometida.

Deste modo, avaliou-se qual condigdo apresentava somente um pico
de oxidacéo e que ficasse proximo de uma alta desejabilidade (c, em azul). Assim,
as condigdes de trabalho empregadas foram 1,0 mmol L (valor codificado = —1)
de 1-NPP e 3,0 mg mL™ (valor codificado = +1) de IgG/ALP. Na FIGURA 5.7B,

é possivel observar o grafico de contorno com a condicéo escolhida indicada.

" 0-0,2
"-0,2-0

( A) Y (B) a— 3.7
100 s a 3,3
b 30
30 e
" 0,6-0,8
~ C u0,4-0,6 33 §
f«:, 204 #0,2-0,4 20 &
= e
N~

—
~

1,3

1,0
0,7

0,3
“a > s X

]
£(s) Variavel 1

FIGURA 5.7 - (A) Sinais de corrente transiente para: a () 1-NPP = 0,32 mmol L' e IgG/ALP
=3,68 ugmL; b (e) 1-NPP = 0,32 mmol L' e IgG/ALP = 0,32 pg mL'; ¢ (®) 1-NPP = 1,00
mmol L e IgG/ALP = 3,00 ng mL"'. (B) Grafico de contorno referentes a desejabilidade para
diferentes concentragdes de [gG/ALP e 1-NPP, com condi¢do escolhida indicada.

Fonte: A autora.
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Substituindo os valores escolhidos das variaveis 1 e 2 nas equacoes,
foi determinado os valores previstos para cada resposta nestas condi¢Ges. Na
TABELA 5.4 estdo apresentados o0s valores previstos para resposta nas condicgdes
escolhidas e os valores obtidos experimentalmente, bem como o erro relativo
entre o previsto e o obtido. O erro relativo referente a resposta AFg.¢ (%) foi baixo,
mostrando que o valor previsto e obtido foi proximo. Para as respostas AFc.ms
(%) e AFg.ms (%), 0 erro relativo foi maior que 46%. Entretanto, considerando
que os valores obtidos entre o controle e a amostra apresentam uma diferenca
significativa, € possivel afirmar que estas condigdes fornecem uma boa diferenca
entre amostras positivas e negativas, de modo que sdo adequadas ao objetivo do

trabalho.

TABELA 5.4 - Valores previstos, valores experimentais e erro relativo referente as condig¢des
utilizadas

Respostas Valor previsto Valor obtido Erro relativo (%)
AFe-c (%) 172,12 168,45 2,13
AFc-vs (%) 27,27 66,00 142,01
AFg-ms (%) 236,56 345,64 46,11

Fonte: A autora.

5.2.2.3 — Curva de diluicdo da amostra

Uma vez que a diluicdo ndo foi significativa no planejamento
experimental, foi construida uma curva analitica com a mesma amostra MB em
diferentes dilui¢bes: 1:400 (mais diluida), 1:350, 1:250, 1:100 e 1:50 (menos
diluida). Observa-se na FIGURA 5.8A que o sinal de corrente transiente néo é
linear com 0 aumento da diluicdo. Isso indica que que ha interferéncia da diluicdo
da amostra na linearidade, de modo que quando esta é mais concentrada (dilui¢es
1:100 e 1:50) h& queda do sinal analitico.

A FIGURA 5.8B apresenta a relagéo entre estas diluigcdes e a resposta

obtida pela normalizacdo do sinal de corrente transiente obtida da amostra com
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relacdo a corrente do branco (soro de bezerro). Novamente, o aumento da corrente
de pico transiente também indica aumento do valor de AF(%). E possivel observar
também que ha aumento de sinal analitico até 1:250, sendo este 0 valor maximo
obtido neste estudo. Deste modo, optou-se por usar uma diluicdo de 1:250 para

assim obter uma resposta analitica mais exata e sensivel nas amostras de soro.
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FIGURA 5.8 - (A) Sinais de corrente transiente para diferentes dilui¢des da amostra de soro
humano: (e) 1:400; (e) 1:350; (@) 1:250; (®) 1:100; (®) 1:50; (®) branco (soro de bezerro) em
cada dilui¢do. (B) Diluicdo da amostra vs AF(%), calculado a partir da resposta de corrente
transiente obtida.

Fonte: A autora.

