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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE UM MAGNETO-IMUNOENSAIO PARA
DETECCAO DE ANTICORPOS EM AMOSTRAS DE SORO E APLICACAO
NO DIAGNOSTICO DA COVID-19 E DA COVID LONGA. Em 2019, o virus
denominado Sindrome Respiratdria Aguda Grave Coronavirus 2 (SARS-CoV-2)
causou surpresa global devido a sua alta transmissibilidade, levando a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a declarar a pandemia de COVID-19. O
diagnostico da doenca € predominantemente realizado por RT-PCR e testes
rapidos, ambos com certas limitacGes. A deteccdo de anticorpos é uma estratégia
eficaz para o diagndstico e prognostico, contribuindo para a reducéo da taxa de
transmissdo. Este estudo propde um método diagnostico para detectar anticorpos
IgM, indicativos de infeccdo recente ou ativa, e IgG, para monitoramento pos-
vacinacdo. O imunoensaio proposto consiste em utilizar particulas magnéticas
(PMs) funcionalizadas e modificadas com as proteinas Spike (S) e
Nucleocapsideo (N) do SARS-CoV-2, que reconhecem 0s anticorpos na amostra
de plasma. O método desenvolvido utilizou um dispositivo microfluidico
eletroquimico descartavel contendo oito eletrodos de carbono serigrafados,
permitindo oito analises simultaneamente. O método alcancou um limite de
deteccéo ultrabaixo de 7,13 ag mL™ para anticorpos anti-S IgG, 55,4 ag mL™ para
anti-S IgM e 51 ag mL™* para anti-N 1gG. O método foi testado em amostras de
plasma de individuos saudaveis e pacientes diagnosticados com COVID-19 pela
técnica de RT-PCR. A validacdo do magneto-imunoensaio, avaliada por curva
ROC e grafico de pontos, demonstrou alta especificidade e sensibilidade. Assim,
0 imunoensaio eletroquimico proposto mostrou-se altamente especifico e sensivel
para a deteccdo de anticorpos 1gG e IgM, sendo uma ferramenta Util e rapida para
0 diagnostico da COVID-19 e COVID longa.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A MAGNETO-IMMUNOASSAY FOR DETECTING
ANTIBODIES IN SERUM SAMPLES AND APPLICATION IN THE
DIAGNOSIS OF COVID-19 AND LONG COVID. In 2019, the virus known as
Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) caused a
global surprise due to its high transmissibility, leading the World Health
Organization (WHO) to declare the COVID-19 pandemic. The diagnosis of the
disease is predominantly performed by RT-PCR and rapid tests, both of which
have certain limitations. Antibody detection is an effective strategy for diagnosis
and prognosis, contributing to the reduction of the transmission rate. This study
proposes a diagnostic method to detect IgM antibodies, indicative of recent or
active infection, and IgG antibodies for post-vaccination monitoring. The
proposed immunoassay involves using magnetic particles (MPs) functionalized
and modified with the Spike (S) and Nucleocapsid (N) proteins of SARS-CoV-2,
which recognize antibodies in the plasma sample. The developed method
employed a disposable electrochemical microfluidic device containing eight
screen-printed carbon electrodes, allowing for eight simultaneous analyses. The
method achieved an ultra-low detection limit of 7.13 ag mL* for anti-S IgG
antibodies, 55.4 ag mL* for anti-S IgM, and 51 ag mL* for anti-N 1gG. The
method was tested on plasma samples from healthy individuals and patients
diagnosed with COVID-19 by RT-PCR. The validation of the magneto-
iImmunoassay, evaluated by ROC curve and scatter plot, demonstrated high
specificity and sensitivity. Thus, the proposed electrochemical immunoassay
proved to be highly specific and sensitive for the detection of IgG and IgM
antibodies, making it a useful and rapid tool for the diagnosis of COVID-19 and
long COVID.
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INTRODUCAO

Capitulo 1



1  INTRODUCAO
1.1 Pandemia da COVID-19

O surgimento do SARS-CoV-2, 0 novo coronavirus responsavel pela
pandemia de COVID-19, ocorreu em dezembro de 2019 na cidade de Wuhan,
Chinal. O nome SARS-CoV-2 significa "Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2", reflete sua semelhanca genética com o coronavirus que causou a
epidemia de SARS (Sindrome Respiratdria Aguda Grave) em 2002-20032.
Pertencente a familia Coronaviridae, classe Nidovirales e género
Betacoronavirus, o SARS-CoV-2 compartilha caracteristicas estruturais e
comportamentais com outros coronavirus®, mas possui especificidades que o
tornaram altamente transmissivel e patogénico*.

A répida disseminacdo do virus levou a declaracdo de pandemia pela
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) em marco de 2020°. Desde entdo, o
SARS-CoV-2 causou uma crise global de satde publica, resultando em milhGes
de infeccbes e mortes. A doenca resultante da infeccdo por este virus foi
denominada COVID-19, que significa "Coronavirus Disease 2019"4. Desde o
inicio da pandemia, a COVID-19 teve um impacto devastador, com mais de 775
milhdes de casos confirmados e cerca de 7 milhGes de mortes em todo o0 mundo
até junho de 2024°’. Esses nimeros evidenciam a magnitude da emergéncia
sanitaria que o mundo enfrentou e que necessitou de respostas rapidas e eficazes.

Para combater a disseminacdo do virus, a comunidade cientifica e a
industria farmacéutica mobilizaram-se rapidamente para desenvolver vacinas.
Diversas vacinas foram aprovadas e distribuidas globalmente em tempo recorde,
utilizando tecnologias como mMRNA (Pfizer-BioNTech e Moderna), vetor viral
(AstraZeneca e Johnson & Johnson) e virus inativado (Sinovac e Sinopharm)8?®,
A vacinacdo em massa foi crucial para reduzir a gravidade das infecgdes, controlar
a transmisséo do virus e diminuir significativamente as taxas de mortalidade'®. No
entanto, variantes emergentes do SARS-CoV-2, como as variantes Delta e

Omicron, desafiaram a eficacia das vacinas e resultaram em surtos recorrentes,



ressaltando a necessidade de vigilancia continua e adaptacdes nas formulacdes
vacinaist13,

No Brasil, a pandemia teve um impacto profundo e prolongado. Com
mais de 37 milhdes de casos confirmados e mais de 700 mil mortes®’, o pais
enfrentou desafios consideraveis na gestao da crise sanitaria. A implementacéo de
medidas de contencdo e a distribuicdo de vacinas encontraram obstaculos
logisticos e politicos!*. No entanto, a campanha de vacinagdo avangou, com a
maioria da populagéo ja vacinada ao menos com a primeira dose. Atualmente, o
Brasil esta em uma fase de recuperacdo, mas casos de COVID-19 ainda exigem
vigilancia constante.

Para garantir a protecdo continua da populacdo, é essencial
administrar doses de reforco das vacinas e manter um monitoramento das
variantes emergentes do SARS-CoV-2%°. Nesse contexto, o desenvolvimento
continuo de diagndsticos precisos e a avaliacdo da resposta imunologica ao virus
e as vacinas sdo fundamentais'®. Essas medidas sdo cruciais para prevenir novos

surtos e assegurar a saude publica no futuro.

1.2 O virus SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 € composto por véarias proteinas estruturais
essenciais para sua funcdo e infectividade. Essas proteinas incluem a proteina
Spike (S), a de Membrana (M), a de Envelope (E), a de Nucleocapsideo (N) e o
material genético que é um RNA de fita simples!’. A estrutura do virus SARS-
CoV-2 pode ser observada na FIGURA 1.1.
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FIGURA 1.1 — Morfologia do virus SARS-CoV-2.
Fonte: Adaptada de Kumar, S. et al*8,

Dentre as proteinas constituintes do SARS-CoV-2, a proteina S é
crucial para a infeccdo do hospedeiro. Ela se projeta da superficie do virus e
medeia a ligacdo e fusdo com a célula hospedeiral®. A proteina S é dividida em
duas subunidades: S1, que contém o dominio de ligacdo ao receptor (RBD)
responsavel pela ligacdo ao receptor enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2)
da célula hospedeira, e S2, que facilita a fusdo da membrana viral com a
membrana celular do hospedeiro®. Ja a proteina M é a proteina mais abundante
no envelope do virus. Ela desempenha um papel fundamental na montagem e
morfogénese do virus, dando forma ao envelope viral. Assim, esta proteina
contribui para o empacotamento do genoma do RNA viral?t,

Por sua vez, a proteina E € uma pequena proteina presente no
envelope viral. Ela esta envolvida na montagem e liberacdo do virus e também
pode influenciar a patogenicidade do virus?. Ademais, a proteina N associa-se ao
RNA genbémico viral, formando o nucleocapsideo. Ela € essencial para a

replicacdo do RNA viral e a montagem do novo virus dentro das células



hospedeiras?>24. Além disso, O SARS-CoV-2 possui um genoma de RNA de fita
simples positivo (+RNA). Este RNA ndo apenas codifica as proteinas virais, mas

também serve como molde para a replicagdo do genoma viral®.

1.2.1 Mecanismo de infeccdo do SARS-CoV-2

O mecanismo de infeccdo pelo virus SARS-CoV-2 pode ser separado
em trés etapas principais, sendo: i) ligacdo e entrada na célula hospedeira, ii)
replicacdo do RNA viral; e iii) propagacdo do virus. Primeiramente, a infeccao
pelo SARS-CoV-2 comeca quando a proteina S se liga ao receptor ACEZ2,
presente na superficie das células do hospedeiro, expressa em varios 6rgaos como
no trato respiratdrio, coracdo, pulmdes, trato gastrointestinal e rins?. Apds a
ligacdo, a proteina S é clivada por proteases do hospedeiro, como a TMPRSS2,
ativando a proteina S para mediar a fusdo da membrana viral com a membrana
celular do hospedeiro?’. Esse processo permite que o0 RNA viral entre na célula
hospedeira?,

Uma vez dentro da célula, o RNA viral € traduzido pela maquinaria
celular para produzir poliproteinas virais que sdo clivadas em proteinas
funcionais, incluindo as proteinas envolvidas na replicagdo do RNAZ. O
complexo de replicacdo-transcricdo viral sintetiza novas copias do RNA
gendmico viral e subgenébmico, que sdo necessarios para a traducdo de outras
proteinas virais?>*, Novos virions sdo montados no reticulo endoplasmatico e no
aparelho de Golgi da célula hospedeira, incorporando as proteinas estruturais e o
RNA genbémico viral. Esses novos virions sdo transportados para a superficie
celular em vesiculas e liberados por exocitose, permitindo que o virus infecte
células vizinhas e se espalhe pelo organismo3®32, O mecanismo de infeccdo do
virus SARS-CoV-2 ¢ ilustrado na FIGURA 1.2.
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FIGURA 1.2 — Mecanismo de infeccao e disseminacdo do SARS-CoV-2.
Fonte: Adaptado de LI, Shigin et al.>.

A gravidade da COVID-19 pode ser influenciada por varios fatores,
incluindo a carga viral, a resposta imunolédgica do hospedeiro, a presenca de
comorbidades e a viruléncia da variante especifica do SARS-CoV-2%. As novas
variantes do SARS-CoV-2 surgem devido a mutagbes no genoma viral,
especialmente na proteina S, que pode alterar a afinidade de ligacdo ao receptor
ACE2 e a afinidade a anticorpos neutralizantes®*. Essas mutagGes podem
aumentar a transmissibilidade do virus, como observado nas variantes Alpha,
Delta e Omicron, ou permitir a evasdo parcial da resposta imunologica, tanto

natural quanto induzida por vacinas®.



1.2.2 Fases pos infec¢do pelo SARS-CoV-2

A infeccdo pelo SARS-CoV-2, envolve diversas fases, desde o
periodo de incubacdo até a fase crbnica, incluindo a possibilidade de
desenvolvimento da COVID longa. Compreender essas fases € crucial para o
manejo adequado da doencga e para minimizar suas complicacOes a longo prazo.
O periodo de incubacéo € o intervalo entre a exposi¢do ao virus e o aparecimento
dos primeiros sintomas. Para 0 SARS-CoV-2, esse periodo varia de 2 a 14 dias,
com uma média de 5 a 6 dias*®*8. Durante a incubagdo, o virus se replica
silenciosamente nas vias respiratorias superiores e inferiores, preparando para a
fase aguda.

A fase aguda (FIGURA 1.3) pos infeccdo pelo SARS-CoV-2 é
marcada pelo inicio dos sintomas, que podem incluir febre, tosse, fadiga, perda
de olfato e paladar, entre outros. Essa fase geralmente dura de 7 a 10 dias e pode
ser dividida em dois subperiodos: a proliferacdo viral e a resposta imune inicial®.
Durante os primeiros dias da fase aguda, o virus prolifera rapidamente nas células
epiteliais do trato respiratorio. A carga viral atinge seu pico, especialmente nas
vias respiratérias superiores, tornando a pessoa altamente contagiosa®. A
replicacdo viral massiva pode levar a sintomas respiratorios e sistémicos.
Conforme o sistema imunoldgico reconhece a presenca do virus, inicia-se a
producédo de anticorpos, também conhecidos como imunoglobulinas (Ig). No
corpo humano, sdo produzidos cinco tipos principais de anticorpos: IgA, 1gG,
IgM, IgD e IgE*L. Dentre estes, os anticorpos 1gG e IgM s&o os mais importantes
para neutralizar o virus e prevenir sua disseminagdo. Os anticorpos IgM séo
geralmente os primeiros a serem produzidos apds a exposi¢do a um antigeno, com
uma meia-vida curta, indicando infecgéo recente. Os anticorpos 1gG, por sua vez,
sdo produzidos posteriormente e possuem uma meia-vida maior, sendo
responsaveis pela imunidade de longo prazo e memaria imunolégica*-*4. Assim,

a carga viral diminui & medida que o sistema imunoldgico controla a infec¢do. No



entanto, a eliminacdo completa do virus pode demorar, especialmente em casos

graves e em pacientes imunocomprometidos®.
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FIGURA 1.3 - Intensidade da resposta imunoldgica versus dias de infeccdo e principais testes
a serem realizados.
Fonte Xavier, A. R et al®®.

A fase poés-aguda, também conhecida como fase continua, é
caracterizada pela persisténcia dos sintomas ou pelo desenvolvimento de sequelas
apds trés semanas do inicio dos sintomas*. Durante essa fase, a carga viral
comeca a diminuir significativamente, mas o processo de recuperacédo ainda esta
em andamento. A resposta imune continua a se desenvolver, com 0s niveis de
anticorpos 1gG aumentando e proporcionando uma protecdo mais duradoura®,
Alguns pacientes podem experimentar sintomas persistentes, como fadiga e tosse,

enquanto 0 corpo se recupera“®.



A fase cronica se refere aos sintomas e complicacdes que persistem
por mais de 12 semanas ap0s a fase aguda da infeccdo. As fases pds-aguda e
cronica sdo designadas coletivamente como COVID longa®*#’. Aproximadamente
10% a 30% dos pacientes podem desenvolver essa condicdo®®. A COVID longa é
caracterizada por uma variedade de sintomas persistentes, incluindo fadiga
extrema, falta de ar, dores musculares e articulares, problemas cognitivos, e
sintomas neuroldgicos**-°1, Esses sintomas podem durar meses e tém um impacto
significativo na qualidade de vida dos pacientes. A patogénese da COVID longa
ainda esta sendo estudada, mas acredita-se que esteja relacionada a uma resposta
imunoldgica prolongada, inflamacdo persistente e danos residuais aos 6rgéaos
causados pela infecgdo aguda®.

O entendimento detalhado das fases pds-infeccdo pelo SARS-CoV-
2 é crucial para o manejo clinico eficaz da COVID-19 e suas complicac@es a longo
prazo. ldentificar os fatores que contribuem para a COVID longa e desenvolver
estratégias para mitigar seus efeitos € essencial para melhorar a qualidade de vida
dos pacientes e reduzir o impacto global da pandemia®®°2, A pesquisa continua é
necessaria para elucidar os mecanismos subjacentes a essas fases e para

desenvolver intervencdes terapéuticas mais eficazes.

1.3 Meétodos de diagnéstico da COVID-19

Atualmente, a vacinacdo € a principal estratégia para prevenir e
controlar a propagacdo do virus®. No entanto, continuam ocorrendo casos de
infeccdo, mortes e surgimento de novas variantes, gerando novas ondas de
contagio e aumentando o nimero de dbitos. Portanto, é ainda essencial manter
cuidados especificos e realizar diagndsticos para controlar novos surtos. Nesse
sentido, os métodos mais empregados em larga escala séo classificados (FIGURA
1.4) como métodos moleculares e sorologicos. Para diagnostico da COVID-19, os
métodos moleculares detectam a presenca de material genético (RNA) do virus

em uma amostra como o de rea¢cdo em cadeia da polimerase de transcri¢éo reversa
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(RT-PCR, do inglés Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction). Em
contrapartida, os métodos soroldgicos detectam a presenca de anticorpos ou
antigenos na amostra como os testes rapidos de fluxo lateral (LFA, do inglés
Lateral Flow Assay) e 0 ensaio de imunoabsorcédo enzimatica (ELISA, do inglés
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)®**°. Para a detec¢do do SARS-CoV-2, 0s
biomarcadores mais usados sdo 0s anticorpos e as proteinas N e S do virus®,
sendo que a proteina S o alvo mais promissor devido a sua alta afinidade com o
receptor ACE2, sendo que alguns estudos indicam que essa afinidade tende a

aumentar com as mutacoes virais®’.

Estratégia de detec¢io do SARS-CoV-2

Testes moleculares Testes sorologicos
RT-PCR Imunocromatograficos Imunoenzimatico ‘
OVID-19
.(,:ﬂm-dr\n & . )
Test 4
Amostras positivas | Amostras negativas
e OO s )un)

FIGURA 1.4 — Métodos de diagnostico da COVID-19 disponiveis comercialmente: testes
moleculares (alvo: RNA) e testes sorologicos (alvo: antigenos e/ou anticorpos).

Fonte: proprio autor.

Dentre esses métodos, 0 RT-PCR € considerado o padrdo ouro para
o diagndstico da COVID-19%. Este método envolve a transcricdo reversa do RNA
viral em DNA complementar (cDNA), seguida pela amplificacdo desse cDNA
através da reacdo em cadeia da polimerase. A técnica permite a deteccdo de
quantidades minimas de material genético do virus, garantindo a
sensibilidade®®, No RT-PCR é mais comumente utilizada amostras swabs

nasofaringeos e orofaringeos®!, e menos usualmente saliva®2. Este método é mais
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adequado durante a fase aguda da infeccéo, geralmente nos primeiros dias apds o
aparecimento dos sintomas, quando a carga viral é mais alta®. Entretanto, o RT-
PCR apresenta limitagdes como o custo elevado dos insumos e equipamentos, a
necessidade de médo de obra especializada, baixa disponibilidade da técnica,
restrito a grandes laboratorios e centros de pesquisa e 0 longo tempo para obtencéo
dos resultados®®®°. Ademais, para a COVID-19, o RT-PCR é altamente
dependente da qualidade da coleta da amostra, que pode afetar a quantidade de
RNA viral a ser detectado. Além disso, apesar de ser sensivel, o RT-PCR ¢
essencialmente qualitativo, indicando apenas a presenca ou auséncia do virus®e.

Por outro lado, os testes rapidos de LFA sdo amplamente utilizados
para a deteccédo de antigenos virais ou anticorpos especificos contra 0 SARS-CoV-
2. Estes testes baseiam-se na interacdo especifica antigeno-anticorpo e oferecem
resultados em cerca de 15-30 min®’. A capacidade de aplicacdo em ambientes de
ponto de atendimento ao paciente (POC, do inglés Point-of-Care) e a
comercializagdo ampla sdo pontos positivos desta técnica®. Além disso, os LFA
sdo versateis na deteccdo tanto de antigenos virais quanto de anticorpos. No
entanto, os LFAs apresentam algumas limitagdes significativas como: alta
probabilidade de resultados incorretos como falsos positivos e falsos negativos,
resultados puramente qualitativos e a variabilidade na sensibilidade e
especificidade clinica, dependendo da qualidade do teste®®°. Assim, na maioria
dos casos € necessario utilizar a RT-PCR posteriormente para confirmar
efetivamente um possivel diagnéstico positivo’®?,

Por fim, o ELISA é uma técnica amplamente utilizada para a
deteccdo de anticorpos ou antigenos especificos em amostras bioldgicas,
utilizando a interagdo antigeno-anticorpo seguida por uma reagdo enzimatica’.
As vantagens do ELISA incluem alta especificidade na interacdo antigeno-
anticorpo, confiabilidade e a capacidade de fornecer andlises qualitativas e
quantitativas dos niveis de antigenos ou anticorpos’®. Apesar disto, a técnica néo

foi largamente utilizada para o diagndstico de COVID-19, sendo a prevaléncia do
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RT-PCR. O ELISA, apresenta limitacOes como o custo elevado dos equipamentos
e reagentes, a necessidade de grandes quantidades de amostras e insumos, e a
inadequacdo para uso como POC devido a sua natureza laboratorial™®. Diante
disso, diversos estudos e métodos alternativos visando o diagndstico da COVID-
19 vém sendo desenvolvidos a fim de suprir as principais limitacdes das técnicas
como RT-PCR, LFA e ELISA.

1.3.1 Métodos alternativos para diagnéstico da COVID-19

Desde o surgimento da pandemia da COVID-19, diversos metodos
alternativos as técnicas padrdo tém sido desenvolvidos para auxiliar no
diagnostico da COVID-19. Nesse sentido, pode-se destacar métodos baseados em
amplificacdo isotérmica medida por loop de transcricéo reversa (RT-LAMP)™>76,
amplificacdo da polimerase recombinante de transcricdo reversa (RT-RPA)’""8,
amplificacdo assistida por recombinase de transcricdo reversa (RT-RAA),
métodos baseados em repeti¢des palindromicas curtas agrupadas e regularmente
interespacadas (CRISPR)®-82  espectrometria de massas®®4, raios-X®&,
tomografia computadorizada®®®’ e ultrassom®. Além disso, 0s sensores
eletroquimicos tém emergido como uma alternativa promissora para auxiliar no
diagnostico da COVID-19 por apresentarem vantagens importantes como baixo
custo de andlise, simplicidade, rapidez na obtencdo de resultados, deteccéo
quantitativa com alta sensibilidade e seletividade, potencial de portabilidade e
custo-efetividade®®°L. Portanto, ha grande interesse e elevadas perspectivas no
uso de sensores eletroquimicos para o diagndstico e gestdo do surto de SARS-
CoV-2, podendo ser facilmente adaptado para outras doencas e possiveis futuras

epidemias®,

1.4 Biossensores e imunossensores

Dentre os sensores eletroquimicos, pode-se destacar 0s biossensores

que sdo dispositivos que usam elementos biolodgicos (biorreceptores) para
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interagir com o analito de interesse e converte as respostas de reacdes bioguimicas
em um sinal adequado para medicdo. Os biossensores podem ser classificados de
acordo com o biorreceptor usado e o transdutor empregado. Portanto, os
biossensores podem ser nomeados como: i) aptassensores quando aptameros sao
usados como biorreceptor; ii) genossensores quando uma sequéncia de RNA ou
DNA é usada para deteccédo de alvo, iii) enzimaticos quando sdo usadas enzimas,
iv) microbianos quando empregado microrganismos como elementos biologicos
em biossensores e v) imunossensores ao empregar interacdo antigeno/anticorpo
para deteccdo. Além disso, 0s biossensores eletroquimicos podem ser
classificados de acordo com o transdutor utilizado como condutomeétrico,
voltamétrico, amperométrico e impedimétrico®,

Nesse sentido, 0os imunossensores sao baseados na formacdo de um
imunocomplexo e diversas aplicacbes podem ser observadas na literatura,
incluindo monitoramento ambiental®®, controle de qualidade de alimentos e
analises clinicas®. Portanto, a estratégia de deteccdo pode variar conforme as
particularidades da anélise — tipo de amostra, alvo escolhido, objetivo da deteccao.
Além disso, o biorreceptor por ser responsavel pela seletividade da deteccdo, deve
ser escolhido com cautela®®’. Para diagnosticos, é comum o uso de
Imunossensores para monitorar uma substancia relacionada a doenca que se quer
identificar. Deste modo, qualquer proteina relacionada a um processo bioldgico
cuja concentracdo possa ser monitorada é passivel de ser aplicada como um
biomarcador®®°,

Nesse sentido, hd métodos que utilizam anticorpos como
biorreceptores para detectar um antigeno especifico. Estes metodos séo
comumente utilizados para identificar a fase aguda de uma infeccéo, podendo
fornecer dados acerca da gravidade da doenca. Por outro lado, ha também
sistemas cujo objetivo é detectar anticorpos, utilizando para isso um antigeno
como biorreceptor. Usar um anticorpo como biomarcador pode ser uma

ferramenta valiosa para monitorar a resposta imune causada por uma infecgéo ou
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por uma vacina, avaliando quanto tempo os anticorpos produzidos permanecem
ativos no organismo. Assim, € possivel estimar se a doenca pode ser contraida

novamente, se a vacina é eficaz e em quanto tempo deve ser reforcadal®,

1.5 Imunoensaios

Os imunoensaios sdo métodos que utilizam a interacdo especifica
entre antigeno e anticorpo. O antigeno pode ser um patdgeno como virus e
bactérias ou substancias como toxinas e alérgenos!®. Por outro lado, 0s anticorpos
sdo proteinas produzidas pelos linfocitos B do sistema imunoldgico em resposta
a presenca de ameaca detectada no organismol®2. Os anticorpos tém
aproximadamente 150 kDa de massa molecular e sdo constituidos por quatro
cadeias polipeptidicas: duas cadeias leves (~25 kDa) e duas cadeias pesadas (~50
kDa), que juntas formam uma estrutura em forma de Y%, conforme apresentado
na FIGURA 1.5. O fragmento de ligacdo ao antigeno (Fab) é composto por duas
regides principais: a regido variavel e a regido constante®?, A regido variavel é
responsavel pela especificidade de ligacdo ao antigeno, permitindo que o
anticorpo reconheca e se ligue a um epitopo especifico do antigeno. Ja a regido
constante determina a classe do anticorpo (IgG, IgM, IgA, etc.) e medeia a
interacdo com outras moléculas do sistema imunoldgico'®. O fragmento
cristalizavel (Fc) ndo se liga ao antigeno, mas pode se ligar a receptores Fc em

células do sistema imunoldgico, como macréfagos e células NK1%2,



15

Sitio de ligacao
a0 antigeno N
Regiao
constante

Regido

variavel Fragmento
Cadeia leve Fap
(CL)
Fragmento

Cadeia pesada
(CP)

Fe

FIGURA 1.5 — Estrutura de um anticorpo composto por cadeias leves e pesadas e fragmentos
Fab e Fc.
Fonte: Adaptado de Moser, M; Leo, O%,

Em um imunoensaio, o anticorpo (Ab) combina-se ao antigeno (Ag)
formando um imunocomplexo (AbAg) de forma altamente especifica. O
imunocomplexo é caracterizado pela constante de afinidade (Ka) definida pela
concentragdo do imunocomplexo, e do antigeno livre e sitios livres dos anticorpos
no equilibrio'®, como mostrado na EQUACAO 1.1.