5.2.3 — Precisao do imunoensaio

Os ensaios de precisdo foram realizados em trés niveis:
intradispositivo, intradias e interdias. Os resultados podem ser conferidos na
FIGURA 5.9. Comparando com 0s ensaios de precisdo realizados para o
imunoensaio desenvolvido com o peptideo APDDPAWQNIFNLRR, foi possivel
observar que o numero de outliers diminuiu, uma vez que o valor de DPR para 7
réplicas obtidas para um mesmo arranjo foi de 4,8%. Isso indica que o teclado de
injecdo, além de proporcionar uma resposta analitica mais intensa, também
diminui consideravelmente o erro ao eliminar a etapa de aplicacdo e

retropipetacdo do ensaio sobre a superficie eletrédica. Deste modo, foram
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utilizadas 7 réplicas de valores de resposta de corrente transiente de cada arranjo

de 8 eletrodos.
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FIGURA 5.9 - Grafico de barras referente ao estudo de precisdo (A) intradias (mesmo dia,
dispositivos diferentes); (B) interdias (dias diferentes); (C) 7 eletrodos de um mesmo
dispositivo.

Fonte: A autora.

Ademais, o DPR obtido para as analises intra e interdias foi igual a
13,3% e 13,6%, respectivamente. Com valores de DPR abaixo de 15,0%, que é o
limite reportado na literatura como aceitavel para imunoensaios®’ 188 pode-se
concluir que o imunoensaio desenvolvido apresenta precisao adequada para uso
em amostra de soro. Além disso, € preciso salientar que mesmo o DPR da corrente
de pico transiente obtida estando dentro dos limites aceitaveis, este valor pode ser

ainda mais baixo ao normalizar os resultados (~11,2%).
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5.2.4 — Desempenho do imunoensaio para diagnéstico sorolégico de
hanseniase

O imunoensaio foi inicialmente aplicado em uma amostra (dilui¢cdo
1:250) de cada coorte (saudavel, PB e MB) e uma amostra de soro fetal bovino
(branco). Os sinais de corrente transiente foram obtidos com a injecéo de 100 pL
de uma solucdo de 1,0 mmol L de 1-NPP. Observando a FIGURA 5.10, ha
diferenca de resposta amperomeétrica entre as amostras hansenianas (PB e MB) e
a saudavel. Entretanto, ndo foi possivel diferenciar significativamente entre os

dois niveis da doenca com base na resposta obtida.
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FIGURA 5.10 - (A) Sinal de corrente transiente e (B) grafico de corrente resultante dos
eletrodos de um mesmo arranjo para amostras: () soro fetal bovino (branco); (®) individuo
saudavel; (o) PB; (o) MB.

Fonte: A autora.

Em seguida, foram avaliadas 46 amostras de soro divididas entre
individuos previamente diagnosticados como saudaveis (n = 19), PB (n = 13) e
MB (n =14). Estes resultados foram comparados entre si com base na EQUACAO
4.4, obtendo-se a variagcdo percentual entre o sinal de corrente transiente da
amostra analisada e o do branco (AF (%)). Deste modo, foi avaliada a capacidade
do imunoensaio para diferenciar amostras hansenianas das de individuos

saudaveis, bem como classificar os casos positivos da doenca.
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Como pode ser observado na FIGURA 5.11, amostras de soro de
individuos negativos para a doenca apresentam valor de AF (%) menores do que
0s apresentados por pacientes positivos. Esta diferenca é estatisticamente
significativa, com p < 0,05, o que indica a eficiéncia do imunoensaio. Entretanto,
diferente do imunoensaio desenvolvido anteriormente, nota-se que ndo ha
diferenca entre as amostras de pacientes PB e MB. Isso indica que 0 ensaio ndo é

capaz de classificar os pacientes positivos, embora seja capaz de identifica-los.

Saudavel

/) PB
400 MB

(7%

e

AF (%)

T T
Saudavel PB MB

FIGURA 5.11 - Diagrama de caixas para os valores de AF(%) encontrados para individuos ()
saudaveis; (®) pacientes PB; e (¢) pacientes MB. (p < 0,05).

Fonte: A autora.

Uma curva ROC também foi utilizada para avaliar a sensibilidade e
especificidade do imunoensaio (FIGURA 5.12). A curva ROC foi obtida por meio
da resposta de AF (%) para individuos negativos para a doenca e positivos (PB +
MB). O imunoensaio foi capaz de diferenciar amostras hansenianas e néo
hansenianas com 88,9% de sensibilidade e 78,9% de especificidade para o valor
de corte de > 148,83%. O valor de AUC igual a 0,8950 indica a eficiéncia do

diagnéstico.
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FIGURA 5.12 - Curva ROC para diagnéstico de hanseniase. Resposta de individuos saudavel
vs pacientes hansenianos PB + MB.

Fonte: A autora.