_ [AgADb]

— EQUACAO 1.1
[Ag][AD] QUAG

Ag + Ab s AgAb Ka

Os valores de Ka para reacdo de formacdo de um imunocomplexo
podem chegar até 10 L mol™*!%, Assim, os imunocomplexos séo considerados

praticamente irreversiveis devido a constante de afinidade ser muito grande o que
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torna o sensor de uso Unico'®. A ligacédo especifica antigeno-anticorpo permite
obter métodos analiticos confidveis, com baixos limites de deteccdo e de alta
sensibilidade e seletividade, especialmente vantajosos para deteccoes
eletroquimicast®1%, Esse método tem sido amplamente utilizado para quantificar
anticorpos ou antigenos em diversas amostras bioldgicas, como sangue!'?,
salivall, urinal?, entre outros fluidos biolégicost3-115,

A interacdo antigeno-anticorpos nos sensores eletroquimicos
também pode ser empregada para a deteccdo de anticorpos. Neste caso, é
necessario a resposta imunologica do organismo, que leva de 4 a 7 dias para se
desenvolver apds o contagio**. Contudo, a deteccdo de anticorpos IgM permite
diagnosticar casos recentes de contaminagdo, enquanto a detecc¢ao de anticorpos
IgG ndo sO possibilita o diagndstico de infeccBes passadas, como também

possibilita o0 monitoramento da doenca e a avaliacédo da eficcia das vacinas!?®,

1.6 Sensores eletroquimicos para auxiliar no diagnostico da
COVID-19

Na literatura, diversos tipos de sensores eletroquimicos para auxiliar
no diagnostico da COVID-19 podem ser encontrados. Entre eles estédo sensores
baseados em eletroquimiluminescéncia (ECL)"-12, fotoeletroquimicos!?:123,
potenciométricos'?41? e de transistor de efeito de campo (FET)'%6-128, No entanto,
a maioria dos sensores eletroquimicos relatados utiliza principalmente técnicas
voltamétricas, impedimétricas e amperométricas. Ademais, o alvo também varia,
de modo que estes sistemas podem ser utilizados para detectar antigenos ou

anticorpos especificos do SARS-CoV-2.

1.6.1 Sensores eletroguimicos para deteccdo de SARS-CoV-2
Entre os sensores eletroquimicos desenvolvidos para a deteccdo do
virus SARS-CoV-2, é possivel classificar as metodologias com base na técnica

empregada. Dentro da categoria de sensores voltamétricos, destacam-se aqueles
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que empregam voltametria de onda quadrada (SWV, do inglés Square Wave
Voltammetry) e voltametria de pulso diferencial (DPV, do inglés Differential
Pulse Voltammetry). Além disso, dentre 0s sensores voltamétricos, varios
trabalhos desenvolvidos foram de biossensores que utilizaram a enzima ACE2
para a deteccdo da proteina S do SARS-CoV-2'2%130 Também foram
desenvolvidos imunossensores nos quais utilizaram anticorpos especificos como
biorreceptores para detectar proteinas virais S-137 ¢ N138-140 aptassensores no
qual utilizaram aptameros especificos para as proteinas S#1-143e N1441% do virus,
enquanto genossensores utilizam sondas de cDNA para detectar o RNA do SARS-
CoV-2 nas amostras'4®-148, Além disso, sensores baseados em polimero impresso
molecularmente (MIP, do inglés Molecularly Imprinted Polymer) também séo
relatados para detectar alvos da COVID-19149150,

Além dos sensores voltamétricos, ha varios sensores impedimétricos
desenvolvidos para deteccdo do SARS-CoV-2 como biossensores®™®i1%4
imunossensores'®1% e aptassensores'®®1%3, Sensores de espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIS, do inglés: Electrochemical Impedance
Spectroscopy) medem mudancas na resisténcia elétrica quando um analito se liga
ao Dbiorreceptor no eletrodo. Sensores com deteccdo por amperometria ou
cronoamperometria também sdo frequentes na literatura, assim como as
variedades de imunossensores!®+1% e genossensores!e®.

Os sensores eletroquimicos para o diagnéstico da COVID-19 tém
avancado significativamente desde 2020. A modificacdo dos eletrodos com
nanomateriais, a utilizacdo de biorreceptores especificos e a utilizacdo de
amostras reais permitem a deteccao de proteinas virais e RNA do SARS-CoV-2 e

a validacdo dos metodos desenvolvidos.

1.6.2 Importancia da deteccao de anticorpos

Além do desenvolvimento de imunossensores para a deteccdo de

antigenos do SARS-CoV-2, a deteccdo de anticorpos também é essencial para o
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diagndstico da COVID-19. Essa abordagem permite identificar infeccdes recentes
(IgM) e passadas (IgG) pelo SARS-CoV-2%7, A determinagdo de anticorpos pode
auxiliar no diagndstico de individuos vacinados (soroconvertidos), uma vez que
as respostas imunologicas em individuos vacinados ndo apresentam anticorpos
anti-N, sendo os anti-N um biomarcador natural*®®!%®, Estudos revizados na
literatura sugerem que os niveis de anticorpos anti-S ap0s a vacinagao sao maiores
do que em individuos previamente infectados de forma natural pelo SARS-CoV-
2168-172 Dessa forma, a detecgdo de anticorpos contra 0 SARS-CoV-2 pode ajudar
a identificar individuos soropositivos, soronegativos e soroconvertidos.

Além de auxiliar no diagndstico da infeccdo, a deteccdo de
anticorpos 1gG é crucial para monitorar a eficicia das vacinas e avaliar a duragao
da imunidade adquirida %%, Para aqueles que sofrem de COVID longa, a
identificacdo dos anticorpos pode fornecer informacdes sobre a persisténcia da
resposta imunologica, ajudar a distinguir entre sintomas prolongados de uma
infeccdo passada e novas infeccdes, e auxiliar no desenvolvimento de estratégias
de tratamento. Portanto, a deteccédo de anticorpos desempenha um papel vital na
gestdo e compreensdo da COVID-19, tanto em termos de diagnostico quanto no
desenvolvimento de vacinas, no monitoramento pds-vacinagdo e na avaliacdo de

condicdes de longo prazo*”.

1.6.3 Sensores eletroquimicos para deteccdo de anticorpos contra o
SARS-CoV-2

Além do desenvolvimento de sensores para deteccdo do virus, ha
estudos recentes que exploram a deteccao de anticorpos IgM e 1gG. Diferentes
técnicas eletroquimicas, como SWVBLI4-16 - pp\177-182 - F|G176183-189 o (e
amperometrial®-1%2 sio utilizadas para a deteccéo desses anticorpos.

Nos desenvolvimentos de imunossensores para diagndstico da
COVID-19, vérios nanomateriais foram empregados para modificar os eletrodos

de trabalho. Essas modificacbes aumentam a eficiéncia de imobilizagdo dos
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biorreceptores e amplificam o sinal analitico'®3. Assim, muitos estudos empregam
estratégias variadas para modificar os sensores, utilizando materiais como
nanoparticulas de ouro (AuNPs)!’®8 nanoparticulas de diéxido de titanio®,
oxido de grafeno (GO, do inglés Graphene Oxide)3*"7, GO reduzido!80181.188
nanotubos de carbono (CNTs)!®, nanofios de oxido de zinco'®, ouro
eletrodepositado!’4176.177.179 = nanoparticulas de hidréxido de niquel*® ou
biomoléculas como estreptavidina'®.

Limites de deteccao extremamente baixos foram obtidos em diversos
trabalhos. Por exemplo, Liv et al.}’* desenvolveram um imunossensor com
eletrodo de carbono vitreo modificado com a proteina S, alcancando um limite de
deteccdo de 0,03 fg mL™L. Outro exemplo é o trabalho de Rahmati et al.*2, que
desenvolveram um imunossensor modificado com nanoparticulas de hidréxido de
niquel eletrodepositado para imobilizacdo da proteina S, detectando anticorpos
IgM e 1gG contra a proteina S do SARS-CoV-2 com um limite de detec¢édo de 0,3
fg mL™.

Além disso, imunossensores eletroquimicos para diagndstico e
monitoramento da COVID-19 por meio da detec¢édo de anticorpos tém mostrado
6timos resultados de sensibilidade e especificidade. 1sso comprova sua eficacia
na capacidade de diagnéstico. Os avancos na deteccdo eletroquimica de
anticorpos contra 0 SARS-CoV-2 tém grande potencial para melhorar o
diagnéstico da COVID-19. A diversidade de sensores permite uma detecgédo
especifica e sensivel dos anticorpos. A combinacdo dessas tecnologias pode
proporcionar métodos de diagndstico mais eficazes e acessiveis, contribuindo

significativamente para o controle de novos surtos.

1.7 Particulas magnéticas em imunoensaios
As particulas magnéticas (PMs) sdo tipicamente compostas por
oxidos de ferro como magnetita (FesO4) e maghemita (y-Fe,03)'%. Essas

particulas podem ser sintetizadas ou adquiridas em diversos tamanhos e com
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varios possiveis grupos funcionais na superficie, como tiol, aminas, carboxilas e
hidroxilas'®. Os grupos funcionais permitem a imobilizacdo de diversos tipos de
materiais bioldgicos como anticorpos, proteinas, enzimas e sondas de DNA e
RNA, garantindo adaptacdo a diferentes finalidades analiticas!®®, conforme
apresentado na FIGURA 1.6. A principal vantagem das PMs consiste na sua
biocompatilidade com materiais biologicos e sua ampla area superficial, que
possibilita a imobilizacdo de uma quantidade significativa de biomoléculas®’. A
exemplo, Mani et. al.**® relatou que em uma PM com didmetro de 1 um é possivel
imobilizar entre 200.000 a 400.000 enzimas como a Horseradish Peroxidase
(HRP) e entre 90.000 a 120.000 anticorpos.

Materiais bioldgicos
HS_ SRR NN Sondas de DNA/RNA
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Proteinas
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& Peptideos
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FIGURA 1.6 — Representacdo das PMs funcionalizadas e modificadas com diferentes materiais
bioldgicos.
Fonte: préprio autor.

Os imunoensaios baseados em PMs, conhecidos como magneto-
imunoensaios, sdo altamente eficientes na captura e pré-concentracdo do
analito!®. A aplicacdo de campos magnéticos externos, como o uso de imés por
exemplo, permite a separacgdo eficaz das PMs e das biomoléculas nelas ancoradas
dos demais componentes da amostra, melhorando a sensibilidade, o que pode

levar a uma maior precisdo do ensaio?®. Além disso, as propriedades magnéticas
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facilitam os processos de lavagem entre etapas de conjugacdo. Esse método é
especialmente atil para analises em matrizes biologicas complexas, onde a
remocdo de interferentes é de extrema importancia®®l. Ademais, a separacéo
magnética também pode garantir a pré-concentracdo do analito para amplificacédo
do sinal analitico?®?,

Por conseguinte, as PMs tém sido amplamente empregadas em
ensaios para diagndsticos clinicos como hanseniase?®, doenca de Alzheimer?®,
Zika®® e cancer de cabeca e pesco¢o?®, assim como para diagnostico da COVID-
19 por meio da deteccdo das proteinast*0164207 RNA do virus?® ou anticorpos
contra 0 SARS-CoV-22%°, A exemplo, em um trabalho foi desenvolvido um
magneto-imunoensaio para detec¢do do SARS-CoV-2 em amostras de saliva®,
Nesse estudo, as PMs foram revestidas com peptideos que mimetizam a enzima
ACE2 para captura da proteina S do SARS-CoV-2. A detecc¢do eletroquimica foi
mediada por AuNPs, e 0 método apresentou alta sensibilidade para o diagnostico
da COVID-19, permitindo discriminar as amostras de individuos saudaveis e
pacientes diagnosticados por RT-PCR.

Outro exemplo é o trabalho de Torrente-Rodriguez et al.?*®, onde
foram desenvolvidas bioplataformas nas quais as proteinas N e S do SARS-CoV-
2 foram imobilizadas nas PMs. Essas bioplataformas foram utilizadas para
detectar anticorpos (IgM, IgG e IgA) em soros de individuos infectados ou
vacinados com as vacinas Pfizer-BioNTech ou AstraZeneca. O ensaio indireto foi
aplicado, com a adi¢do de um segundo anticorpo conjugado com a enzima HRP,
e a deteccdo eletroquimica foi realizada por meio do ciclo catalitico da enzima. A
bioplataforma desenvolvida apresentou excelentes resultados de sensibilidade,
sendo eficaz tanto para o diagnostico da COVID-19 quanto para a avaliacdo de
variantes da proteina S do SARS-CoV-2.

Ademais, a aplicacdo de PMs em magneto-imunoensaios acoplados
a dispositivos eletroquimicos descartaveis € extremamente importante para o

desenvolvimento de uma metodologia rapida, de baixo custo, eficiente e precisa,
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essencial para aplicacdes clinicas e epidemioldgicas em larga escala?®?. Além
disso, a imobilizacédo de proteinas como a S e a N do SARS-CoV-2 em PMs pode
ser fundamental para o desenvolvimento de imunoensaios destinados a deteccao
e quantificacdo de anticorpos IgG e IgM. Isso pode auxiliar no diagnostico preciso
da COVID-19, na avaliacdo de casos de COVID longa e no monitoramento de

niveis de anticorpos em individuos vacinados.

1.8 Dispositivos eletroquimicos descartaveis

Sensores eletroquimicos sdo altamente versateis na aplicacdo devido
a sua capacidade de serem fabricados com uma variedade de materiais. Eletrodos
como carbono vitreo, ouro e platina sdo comumente empregados devido a sua
ampla janela de potencial, caracteristicas essenciais para aplicacdes analiticas. No
entanto, na area das analises clinicas, 0s sensores e dispositivos descartaveis tém
se destacado significativamente. Estes dispositivos sdo atrativos devido ao seu
custo reduzido, capacidade de producdo em larga escala e adaptacdo para uso em
POC?%, Além disso, ndo requerem renovagcdo da superficie do eletrodo entre as
medidas, uma vez que sdo descartados ap0s o uso, permitindo uma frequéncia
analitica mais elevada. Essa caracteristica é crucial para realizar maltiplas analises
rapidamente, aumentando a eficiéncia diagndstica e 0 monitoramento continuo de

pacientes.

1.8.1 Eletrodos serigrafados

Eletrodos serigrafados (SPEs, do inglés Screen-Printed Electrodes)
sdo fabricados aplicando uma tinta condutora sobre um substrato isolante, como
PVC, poliéster, alumina, ceramica, tecido®'! ou papel?*?. A técnica de serigrafia é
amplamente utilizada para este fim, permitindo a producao de eletrodos com boa
reprodutibilidade e diferentes formatos?'®, conforme apresentado na FIGURA 1.7.
As tintas disponiveis no mercado, feitas de carbono, prata ou ouro, influenciam

diretamente as propriedades eletroquimicas do sensor?*t, A producdo de eletrodos
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por serigrafia € simples e de baixo custo, requerendo apenas a tinta condutora, o

substrato, um molde com o layout do eletrodo, um rodo para aplicacdo da tinta e

U B)I[ |

uma estufa para cura‘*,

L/

FIGURA 1.7 — SPEs em diferentes formatos e em arranjos de oito eletrodos para aplicacfes
simultaneas. Sendo: (A) Célula unitaria completa, (B) arranjo de oito células eletroquimicas
completas, (C) arranjo contendo oito eletrodos de trabalho e (D) arranjo contendo os eletrodos
de referéncia e contra eletrodo.

Fonte: proprio autor.

Assim, o0s SPEs podem ser produzidos em laboratorio,
proporcionando um método econdmico e acessivel para a construcdo de
dispositivos descartaveis. Por exemplo, Afonso et al.?!® desenvolveram SPEs

utilizando tinta condutora de carbono e folhas de poliéster, que sdo moldaveis em
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altas temperaturas e reciclaveis. Eles utilizaram uma impressora de corte
eletrbnica para formar uma mascara negativa em vinil adesivo, permitindo a
producdo manual dos SPEs sem a necessidade de maquinas especificas para
realizacdo da serigrafia. Este método reduz significativamente o custo de
producao dos dispositivos.

A serigrafia possibilita a fabricagéo de células eletroquimicas inteiras
em tamanho miniaturizado, reduzindo o consumo de amostras e reagentes?,
Estes dispositivos sdo amplamente aplicados em analises clinicas?!4217:218
ambientais e de alimentos?'®, e podem ser produzidos em arranjos que permitem
até oito analises simultaneas, tornando-os adequados para analises de rotina e
potencialmente convertiveis para dispositivos POC. A utilizacdo de SPEs como
eletrodos descartaveis e sua miniaturizacdo para acoplamento em sistemas
microfluidicos sdo de extrema importancia para o desenvolvimento de métodos
analiticos portateis, rapidos e de baixo custo, essenciais para diagnosticos em

ambientes com recursos limitados?2.

1.9 Sistema microfluidico

Sistemas microfluidicos sdo dispositivos que operam com 0
transporte de fluidos em canais de dimensfes micrométricas, com um volume
interno méaximo de 100 pL?2222, A principal vantagem destes sistemas é a
capacidade de realizar analises com volumes de micro ou nanolitros de reagentes
e amostras, o que reduz custos e gera poucos residuos???. No contexto das analises
clinicas, dispositivos microfluidicos descartaveis compostos por SPEs séo
notavelmente vantajosos devido a simplicidade de fabricacdo e manuseio. Além
disso, sensores eletroquimicos mantém alta sensibilidade mesmo em tamanhos
reduzidos, tornando-os ideais para integracdo em sistemas microfluidicos??3. A
entrega automatizada de fluidos a plataforma de deteccdo aumenta a precisao e a
portabilidade do sistema, minimizando o manuseio e 0 risco de contaminagao,

além de reduzir a necessidade de treinamento especializado??.
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Neste sentido, as plataformas microfluidicas com deteccéo
eletroquimica sdo amplamente aplicadas em analises clinicas e no
desenvolvimento de sistemas de diagnosticos POC devido ao baixo consumo de
reagentes, baixo custo e potencial de automacéo??®>?2°. Nosso grupo de pesquisa
tem avancado na fabricacdo rapida de tais dispositivos, utilizando filmes adesivos
como cartdo de poliestireno com adesivo dupla face recortado com impressora
doméstica para criar canais microfluidicos. A integracdo de SPEs como eletrodos
descartaveis em sistemas microfluidicos justifica-se pela necessidade de métodos
analiticos portateis, rapidos e de baixo custo, essenciais para diagndsticos em
ambientes com recursos limitados.

A exemplo, um trabalho desenvolveu um magneto-imunoensaio com
uso da microfluidica e eletrodos descartaveis para diagnostico sorologico da
hanseniase?®®. Nesse estudo, peptideos sintéticos de epitopos especificos da
bactéria Mycobacterium leprae foram imobilizados na superficie das PMs para a
captura de anticorpos anti-M. leprae IgG em amostras de soro humano. Foi
realizado um magneto-imunoensaio do tipo indireto, no qual posteriormente foi
adicionado um anticorpo marcado com a enzima fosfatase alcalina (ALP, do
inglés Alkaline Phosphatase). A deteccdo eletroquimica ocorreu por meio dos
processos do ciclo catalitico da enzima. Alem disso, dispositivos microfluidicos
descartaveis foram empregados para realizacdo das medidas. O método
apresentou alta sensibilidade, além de ser eficiente em identificar casos positivos
de hanseniase sem a necessidade de pré-tratamento das amostras.

Nesse contexto, este trabalho propde o desenvolvimento de um
método inovador baseado em um magneto-imunoensaio que envolveu o uso das
proteinas S e N do SARS-CoV-2 imobilizadas em PMs para a deteccdo e
quantificacdo de anticorpos IgG e IgM. A deteccdo de anticorpos anti-S e anti-N
pode fornecer informacdes valiosas sobre a infeccdo passada e a resposta a
vacinacdo. Os anticorpos anti-S estdo associados a resposta imunolégica induzida

tanto pela infeccdo natural quanto pela vacinacao, enquanto os anticorpos anti-N
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sdo indicadores especificos de infeccdo natural, pois a proteina N ndo esta
presente nas vacinas atualmente empregadas. O wuso de dispositivos
microfluidicos descartaveis garante a praticidade e acessibilidade do método,
tornando-o ideal para uso em larga escala, especialmente em ambientes com
recursos limitados. Assim, a realizacdo de ensaios magnéticos simples e rapidos
podem auxiliar no diagnostico preciso da COVID-19 e da COVID longa, além de
possibilitar o monitoramento dos niveis de anticorpos em individuos vacinados.
Ademais, 0 uso de PMs para a imobilizacdo das proteinas S e N, como antigenos,
pode levar a uma elevada sensibilidade e seletividade dos imunoensaios,
proporcionando uma ferramenta eficaz para a deteccdo de anticorpos anti-S e anti-
N. Em suma, este trabalho visa preencher lacunas significativas no diagnostico e
monitoramento da COVID-19 e da COVID longa. Ele poderéa contribuir para uma
melhor gestdo de futuras epidemias e para a avaliacdo continua da eficacia das

campanhas de vacinagdo contra o0 SARS-CoV-2.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho é desenvolver e validar magneto-
Imunoensaios de alta sensibilidade e seletividade para a deteccéo e quantificacédo
de anticorpos anti-S 1gG, anti-S IgM, anti-N IgG e anti-N IgM em amostras de
plasma, visando auxiliar no diagnostico da COVID-19 e prognéstico da COVID

longa.

2.2 Objetivos especificos

e  Construir dispositivos microfluidicos descartaveis contendo
eletrodos serigrafados;

e Desenvolver magneto-imunoensaios utilizando proteinas S e N do
SARS-CoV-2 como antigenos para a captura especifica de anticorpos anti-S IgG,
anti-S IgM, anti-N IgG e anti-N IgM;

e Otimizar e estabelecer as melhores condi¢des para 0 magneto-
imunoensaio proposto, visando a obtencao de resultados precisos e reprodutiveis;

e Avaliaralinearidade, sensibilidade, limite de detec¢éo e precisao dos
magneto-imunoensaios desenvolvidos;

e Avaliar a estabilidade dos conjugados utilizados nos ensaios;

e Aplicar o metodo desenvolvido em amostras de plasma humano e
quantificar os niveis de anticorpos presentes;

e  Verificar a capacidade dos magneto-imunoensaios na distin¢ao entre
infeccOes recentes e passadas, por meio da deteccdo especifica dos anticorpos IgG
e IgM.
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3 DESENVOLVIMENTO DE UM MAGNETO-
IMUNOENSAIO PARA DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-
SUTILIZANDO A PROTEINA S DO SARS-COV-2

3.1 Procedimento experimental

3.1.1 Reagentes e solugOes

Acido 2-N-morfolinoetanossulfénico (MES), albumina de soro
bovino (BSA), borohidreto de sddio, citrato trisédico, etanolamina (ETA),
hidroquinona (HQ, = 99%), N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida
(EDC), N-hidroxisuccinimida (NHS), peroxido de hidrogénio (H,0,, 30%), e
Tween 20 foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Cloreto de
potassio (KCI), cloreto de sdédio (NaCl), fosfato de potéssio monobasico
(KH,PQ,), fosfato de sédio dibasico (Na;HPO,), hidroxido de sédio (NaOH) e
metanol foram obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha). As PMs
funcionalizadas com grupo carboxilico (concentragédo de 10 mgmL™* e 1,0 pum de
diametro) foram obtidas da Invitrogen (Dynabeads MyOne™ Carboxylic Acid,
Prod. n°® 65012, Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA). Os anticorpos
humanos IgG conjugados com a enzima HRP (anti-IgG/HRP, cod. ab97165) e 0s
anticorpos humanos IgM conjugados com a enzima HRP (anti-lgM/HRP, cod.
ab97205) foram obtidos da Abcam (Cambridge, MA, EUA). Além disso, o
anticorpo quimérico monoclonal glicoproteina Spike do SARS-CoV-2 [H6] IgG
(anti-S 1gG, cod. ab272854), o anticorpo anti-SARS-CoV-2 Spike glicoproteina
S1 IgM (anti-S IgM, cod. ab278111) e o anticorpo quimérico monoclonal anti-
proteina de Nucleocapsideo do SARS-CoV-2 [1A6] (anti-N 1gG, cod. ab272852)
também foram obtidos da mesma empresa.