A capacidade do imunossensor em diferenciar cada coorte de
maneira independente foi avaliada por meio de um diagrama de pontos (FIGURA
5.13), referentes aos resultados obtidos para cada grupo (pontos em eixos
verticais), assinalando também o valor de corte (linha horizontal).

Observa-se alta sensibilidade e especificidade para diagnostico de
casos PB (FIGURA 5.13A) e MB (FIGURA 5.13B). Entretanto, a especificidade
da diferenciacdo entre pacientes PB e MB (FIGURA 5.13C) ¢ de apenas 38,5%,
ndo podendo ser considerada significativa®®®!%, Isso indica que o imunoensaio
pode ser aplicado para o diagnostico de hanseniase (especialmente casos PB), mas

nédo para a classificagdo dos casos positivos.
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FIGURA 5.13 — Diagrama de pontos para diferentes niveis de hanseniase, avaliados
independentemente. (A) saudavel (ndo hansenianos) vs PB; (B) saudéavel (ndo hansenianos) vs
MB; (C) PB vs MB.

Fonte: A autora.

Além disso, utilizou-se um teste t para avaliar se a diferenca obtida
entre 0s grupos é estatisticamente significativa no nivel de 95% de confianca.
Conforme indicado na TABELA 5.5, os valores de t obtidos para a comparagéo
entre amostras PB vs Saudavel e MB vs Saudavel sdo maiores que o t tabelado,
bem como os valores de p sdo menores que 0,05. Deste modo, o imunoensaio foi
capaz de diferenciar entre as amostras positivas e negativas isoladamente com
significancia estatistica. Entretanto, observa-se que o valor de t para PB vs MB ¢
menor que o tabelado e que o p € maior que 0,05. Estes resultados corroboram
com o observado na FIGURA 5.13, que aponta que 0 ensaio ndo é capaz de

distinguir entre as coortes positivas da doenca.
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TABELA 5.5 - Analise da significancia estatistica das diferengas de resposta entre diferentes
grupos individualmente

Saudavel vs PB vs MB vs PB vs
Hanseniano Saudavel Saudével MB

Valor de corte >148,93% >148,93% >179,77% >292,33%
Sensibilidade 88,9% 92,3% 71,4% 85,7%
Especificidade 78,9% 78,9% 89,5% 38,5%
p <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,779
t calculado* 5,471 4,854 4,691 0,407
1 tabelado™ 2,015 2,042 2,040 2,059

* 95% de confianca. Fonte: A autora.

5.3 — Considerac0es parciais

Um magneto-imunoensaio foi desenvolvido utilizando o peptideo
SGLSQVTGLFGVPGL para captura de anticorpos anti-M. leprae. Utilizou-se
um dispositivo microfluidico descartavel para a analise eletroquimica e, para
captura do imunoensaio na superficie eletrodica, um teclado de injecdo. Frente ao
método manual de pipetagem (utilizado no ensaio anterior), o uso do teclado de
injecé@o proporcionou resposta de corrente transiente mais intensa e mais precisa.

Um planejamento experimental com multiplas respostas forneceu as
condi¢Oes Otimas do imunoensaio (concentracdo de IgG/ALP e de 1-NPP). Além
disso, observou-se também que a diluicdo da amostra ndo apresenta resposta
linear. Deste modo, para o restante do trabalho, optou-se por utilizar a amostra
menor diluida (1:250), que apresentou maior resposta eletroquimica.

Utilizando estas condic¢des, o imunoensaio foi avaliado em amostras
de soro humano. A precisdo apresentada pelos ensaios foi alta, com valores de
DPR (%) abaixo de 15%. Ao avaliar cada coorte, observou-se que as amostras
saudaveis apresentam sinal analitico menos intenso que o das amostras
hansenianas. Essa diferenca € estatisticamente significativa no nivel de 95% de

confianca. Observou-se, também, que ndo houve diferenca significativa entre as
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coortes positivas, de modo que ndo € eficiente para a classificacdo de casos
positivos.

Por meio da curva ROC e dos diagramas de pontos, observou-se que
o diagnostico de hanseniase pode ser realizado utilizando o magneto-imunoensaio
desenvolvido, obtendo alta especificidade e sensibilidade. Embora nédo seja
indicado para a classificacdo (sem diferenga estatisticamente significativa no
nivel de 95%), € importante ressaltar que o imunoensaio foi capaz de identificar
com eficiéncia os casos positivos, inclusive os PB, que atualmente sdo o grande

desafio para o diagndstico de hanseniase.