Todos os reagentes utilizados no preparo das solucdes eram de
pureza analitica. A solucdo tampéo fosfato salino (PBS) 10 mmol L? era
constituida de KCI 2,7 mmol L?, KH,PO,4 1,8 mmol L%, NaCl 137 mmol L* e
NaHPO, 10 mmol L e tampdo MES 50 mmol L™ pH 6,0 foram preparados em
agua desionizada (Millipore, Bedford, EUA) e seu pH foi ajustado com HCI 0,1
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mol L't e NaOH 0,1 mol L. A solucdo de EDC 0,4 mol L™ foi diluida em solucéo
de NHS 0,1 mol L™ preparada em MES pH 6,0, ambas preparadas imediatamente
antes do uso. Anticorpos, antigenos e solucdo de BSA 0,1% (m/v) e de ETA 1,0
mmol L* foram preparados em PBS 7,4. O anticorpo anti-IgG/HRP e anti-
IgM/HRP 1,0 ug mL* foram preparados em PBS pH 6,5. Ademais, a solugdo de
deteccdo de HQ 1,0 mmol L* e H,O, 2,0 mmol L?, utilizada para deteccéo
eletroquimica, foi preparada em PBS pH 6,5 desaerada com Ny por no minimo

10 min antes do uso.

3.1.2 Obtencao e polimerizacéo da proteina S do SARS-CoV-2

A proteina S trimérica recombinante do SARS-CoV-2, composta por
1273 amino4cidos, foi produzida em celulas HEK293 no laboratorio de
engenharia de cultura celular da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ),
conforme descrito por Alvim et al.??’. Uma concentracdo final de 1% de
formaldeido foi adicionada a proteina S purificada diluida em PBS. Apds manter
a proteina inativa por 60 min a temperatura ambiente, o formaldeido foi
neutralizado com a adicdo de 2,5 mmol L de glicina por 15 min a temperatura
ambiente. Para validar a polimerizacdo da proteina S, as amostras foram
analisadas por SDS-PAGE a 8% e coradas com anticorpos anti-S IgG 1,0 ug mL-
! juntamente com anticorpos anti-lgG/HRP 0,13 ug mL?. A polimerizagdo da
proteina S e o estudo de Western Blot (FIGURA 3.1) foram realizados no
laboratorio de bioquimica celular do departamento de genética e evolucédo da
Universidade Federal de Séo Carlos (UFSCar). Considerando que a proteina S do
SARS-CoV-2 possui um peso molecular aproximado de 180 a 200 kDa, a
observacdo da FIGURA 3.1 revela que a banda correspondente a Poli-Spike (S)
ultrapassou 116 kDa, o que sugere que a proteina S foi polimerizada, excedendo

0s pesos moleculares de referéncia.
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FIGURA 3.1 — Western Blot para a proteina S polimerizada (Poli-Spike).

3.1.3 Instrumentacgdo e materiais

Para a producdo dos arranjos de eletrodos descartaveis, foi
empregado uma impressora de recorte Sillhouette Cameo 4 (Silhouette, Brasil) e
uma plotter de recorte (F1 Suprimentos, Brasil). Os eletrodos foram serigrafados
usando tinta de carbono Carbon ink (C2160602D2) e pintados com tinta de
prata/cloreto de prata (Ag/AgCl, cod: C2130429D3), ambas obtidas na Gwent
Electronic Materials Ltd (Pontypool, UK). Vinil Adesivo, folha de poliéster
(transparéncia), adesivo dupla face (3M Command) e cartdes adesivos de dupla
face foram adquiridos no comércio local.

Os experimentos eletroquimicos foram realizados utilizando um
multipotenciostato portatil uSTAT8000 da Dropsens (Metrohm, Espanha)
acoplado a um computador pessoal utilizando o software DropView 8400.

No sistema microfluidico, foram utilizados uma bomba de seringa
(New Era Pumping System NE-1000, USA) e uma véalvula cromatografica
manual (Rheodyne 9725i, Thermo Scientific, EUA), juntamente com a al¢a de
amostragem e conectores de poliéter-éter-cetona de 0,2 mm (PEEK, IDEX Health
& Science, USA) para conectar a bomba de seringa a valvula manual e a célula

microfluidica. As PMs foram agitadas no Thermo Shaker (Kasvi, Brasil). Além
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disso, foi utilizado um medidor de pH Digimed DM20 (Digimed, Brasil) para as

medicdes de pH das solugdes.

3.1.4 Construcao do dispositivo microfluidico descartavel

O dispositivo microfluidico consistiu em uma folha contendo um
arranjo de oito eletrodos de trabalho (8-WESs) serigrafados (cada um com 2,0 mm
de didmetro), acoplado a uma segunda folha contendo o arranjo contendo um
eletrodo de pseudo-referéncia (RE) de dimensdo 30 mm x 1,25 mm e um contra
eletrodo (CE) de dimensdo 28 mm x 1,8 mm. Ambas as folhas foram aderidas
utilizando um cartdo adesivo dupla face. O dispositivo foi construido utilizando

materiais de baixo custo e seguindo as etapas propostas por Afonso et. al.?%®,

3.14.1 SPE de carbono

O molde dos arranjos dos eletrodos foi projetado utilizando o
software Silhouette Studio™ versdo 4.4 e cortado com a impressora de recorte
artesanal Silhouette Cameo 4, conforme ilustrado na FIGURA 3.2A. ApGs o corte
do layout usado na impressora de corte (FIGURA 3.2B), o vinil adesivo foi fixado
em uma folha de poliéster transparente (FIGURA 3.2C), sobre o qual foi aplicada
tinta de carbono, cobrindo toda a extensdo da folha com a ajuda de um pequeno
rodo (FIGURA 3.2D). Apos a serigrafia, as folhas com os arranjos dos eletrodos
foram colocadas na estufa a 90°C por 30 min (FIGURA 3.2E).

Depois da secagem da tinta de carbono, as folhas de poliéster foram
removidas da estufa, e os REs foram pintados com tinta de Ag/AgCl, como
mostrado na FIGURA 3.1F. Em seguida, as folhas com os arranjos de RE e CE
foram novamente colocadas na estufa a 60°C por 30 min (FIGURA 3.2G). Apo6s
a cura da tinta de Ag/AgCl, as folhas de poliéster foram retiradas da estufa
(FIGURA 3.2H) e o vinil adesivo foi removido, conforme apresentado na
FIGURA 3.2I. Com o vinil removido (FIGURA 3.2J), os arranjos foram
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recortados e dois orificios foram abertos nas laterais, um para a entrada e outro
para a saida da solugdo, como mostrado na FIGURA 3.2K.

Em paralelo, o vinil adesivo foi retirado das folhas de poliéster
contendo os arranjos dos 8-WEs (FIGURA 3.2G’ e 3.2H’), para ent&o recortar
cada arranjo. Em seguida, um cartdo adesivo dupla face (52 mm X 32 mm)
previamente recortado foi colado sobre cada arranjo, como ilustrado na FIGURA
3.21’. O cartdo apresentava um recorte interno (35 mm x 4 mm x 0,4 mm) para
formar o canal microfluidico, com um volume interno de 56 pL. Para garantir uma
melhor fixacdo do cartdo adesivo aos arranjos de 8-WEs, 0s sensores foram
colocados em uma prensa térmica a 120°C por 200 s. Ap6s 30 min, tempo
necessario para a prensa esfriar, os arranjos de 8-WEs foram retirados, estando
prontos para uso. Como apresentado na FIGURA 3.2J)’, o cartdo adesivo dupla

face foi colado de forma a expor apenas a area desejada dos 8-WEs.
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FIGURA 3.2 — Fabricacdo dos arranjos de 8-WEs, RE e CE e montagem do sistema
microfluidico descartdvel. Onde: A) Impressora de recorte Silhuette Cameo 4; B) Folhas de

vinil adesivo recortadas no layout dos arranjos; C) Colagem das folhas de vinil adesivo em
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papel poliéster transparente; D) Aplicacdo da tinta de carbono e serigrafia dos eletrodos; E)
Cura da tinta de carbono na estufa; F) Aplicacdo de tinta de prata no RE; G) Cura da tinta de
prata na estufa; H) Folha de poliéster com os arranjos contendo RE e CE ap0s a cura da tinta
de prata. I) Remocéo do vinil adesivo; J) Arranjos de eletrodos sem vinil adesivo; K) Arranjo
recortado contendo eletrodo de RE e o CE com dois orificios nas laterais. Em paralelo: G”)
Remocdo do vinil adesivo dos arranjos de 8-WEs; H’) Folha de poliéster com os arranjos de
eletrodos sem vinil adesivo; 1) Arranjo dos 8-WESs recortados e cartdo adesivo dupla face; J’)
Prensa térmica e K’) Arranjo colado ao cartdo adesivo dupla face expondo no canal
microfluidico somente os 8-WEs.

Fonte: préprio autor.

3.1.4.2  Montagem do dispositivo microfluidico

Como descrito anteriormente, o arranjo de 8-WEs foi colado a um
lado da face do cartdo adesivo. Em seguida, o arranjo com cartdo adesivo foi
colado a uma base impressa 3D com oito imds fixados exatamente nas posicoes
referente as areas dos 8-WEs conforme representado na FIGURA 3.3A. Ademais,
0 arranjo contendo o RE e CE foi colado a outra face do cartdo adesivo (FIGURA
3.3B) e, apos fechado, foi fixado o conector PEEK com uma fita adesiva 3M
Command™ no orificio de entrada e de saida do dispositivo descartavel, como
mostra a FIGURA 3.2C.
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FIGURA 3.3 — Construcao do dispositivo microfluidico descartavel. Onde: A) Colagem entre
o0 arranjo de 8-WEs juntamente com o cartdo adesivo dupla face e a base impressa em 3D com
oito imas; B) Colagem do dispositivo com arranjo de RE e CE; e C) Dispositivo microfluidico
descartavel fechado.

Fonte: proprio autor.
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3.1.5 Sistema microfluidico com deteccéo eletroquimica

Como mostrado na FIGURA 3.4, o sistema microfluidico
desenvolvido foi composto por uma bomba de seringa utilizando uma seringa de
10 mL e uma valvula cromatografica manual de injecéo, que foram conectadas ao
dispositivo desenvolvido, por meio de um conector PEEK. A bomba de seringa
foi empregada para controlar a vazdo da solucdo carreadora no dispositivo
microfluidico. Além disso, a bomba de seringa foi conectada a valvula manual a
qual foi empregada para injecdes da solucdo de deteccdo composta por H,O; e
HQ que posteriormente foi encaminhada até o canal microfluidico. O dispositivo
também foi ligado ao multipotenciostato DropSens (ustat8000), conectado a um
computador pessoal. Para as analises eletroquimicas, utilizou-se a técnica de
amperometria (software Drop View 8400). Apos a estabilizagdo da corrente
amperométrica, a solucéo de deteccdo foi injetada, gerando a resposta transiente

de corrente.

dor

FIGURA 3.4 — Imagem do sistema microfluidico. A) Constituintes do sistema: bomba de
seringa, valvula manual, multipotenciostato, computador pessoal e o dispositivo microfluidico
descartavel. B) Conexao elétrica do dispositivo ao cabo do potenciostato.

Fonte: préprio autor.

O potencial fixo aplicado para a deteccdo foi de —0,2 V295228 durante

um periodo de 900 s. Como solucdo carreadora, utilizou-se PBS com pH 6,5
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previamente desaerado com N; (g, uma al¢a de amostragem de 100 pL e uma
vazdo de 100 uL min™? para a injecdo da solucdo de deteccdo. Esta solugéo de
deteccdo continha 2,0 mmol L de HQ e 1,0 mmol L? de H,0,, e a deteccéo
baseou-se no ciclo catalitico da enzima HRP, conforme ilustrado na FIGURA 3.5.
Na presenca de H,O; e da enzima HRP, a HQ é oxidada a p-benzoquinona (BQ),
que é subsequentemente reduzida novamente a HQ na superficie do eletrodo a um
potencial de —0,2 V, em um processo que envolve dois elétrons e dois prétons,

gerando a resposta de corrente transiente utilizada como sinal analitico?2-23L,

H,O H.,0,
A 272 }Substrato

HRPUxi HRPrcd
OH 0 )
Mediador
H 3
Q BQ redox
OH o

Superficie do eletrodo
de trabalho

FIGURA 3.5 — Esquema do ciclo catalitico da enzima HRP. A enzima reduzida (forma nativa)
é oxidada pelo H202. Depois disso, a enzima é reduzida pelas moléculas de HQ formando
moléculas de BQ que séo reduzidas novamente a HQ na superficie dos eletrodos de trabalho.