CONCLUSOES

Capitulo 6



106

6 - CONCLUSOES

Neste trabalho, foram desenvolvidos dois magneto-imunoensaios
para diagnostico sorologico de hanseniase. A captura dos anticorpos especificos
foi realizada com peptideos sintéticos, mapeados de proteinas consideradas
biomarcadores estabelecidos na literatura. Utilizou-se um sistema microfluidico e
células eletroquimicas capazes de realizar até 8 réplicas simultaneas, com
resultados obtidos por amperometria.

Para a deteccdo, utilizou-se um dispositivo microfluidico
descartavel, construido com materiais de baixo custo e facil acesso. O dispositivo
foi composto por eletrodos SPCE, construidos por meio da técnica de serigrafia.
A construcao destes eletrodos pode ser considerada robusta, com pouca variagao
de sinal de I, frente a pequenas alteragbes das condi¢des padréo. Além disso,
apresentaram boa estabilidade com o decorrer de 70 dias, com ligeira variacao
entre os valores de 1. Em 23 semanas, porém, observou-se queda no sinal de I, a
partir da semana 7, indicando perda de condutividade do eletrodo.

Os peptideos utilizados para captura especifica de anticorpos anti-M.
leprae, APDDPAWQNIFNLRR e SGLSQVTGLFGVPGL, apresentaram boa
reatividade, com diferenca significativa entre amostra positiva e negativa para
hanseniase na avaliacdo via QCM. @) peptideo
2#QAKTFLDKFNHEAEDLFYQ4,C foi avaliado como controle negativo e néo
diferenciou a amostra positiva da negativa.

O magneto-imunoensaio  desenvolvido com o peptideo
APDDPAWQNIFNLRR foi avaliado em amostras de soro humano. A ancoragem
do peptideo as PMs foi considerada eficiente e as condi¢cdes experimentais 6timas
do ensaio foram obtidas por um planejamento experimental. A curva de diluicdo
indicou que relacdo linear entre AF(%) e concentragdo de anticorpos anti-M.
leprae. A precisdo dos ensaios apresentou valores de DPR (%) abaixo de 15%,

indicando boa reprodutibilidade.
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Ao avaliar cada coorte, observou-se diferenca de resposta entre elas,
sendo estatisticamente significativa no nivel de 95% de confianca. A curva ROC
e os diagramas de pontos construidos com analise das amostras de soro indicam a
eficiéncia do diagnostico da doenca. Além disso, observou-se que 0 imunoensaio
também € eficiente em classificar a doenca, diferenciando claramente os pacientes
PB dos MB por meio do titulo de anticorpos. Assim, o diagnostico e classificacao
da hanseniase pode ser realizado utilizando o magneto-imunoensaio
desenvolvido, com alta especificidade e sensibilidade.

O magneto-imunoensaio  desenvolvido com o peptideo
SGLSQVTGLFGVPGL foi avaliado em amostras de soro humano. Utilizou-se
um teclado de injecdo para captura do imunoensaio na superficie eletrodica, o que
proporcionou resposta de corrente transiente mais intensa e mais precisa do que o
método utilizado no ensaio anterior (pipeta). Um planejamento experimental com
multiplas respostas forneceu as condi¢fes 6timas do imunoensaio (concentracéo
de IgG/ALP e de 1-NPP). Além disso, observou-se que a diluicdo da amostra ndo
apresenta resposta linear. A precisdo dos ensaios apresentou valores de DPR (%)
abaixo de 15%, indicando boa reprodutibilidade. Em especial, a precisdo do
dispositivo (7 eletrodos) apresentou um DPR (%) baixo, resultado do uso do
teclado de injecdo.

Ao avaliar cada coorte, observou-se que as amostras saudaveis
apresentam sinal analitico menos intenso que o das amostras hansenianas, sendo
estatisticamente significativa no nivel de 95% de confianca. O imunoensaio foi
capaz de identificar os pacientes positivos, entretanto, ndo houve diferenca
significativa entre as coortes positivas, de modo que ndo é eficiente para a
classificacdo. Mesmo assim, curva ROC e os diagramas de pontos indicam que o
diagndstico de hanseniase pode ser realizado utilizando 0 magneto-imunoensaio
desenvolvido com alta especificidade e sensibilidade.

Deste modo, os imunoensaios desenvolvidos apresentaram uma

excelente capacidade discriminatoria entre pacientes positivos e negativos, sendo
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capazes até mesmo de identificar pacientes PB com alta sensibilidade,
especificidade e precisdo. Assim, apresentam potencial para orientar o tratamento
adequado, melhorando a qualidade de vida dos pacientes. Métodos simples de
diagndstico podem contribuir significativamente para a queda de novos casos e

futuramente até para eliminacdo da doenca.
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