Fonte: proprio autor.

3.1.6 Modificacdo das PMs com a proteina S do SARS-CoV-2

A modificacédo das PMs foi realizada seguindo o protocolo fornecido
pelo fabricante (Polysciences, Inc) com algumas adaptagcdes. Primeiramente, o
frasco de PMs foi colocado no Shaker a 1000 rpm por 15 min a 25°C. Apos a

agitagcdo, 100 uL de PMs comerciais foram dispersas em 1 mL de solugdo tampao
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MES 50 mmol L pH 6,0; todos os processos apds a agitacdo foram realizados
em microtubos de 2 mL. As PMs foram separadas magneticamente com auxilio
de um suporte magnético com imas fixados nas laterais. ApOs a separacao
magnética e remocao do sobrenadante, foi adicionado 1 mL de uma solucéo de
EDC 0,4 mol L recém preparada em solugdo de NHS 0,1 mol L™ em tampéo
MES 50 mmol L pH 6,0 para ativar o grupamento carboxila, deixando em
agitacdo suave por 30 min a temperatura ambiente. As PMs foram novamente
separadas magneticamente e o sobrenadante foi descartado e lavado uma Unica
vez com 1 mL de solucéo tampdo MES 50 mmol L pH 6,0.

Apo0s a ativacdo dos grupos carboxilicos, foi adicionado 1 mL uma
solucdo de proteina S 1,0 ug mL? preparada em PBS pH 7,4. Em seguida, a
mistura foi agitada lentamente por aproximadamente 13 h a temperatura ambiente
para formar o conjugado de PMs com a proteina S (PMs/ proteina S). Nesta etapa,
ocorre a formacdo de uma ligacdo amida entre as aminas da proteina S com 0s
grupos carboxilas das PMs previamente ativados com o0 EDC/NHS. O conjugado
foi separado magneticamente e lavado trés vezes com 1 mL de PBS pH 7,4 com
Tween 0,05%. Nas PMs/proteina S obtidas, foi adicionado 1 mL de uma solucdo
de BSA 0,1% preparada em PBS pH 7,4 e a mistura foi agitada lentamente por 30
min. Apos essa etapa, a mistura foi separada magneticamente e o sobrenadante
foi descartado, seguido de trés lavagens com 1 mL de PBS pH 7,4 com Tween
0,05%. Em seqguida, a dispersdo contendo o conjugado foi adicionado 2 mL de
ETA 1,0 mmol L preparada em PBS pH 7,4 e foi deixando sob agitagédo por 1 h.
Tanto BSA quanto ETA foram adicionados a fim de blogquear os sitios de ligacdo
livres e evitar futuras ligacbes ndo especificas. Assim, o conjugado formado
(PMs/proteina S) foi lavado e disperso em 500 uL de tampdo PBS pH 7.4 ¢
mantido sob refrigeracdo a 4°C. Na FIGURA 3.6 é mostrado a representacao

esguematica e resumida da modificacdo das PMs com a proteina S.
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FIGURA 3.6 — Modificacdo das PMs funcionalizadas com grupos carboxilicos seguida da
ativacdo das PMs com EDC/NHS sob agitacdo lenta por 30 min. Formado o intermediério,
adicdo da Poli-Spike e incubacao por 13 h, seguindo da adi¢do de BSA 0,1% e ETA 1,0 mmol
L por 30 e 60 min, respectivamente, para bloquear sitios ndo especificos de ligaco livres afim
de evitar ligacGes ndo especificas.

Fonte: proprio autor.

3.1.7 Magneto-imunoensaio para deteccdo de anticorpos anti-S

Para a realizacdo do magneto-imunoensaio com anticorpos
comerciais (padrdo), foram adicionados 20 uL do conjugado PMs/proteina S a
480 uL de solugdo padrao anti-S I1gG ou anti-S IgM, preparada em PBS pH 7,4,
na concentracdo desejada. No caso das amostras de plasma humano, o0 mesmo
volume de conjugado foi adicionado a amostra previamente diluida em PBS pH
7,4. Apos a adicdo das PMs a solucéo padrdo anti-S ou a amostra, a mistura foi
mantida sob agitacdo suave por 30 min a temperatura ambiente para a captura dos
anticorpos alvo. Em seguida, o bioconjugado PMs/proteina S/anti-S foi separado
magneticamente e lavado trés vezes com 500 uL. de PBS pH 7,4 com Tween
0,05%. O esquema do processo de captura do anticorpo de interesse na solugéo

padrdo/amostra esta apresentado na FIGURA 3.7A.
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Apobs a etapa de lavagem do bioconjugado, o sobrenadante foi
removido e descartado, sendo adicionados 500 puLL de uma solugao de anti-lg/HRP
1 pg mL* (podendo ser anti-lgG ou anti-IgM) preparada em PBS pH 6,5. A
mistura foi entdo submetida a agitacdo suave por 30 min para formar o
bioconjugado final PMs/proteina S/anti-S/anti-lg/HRP, conforme ilustrado na
FIGURA 3.7B. Em seguida, o bioconjugado foi separado magneticamente, o

sobrenadante foi descartado e foram realizadas trés lavagens com 500 uL. de PBS

pH 6,5 com Tween 0,05%. Por fim, o bioconjugado foi suspenso em 60 uL de
PBS pH 6,5.
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PMf’protelna S/anti- S

Etapa de
lavagem M-

. Separagdo \j,‘
. Magnética . ;
: [ma Ima

Remogdo do
froTTT T , SObI’C]’ladaI’ltC
’ bioconjugado :

PM!protema S/anti-S/anti- Is__,;’HRP

Q b
Etapa de !
i lavagem |-+
Separagdo U-\ i
: Magnética  \ ima fmi
Adicdo
de PBS

FIGURA 3.7 — Etapas do magneto-imunoensaio desenvolvido. A) Adi¢do das PMs modificadas
para captura dos anticorpos alvo, seguido pela separacdo magnetica, lavagem das PMs e adi¢ao
de anti-Ig/HRP. B) Incubacéo para formagédo do bioconjugado final seguido pela separagéo
magnética, lavagem e suspensdo das particulas.

Fonte: proprio autor.
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Como descrito anteriormente, o arranjo com 8-WEs aderidos ao cartéo
adesivo dupla face foi colado a base construida em impressora 3D de modo a
permitir que os imds ficassem alinhados a cada um dos 8-WEs. Em seguida, foi
adicionado manualmente 3 uL do bioconjugado PMs/proteina S/anti-S/anti-
Ig/HRP na superficie de cada eletrodo e o dispositivo foi fechado. Apds conectar
0s tubos PEEK, o fluxo da solucéo carregadora foi iniciado e mantido até o final

da medida em uma vazao constante.

3.1.8 Estudo de repetibilidade

A precisdo do método foi avaliada por meio de duas abordagens
distintas: a analise de cinco réplicas de dispositivos construidos no mesmo dia
(intradia); e a analise de cinco réplicas de dispositivos, cada um fabricado em dias
distintos (interdia). Em casa dispositivo, foram escolhidas seis réplicas (n = 6)
entre os 8-WEs. Os resultados obtidos foram expressos em termos de desvio
padréo relativo (DPR) em porcentagem conforme definido pela EQUACAO 3.1,

sendo: DP o desvio padrdo e X a média.
DPR (%) = (DP/X) x 100 (EQUACAO 3.1)

3.1.9 Avaliacao da reatividade cruzada

A investigacdo sobre a seletividade dos anticorpos anti-lgG/HRP
para a deteccdo de anticorpos anti-S IgG envolveu a incubacdo do conjugado
PMs/proteina S em varias solugdes padrdo contendo os anticorpos anti-S IgM,
anti-N IgG e anti-N IgM. O objetivo deste estudo foi demonstrar que o anticorpo
anti-lgG/HRP néo se liga a anticorpos IgM ou IgG inespecificos.

De maneira anéloga, foi realizada uma avaliacdo da seletividade dos
anticorpos anti-lgM/HRP aos anticorpos anti-S IgM. As PMs modificadas foram
expostas a uma solugdo padréo contendo os anticorpos anti-S IgG, anti-N IgG e

anti-N IgM. Os experimentos empregados para a avaliacéo da reacao cruzada séo
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apresentados na Tabela 3.1. Experimentos de magneto-imunoensaio foram
conduzidos na auséncia de anticorpos na solucdo padréo (branco), a fim de

fornecer controle experimental e possibilitar a comparacgéo dos resultados obtidos.

TABELA 3.1 — Experimentos realizados para o teste de reacdo cruzada para anticorpos anti-
IgG/HRP e anti-lgM/HRP.

Conjugado Solucéo padréo de Anti-lg/HRP  Resposta

adicionado anticorpos (100 fg mL?1) (10 ugmL™?)  esperada
PMs/proteina S - Anti-lgG/HRP  branco 1
PMs/proteina S anti-S IgM Anti-IgG/HRP = branco 1
PMs/proteina S anti-N IgG Anti-lgG/HRP = branco 1
PMs/proteina S anti-N IgM Anti-IgG/HRP = branco 1
PMs/proteina S anti-S 1gG Anti-IgG/HRP > branco 1
PMs/proteina S - Anti-lgM/HRP  branco 2
PMs/proteina S anti-S 1gG Anti-IgM/HRP = branco 2
PMs/proteina S anti-N 1gG Anti-IlgM/HRP = branco 2
PMs/proteina S anti-S IgM Anti-IgM/HRP > branco 2

3.1.10 Avaliacédo da capacidade do magneto-imunoensaio para o
diagndstico da COVID-19

O magneto-imunoensaio foi aplicado a 36 amostras de plasma de
individuos diagnosticados por RT-PCR. As amostras foram classificadas em dois
grupos: individuos saudaveis (CT, controle) e pacientes positivos para COVID-
19 (PC). Todas as amostras de plasma foram coletadas no més de maio de 2021 e
fornecidas pelo Departamento de Medicina da UFSCar (DMed) de S&o Carlos,
sendo armazenadas a —80°C até o momento do uso. Além disso, todos o0s
procedimentos éticos envolvendo a participacdo dos voluntarios da pesquisa
foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFSCar (Numero:
66076017.3.0000.5504).
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Os ensaios para deteccdo de anticorpos nas amostras foram
realizados em um Laboratério de Biosseguranca Nivel 2. O método foi
desenvolvido para ser aplicado diretamente em amostras de plasma sem
tratamento térmico, a fim de evitar a reducdo significativa da quantidade de
anticorpos?3223, Cada amostra foi analisada utilizando um dispositivo e
descartado como lixo infectante e separados para coleta e tratamento adequado
pelo 6rgdo responsavel.

A curva ROC (do inglés Receiver Operating Characteristic) foi
entdo construida para avaliar a capacidade do magneto-imunoensaio desenvolvido
para o diagndstico clinico. Esta andlise permitiu a avaliagdo conjunta da
sensibilidade (verdadeiros positivos) e especificidade (verdadeiros negativos),
estabelecendo um valor de corte para diferenciar entre os diagndsticos
(verdadeiros positivos, falsos positivos, verdadeiros negativos e falsos negativos).
Para construir a curva ROC, plota-se a sensibilidade em funcdo de 100-
especificidade (falsos positivos) para uma série de valores de "ponto de corte'23,
A sensibilidade (EQUACAO 3.2) representa a capacidade do teste de identificar
corretamente as amostras de pacientes com a doenga, enquanto a especificidade
(EQUACAO 3.3) reflete a capacidade de identificar corretamente as amostras de

individuos saudaveis.

(Verdadeiros Positivos)

Sensibilidade (100%) =

(Falsos Negativos + Falsos Positivos)

(EQUACAOD 3.2)

(Falsos positivos)

100-Especificidade (%) =

(Verdadeiros Negativos + Falsos Positivos)

(EQUACADO 3.3)

A area sob a curva ROC (AUC,; do inglés Area Under the Curve) é
utilizada como um parametro para determinar a precisdo do teste diagndstico?®.

Valores de AUC préximo de 0,5 sugere nenhuma discriminacéo, indicando que o
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teste ndo consegue diferenciar pacientes com e sem a doenca. Valores entre 0,7 e
0,8 sdo considerados aceitaveis, entre 0,8 e 0,9 sdo considerados bons, e valores
acima de 0,9 séo considerados excelentes. Quanto mais proximo o valor da AUC
estiver de 1, maior é a eficiéncia do método em diferenciar individuos positivos e
negativos?®®. Ademais, as analises dos resultados do magneto-imunoensaio foram

realizadas utilizando os softwares MedCalc e OriginPro 8.6.

3.1.11 Normalizacao das respostas de sinal de corrente transiente

Para todos os estudos realizados neste trabalho, foram sempre
realizados experimentos na presenca e na auséncia de anticorpos anti-S, com o
objetivo de minimizar as variacbes de corrente entre diferentes dias de anélise.
Nos estudos de otimizacdo, as medigOes foram realizadas na presenga e na
auséncia (branco) do padrdo de anticorpo anti-S 1gG, e os resultados foram
normalizados conforme a EQUACAO 3.4. Para a realizacdo do ensaio referente
ao branco, o conjugado PMs/proteina S foi incubado apenas com tampéo PBS pH
7,4, sem a presenca de anticorpos anti-S. Em seguida, as particulas foram

incubadas com anti-Ig/HRP e, finalmente, suspensas em um volume de 60 pL.
—Al (NA) = lpranco = lpadrio (EQUACAO 3.4)
Nos estudos com amostras de plasma humano, foram realizadas
medic¢Oes das amostras (controle e positivo) e a do branco, e os resultados foram

normalizados conforme a EQUACAO 3.5.

_AI (nA) = Ibranco - Iamogtra (EQUACAO 35)
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3.2 Resultados e discussao
3.2.1 Otimizacgao das condicdes experimentais

3.2.1.1  Estudo da etapa de blogueio das PMs

Primeiramente, foi avaliada a etapa de bloqueio do conjugado
PMs/proteina S, conforme apresentado na FIGURA 3.8. A etapa de blogueio é de
extrema importancia para a modificacdo das PMs, pois minimiza ligacdes
inespecificas e 0 magneto-imunoensaio pode discriminar de forma eficiente o
sinal do branco do sinal obtido na presenca de anticorpos anti-S IgG. Para a
realizacdo deste estudo, foram avaliados trés métodos de bloqueio: utilizando
apenas uma etapa com BSA 0,1% preparado em PBS pH 7,4 por 30 min,
utilizando apenas uma etapa com ETA 1,0 mmol L preparada em PBS pH 7,4
por 1 h, e utilizando duas etapas consecutivas. No método de duas etapas, 0
bloqueio foi iniciado com uma solugdo de BSA 0,1% em PBS pH 7,4 por 30 min,
seguido da adicdo de uma solucdo de ETA 1 mmol L em PBS pH 7,4 por 1 h.

Os resultados obtidos sdo apresentados na FIGURA 3.8.

250 /77) Branco
B anti-S IgG 100 fg mL"!

BSA / ETA I;SA +ETA

Método de bloqueio
FIGURA 3.8 — Gréfico de barras dos sinais de correntes obtidas (n = 6) para os métodos de
bloqueio das PMs testados na auséncia () e na presenca (m) de 100 fg mL™ de anti-S 1gG.
Parametros utilizados: [H202] = 1,0 mmol L?, [HQ] = 2,0 mmol L*, volume da alga de
amostragem = 50 pL, vazdo = 100 pL min, tempo de incubacdo PMs/proteina S + anti-S 1gG
= 30 min e tempo de incubagdo PMs/proteina S/anti-S 1gG + anti-IgG/HRP = 30 min.

Fonte: proprio autor.
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De acordo com a FIGURA 3.8, observa-se que o sinal de corrente,
tanto do branco quanto do padrdo, diminuiu quando o bloqueio das PMs foi
realizado com BSA e ETA consecutivamente. Além disso, este foi o inico método
capaz de discriminar efetivamente o sinal do branco do sinal do padrdo. Com base
nessa observacdo, supde-se que 0s métodos que empregaram apenas uma etapa
de bloqueio ndo foram eficazes, pois as moléculas de BSA e ETA ndo
conseguiram bloquear totalmente os sitios ativos nas PMs. Dessa forma, mesmo
sem a presenca de anticorpos anti-S IgG, os anticorpos anti-lgG/HRP puderam se
ligar as PMs através de sitios ativos ndo bloqueados adequadamente.

As moléculas de BSA (~66,8 kDa)?®" sdo grandes e conseguem
bloquear espacos disponiveis entre os sitios ativos, mas ainda deixam pequenos
espacos livres. Por outro lado, a molécula de ETA, sendo menor, ndo é capaz de
bloquear todas as regides dos sitios ativos sozinha. Assim, dentre os trés métodos
utilizados para o bloqueio das PMs, o método que emprega BSA a 0,1% seguido
de ETA a 1,0 mmol L foi o mais eficiente para discriminar o sinal de corrente
do branco do sinal de corrente do magneto-imunoensaio na presenca de anti-S

IgG. Portanto, este método foi adotado para a modifica¢do das PMs.

3.2.1.2  Estabilidade do conjugado PMs/proteina S

Determinado as condicdes de bloqueio, foi avaliada a estabilidade do
conjugado PMs/proteina S. Para esse e demais estudos, os eletrodos foram
serigrafados um dia antes da anélise e seis replicas entre os 8-WEs de cada
dispositivo foram escolhidas para determinar o valor médio de —Al. Um Unico
lote de PMs modificadas foi utilizado ao longo de 20 dias, sendo que 0s magneto-
Imunoensaios com os anticorpos anti-S 1gG e anti-IgG/HRP foram realizados no
préprio dia da analise. Os tempos de incubacdo de cada etapa do imunoensaio
foram de 30 min cada um. Ademais, um volume da al¢a de amostragem de 50 pL

e uma vazdo de 100 pL min* foram utilizadas para a realizacéo deste estudo. Na
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FIGURA 3.9 é apresentado os valores de correntes obtidas a cada dia para os

ensaios realizados sem e com 100 fg mL™ de anti-S IgG.

A) 500 - Branco B) 40-
P anti-S I1gG 100fgmL" é +
400 4 30+ é
< |9
Z 300- =20+
L
' 2001 ? 10
100 0-
1° 4 6 8 12° 15° 17° 20° 1° 4° 6 8 12° 15° 17° 20°
Dias Dias

FIGURA 3.9 — A) Valores de correntes transiente obtidas (n = 6) para analises de ensaios
realizados sem (- ) e com 100 fg mL* de anti-S (m) dentro de vinte dias diferentes. B) Diferenca
de corrente obtidos no estudo de estabilidade do conjugado. Parametros utilizados: [H202] =
1,0 mmol L%, [HQ] = 2,0 mmol L™, volume da alga de amostragem = 50 pL, vazdo = 100 pL
min, tempo de incubacdo PMs/proteina S + anti-S 1gG = 30 min e tempo de incubagio
PMs/proteina S/anti-S 1gG + anti-IgG/HRP = 30 min.

Fonte: préprio autor.

Na FIGURA 3.9 observa-se que o sinal de corrente transiente variou
diariamente, apresentando uma amplitude entre aproximadamente 30 e 300 nA.
No entanto, ao analisar a diferenga de corrente entre o branco (- ) e o padréo (m),
verifica-se que os valores de —Al se mantiveram constantes em 30 + 4 nA durante
0s 15 dias de analise, com um DPR de 15%, que € o limite reportado na literatura
como aceitavel para imunoensaios?®. Esses resultados evidenciam a importancia
da medicéo do sinal do branco em todas as andlises e reforcam a necessidade de
trabalhar com a diferenca de corrente —Al em vez do sinal de corrente medido
(—1) devido as flutuagdes do sinal observadas em diferentes dias de analise.

Além disso, com base na FIGURA 3.9, observa-se que as PMs

modificadas com proteina S podem ser utilizadas para a realizacdo do magneto-
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imunoensaio por até 15 dias. Apos esse periodo, nota-se um aumento na corrente
para as medicdes na presenca e auséncia de anticorpos anti-S 1gG. Além disso, o
ensaio se torna incapaz de diferenciar o sinal de corrente do branco do sinal obtido
na presenca dos anticorpos alvos. Este comportamento pode ser atribuido ao
tempo e a temperatura em que as proteinas imobilizadas na superficie das PMs
foram armazenadas. O estoque de PMs/proteina S foi mantido por 20 dias a 4°C.
Assim, conclui-se que o armazenamento do conjugado PMs/proteina S por
periodos prolongados resultou possivelmente na desnaturacéo da proteina S2%°,
Isso pode ter afetado diretamente a ligacdo antigeno-anticorpo, comprometendo a
capacidade de distinguir o sinal de corrente do branco do sinal obtido na presenca

dos anticorpos alvos.

3.2.1.3  Otimizacao do volume da al¢ga de amostragem

Apols a avaliacdo da estabilidade do conjugado PMs/proteina S,
iniciou-se a otimizacdo do método proposto, comecando pelo volume da alca de
amostragem empregada na véalvula do sistema microfluidico. O volume da
solucdo de deteccdo contendo H,O, e HQ injetado no canal microfluidico é
diretamente influenciado pelo volume da alca de amostragem utilizada na valvula
manual do sistema microfluidico. Para determinar qual alca resultaria em
melhores respostas, foram avaliadas as al¢cas de amostragem com volumes de 20,
50 e 100 pL para a deteccéo de anticorpos anti-S I1gG.

Na otimizacao do volume da al¢a de amostragem, as concentragdes
de H,O, e HQ foram fixados em 1,0 e 2,0 mmol L, respectivamente. A vazéo da
bomba de seringa foi mantida em 100 uL min™ e tanto o tempo de incubacéo de
PMs/proteina S com anti-S IgG quanto o tempo de incubacdo de PMs/proteina
S/anti-S 1gG com anti-lgG/HRP foram fixados em 30 min. Na FIGURA 3.10A,
sdo apresentadas as correntes transientes registradas na auséncia (==) e presenca

(=) de 100 fg mL? de anti-S 1gG para os diferentes volumes da alca de
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amostragem. Na FIGURA 3.10B, ¢é apresentado o grafico de barras

correlacionando a diferenca de corrente com os volumes das al¢as de amostragem.

100
A) Branco 100 puL B) 60
. ; 5 1
anti-S IgG 100 fg mL"!
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36
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FIGURA 3.10 — A) Respostas de correntes transientes referentes ao branco (==) e a 100 fg mL"
! anti-S (=) para diferentes volumes da alca de amostragem. B) Graficos de barras
correlacionado —Al (n = 6) com os volumes da al¢ca de amostragem. Parametros utilizados:
[H20;] = 1,0 mmol L%, [HQ] = 2,0 mmol L*, vazdo = 100 uL min?, tempo de incubagio
PMs/proteina S + anti-S IgG = 30 min e tempo de incubagdo PMs/proteina S/anti-S 1gG +
anti-lgG/HRP = 30 min.

Fonte: préprio autor.

Conforme observado na FIGURA 3.10A, a magnitude do sinal de
corrente transiente do padrdo aumentou com o incremento do volume da al¢a de
amostragem. Esse comportamento pode ser explicado pela maior producédo de
BQ, que ¢ reduzida a HQ na superficie dos eletrodos. Com maiores quantidades
de substrato e mediador redox presentes no canal microfluidico, houve uma
ampliacéo do ciclo catalitico da enzima HRP, resultando em um sinal registrado
mais intenso.

Para o sinal de corrente transiente do branco, observou-se um leve
aumento. Isso pode ocorrer porque as PMs conjugadas sdo incubadas sem anti-S
IgG, mas depois sdo incubadas na presenca de anti-IlgG/HRP. Alguns anticorpos
conjugados com a enzima HRP podem se ligar de forma néo especifica as PMs,

permitindo que o ciclo catalitico da enzima ocorra da mesma forma. Por esse
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motivo, o valor de corrente do branco é descontado do sinal de corrente obtido na
presenca do anti-S 1gG.

O aumento do volume da algca de amostragem ndo apenas
proporcionou um aumento do sinal de corrente transiente, mas também resultou
em sinais mais largos, conforme mostrado na FIGURA 3.10A. Para a al¢a de 20
pL, foram necessarios 120 s para a corrente voltar a estabilizar na linha de base;
para aalca de 50 L e de 100 pL, foram necessarios 180 e 220 s, respectivamente.
Esse comportamento também pode ser explicado pela quantidade de substrato e
mediador redox injetados no canal microfluidico. Quanto maior o volume da alca
de amostragem, mais da solucdo de deteccdo passa pelo canal microfluidico do
dispositivo e, consequentemente, mais tempo € necessario para atravessa-lo.

Além disso, na FIGURA 3.10B nota-se que maiores valores de —Al
foram obtidos a medida que foi aumentado o volume da alca de amostragem. Foi
obtido um —Al de 13 + 2 nA para a al¢a de 20 pL, 33 + 7 nA para a al¢a de 50
LL e 58 + 5 nA para a alca de 100 pL. Os valores de —Al e DP foram calculados
apos selecionar as seis primeiras réplicas dos 8-WEs. Portanto, para garantir maior
magnitude de corrente nos estudos subsequentes, a alca de 100 pL foi escolhida

como a ideal para a continuidade do trabalho.

3.2.1.4  Otimizacao da vazao

Determinado o melhor volume da al¢a de amostragem para detec¢éo
de anticorpos anti-S 1gG, foram avaliadas trés vazdes da bomba de seringa: 50,
100 ¢ 150 puL min?, conforme ilustrado na FIGURA 3.11. Na otimizacédo da
vazdo, as concentracdes de H,O, e HQ foram fixadas em 1,0 e 2,0 mmol L%,
respectivamente. Tanto o tempo de incubacdo de PMs/proteina S com anti-S 1gG
quanto o tempo de incubacdo de PMs/proteina S/anti-S IgG com anti-lgG/HRP
foram fixados em 30 min cada um, e o volume da al¢a de amostragem foi mantido
em 100 pL. Na FIGURA 3.11A, sdo apresentadas as correntes transientes

registradas na auséncia (==) e na presenca (=) de 100 fg mL™ de anti-S 1gG para
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as diferentes vazoes. A FIGURA 3.11B mostra a diferenca de corrente para cada

vazao estudada.
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FIGURA 3.11 - A) Sinais de correntes transientes referentes a branco (==) e a 100 fg mL™ anti-
S (=) para vazdo de 50, 100 e 150 puL mint. B) Gréficos de barras correlacionado —Al (n = 6)
com as vazdes estudadas. Pardmetros utilizados: [H202] = 1,0 mmol L, [HQ] = 2,0 mmol L
! volume da alca de amostragem = 100 pL, tempo de incubacdo PMs/proteina S + anti-S IgG
= 30 min e tempo de incubagdo PMs/proteina S/anti-S 1gG + anti-IlgG/HRP = 30 min.

Fonte: préprio autor.

Conforme apresentado na FIGURA 3.11A, para a vazdo de 50 pL
min, foi obtida uma corrente transiente mais larga (241 s) e de menor magnitude
na presenca de 100 fg mL*? de anti-S 1gG. Esse comportamento pode ser
observado devido a menor taxa de reducdo de BQ em HQ na superficie do eletrodo
devido ao fluxo laminar. Com a menor vazdo, ha uma menor reposicdo dos
reagentes na superficie do eletrodo quando comparado com uma maior vazao.

Por outro lado, em uma vazdo de 150 pL min?, foi observado
também um sinal de corrente transiente de baixa magnitude e um perfil mais
estreito (150 s) do que os demais. Supde-se que, devido a vazao ser alta, o ciclo
catalitico da enzima ndo ocorreu de forma significativa, resultando em uma
resposta de corrente transiente de menor magnitude devido ao tempo de retencéo

muito baixo da solucdo de deteccdo dentro do canal microfluidico. Além disso,
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pode-se perceber que a vazdo de 100 pL min foi a que exibiu a maior resposta
de corrente na presenca de anticorpos anti-S IgG.

Com base na FIGURA 3.11A, nota-se também que, para as vazdes
estudadas, a magnitude de corrente dos brancos néo foi afetada, apenas o perfil de
corrente transiente foi alterado. Esse comportamento pode ser explicado pelo fato
de que as PMs sem o alvo tém a mesma taxa de erro para ligacdes inespecificas
quando incubadas com anticorpos anti-lgG/HRP, de modo que a vazédo néo altera
a magnitude de corrente do branco.

Finalmente, na FIGURA 3.11B ¢ apresentado a diferenca de corrente
obtida para cada vazdo estudada. Para a vazdo de 50 uL min, foi obtido um -Al
de 4 + 4 nA, enquanto para a vazdo de 150 pL min™ foi obtido um —Al de 20 +
6 nA. A vazio de 100 pL min* apresentou um —Al de 58 + 6 nA, corroborando
com os estudos anteriores. Nesse sentido, a vazdo de 100 pL min™ foi escolhida

como a ideal para os demais estudos.

3.2.1.5  Otimizacdo do tempo de incubacdo PMs/proteina S + anti-
S 1gG

Apos a otimizacdo no sistema microfluidico, foram estudados os
tempos de incubacdo. A incubacdo entre o conjugado PMs/proteina S e 0s
anticorpos anti-S 1gG reflete a duracdo necessaria para que as PMs modificadas
com proteinas S capturem os anticorpos IgG presentes na solucdo. Nesse sentido,
foram investigados tempos de incubagéo de 15, 30, 45 e 60 min, com os resultados
apresentados na FIGURA 3.12. Neste estudo, o tempo de incubagdo do
bioconjugado PMs/proteina S/anti-S 1gG com anticorpos anti-lgG/HRP foi
mantido fixo em 30 min. A FIGURA 3.12A mostra as correntes transientes
registradas na auséncia (==) ¢ presenca (==) de 100 fg mL* de anti-S IgG,
enquanto a FIGURA 3.12B exibe a diferenca de corrente obtida para cada tempo

de incubacdo estudado.
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FIGURA 3.12 — A) Sinais de correntes transientes referentes a branco (==) e a 100 fg mL™ anti-
S (==) para tempos de incubacdo de 15, 30, 45 e 60 min. B) Gréficos de barras correlacionado
—Al (n = 6) com os tempos de incubacéo estudados. Parametros utilizados: [H2.02] = 1,0 mmol
L, [HQ] = 2,0 mmol L, volume da alca de amostragem = 100 pL, vazdo = 100 pL min?te
tempo de incubacdo PMs/proteina S/ anti-S IgG + anti-lgG/HRP = 30 min.

Fonte: préprio autor.

Na FIGURA 3.12A, observa-se que houve um aumento na corrente
ao comparar os tempos de incubacédo de 15 e 30 min. No entanto, para 0s tempos
de 45 e 60 min, a magnitude da corrente transiente ndo apenas diminuiu, mas
também se manteve constante. Com base nessa observacdo, conclui-se que o
tempo de incubacéo de 15 min néo foi suficiente para que o conjugado modificado
capturasse todos os anticorpos anti-S 1gG presentes na solucdo. Alem disso, nota-
se que o tempo necessario para obter uma maior magnitude de corrente transiente
foi 30 min de incubacéo.

Contudo, para os tempos de 45 e 60 min, supde-se que as longas
incubacges entre o conjugado PMs/proteina S e os anticorpos alvo resultaram na
captura de uma quantidade significativa de anticorpos pelas PMs. Entretanto,
devido a alta quantidade de anticorpos anti-S IgG capturados, 0s anticorpos
marcados adicionados na segunda incubacdo provavelmente enfrentaram
competitividade para se ligarem aos anticorpos alvos ja capturados, o que

explicaria a diminuigdo na corrente transiente registrada.
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Além disso, na FIGURA 3.12A, percebe-se que as respostas de
corrente transiente para os brancos foram praticamente iguais em todos 0s tempos
de incubacéo estudados. Isso pode ter ocorrido porque as PMs foram incubadas
inicialmente apenas com solucdo de PBS pH 7,4 e posteriormente com 0s
anticorpos anti-lgG/HRP. Dessa forma, a taxa de ligacdo ndo especifica dos
anticorpos marcados nas PMs manteve-se constante, resultando na mesma
magnitude de corrente para 0s brancos.

Por fim, na FIGURA 3.12B, nota-se a diferenca de corrente obtida
para os diferentes tempos de incubacao estudados. Observa-se claramente que o
tempo de incubacao de 30 min apresentou a maior resposta de —Al, na ordem de
62 + 3 nA, sendo essa condicdo escolhida como a 6tima para 0s demais estudos

desenvolvidos.

3.2.1.6  Otimizacdo do tempo de incubacdo PMs/proteina S/anti-S
IgG + anti-lgG/HRP

O tempo de incubacéo entre o bioconjugado PMs/proteina S/anti-S
IgG e os anticorpos anti-lgG/HRP reflete a duracdo necessaria para que oS
anticorpos anti-S 1gG capturados pelas PMs sejam reconhecidos pelos anticorpos
anti-lgG/HRP. A FIGURA 3.13A mostra as correntes transientes registradas tanto
para o branco (==) quanto para a detecgao de 100 fg mL! de anti-S IgG (=) para
tempos de incubacéo de 15, 30, 45 e 60 min. A FIGURA 3.13B exibe a diferenca

de corrente obtida para cada tempo de incubacao estudado.
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FIGURA 3.13 — A) Sinais de correntes transientes referentes a branco (==) e a 100 fg mL™ anti-
S (==) para tempos de incubacéo de 15, 30, 45 e 60 min. B) Graficos de barras correlacionado
—Al (n = 6) com os tempos de incubacéo estudados. Parametros utilizados: [H2.02] = 1,0 mmol
L, [HQ] = 2,0 mmol L, volume da alga de amostragem = 100 pL, vazdo = 100 pL min?te
tempo de incubacdo PMs/proteina S + anti-S 1gG = 30 min.

Fonte: proprio autor.

Na FIGURA 3.13A, observa-se que o tempo de incubacao entre o
bioconjugado com os anticorpos alvos ja capturados e os anticorpos marcados
com a enzima HRP influenciou diretamente a magnitude da corrente transiente
registrada. E possivel notar que, para o tempo de 15 min, o sinal de corrente foi
menor, indicando que o tempo de incubacdo foi insuficiente para a ligacéo e
reconhecimento eficazes de todos os anticorpos marcados presentes na solugéo.
Além disso, percebe-se um aumento da corrente a medida que maiores tempos de
incubacédo foram testados. Contudo, esse aumento foi observado tanto para os
brancos (==) quanto para a detec¢do de anticorpos anti-S IgG (==). O aumento de
corrente nos brancos pode ser explicado pelo fato de que o conjugado
PMs/proteina S foi mantido na presenca de anti-lgG/HRP por mais tempo,
aumentando assim a taxa de ligacdo nédo especifica dos anticorpos marcados nas
PMs.

Na FIGURA 3.13B ¢é ilustrado de forma mais clara o incremento da
resposta nos primeiros 45 min, com valores de —Al de 27 + 6 nA para 15 min, 64

+ 7 nA para 30 min e 78 £ 13 nA para 45 min. No entanto, para o tempo de
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incubacdo de 60 min, foi observada uma estabilidade no sinal (—Al de 73 + 12
nA), indicando que tempos superiores a 45 min ndo proporcionam uma captura
significativamente maior de anticorpos presentes na solucdo. Com base na
FIGURA 3.13B, a maior diferenca de corrente foi obtida para o tempo de
incubacéo de 45 min. Entretanto, devido ao alto valor de DPR de 16% para essa
condicéo, foi escolhido o tempo de incubacao de 30 min como ideal para os
demais estudos, pois apresentou um DPR apenas de 11%. Além disso, a escolha
do tempo de 30 min foi justificada pela auséncia de grandes diferencas de —Al

entre os tempos de 30 e 45 min.

3.2.2 Curva analitica

Apbs a otimizacdo dos pardmetros, 0 magneto-imunoensaio proposto
foi aplicado em solugdes padrédo contendo concentragcGes variadas de anticorpos
anti-S 1gG. Em cada medida realizada, foi utilizado um novo dispositivo, que foi
descartado logo apos a analise. As respostas amperométricas resultantes estdo
representadas na FIGURA 3.14A e a partir destas pode-se observar uma
correlacdo linear entre a diferenca do sinal de corrente transiente e a concentracao
de anticorpos na faixa de 0,01 a 10.000 fg mL™, conforme ilustrado na FIGURA
3.14B.

A equacdo de regressao linear derivada € expressa da seguinte forma:
—Al / nA =-219,18 — 11,75 log Canti-s 1gc / fg mL™*, com um coeficiente de
correlacdo linear (r) de 0,990, indicando uma excelente relacé@o linear entre a
resposta obtida e a concentracéo de anticorpos IgG anti-S SARS-CoV-2. O limite
de deteccdo alcancado foi de 7,13 ag mL?, calculado usando a equagéo
3,3xSD/86, onde SD representa o desvio padrao do intercepto da curva analitica,

e 0 denota a inclinacdo da curva analitica®®.
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FIGURA 3.14 — A) As respostas de corrente transiente para diferentes concentracdes de
anticorpos anti-S 1gG na faixa de 0,01-10.000 fg mL™*. B) Curva analitica correlacionando a
diferenca de corrente em fungédo do logaritmo da concentragcdo de anticorpos anti-S 1gG (n =
6). Parametros utilizados: [H202] = 1,0 mmol L%, [HQ] = 2,0 mmol L™, volume da alga de
amostragem = 100 L, vazdo = 100 uL min, tempo de incubacdo PMs/proteina S + anti-S
IgG = 30 min e tempo de incubacdo PMs/proteina S/anti-S 1gG + anti-IlgG/HRP = 30 min.

Fonte: préprio autor.

Sob as mesmas condigGes otimizadas para 0s estudos com anticorpos
IgG, foi avaliada a curva analitica para deteccdo de anticorpos anti-S IgM,
utilizando anticorpos marcados anti-IlgM/HRP. Para isso, 0 magneto-imunoensaio
foi aplicado em solucdes padrdo contendo concentragGes crescentes de anti-S
IgM, e as respostas amperométricas resultantes estdo representadas na FIGURA
3.15A. Uma correlacdo linear entre a diferenca do sinal amperométrico e a
concentracdo crescente de anticorpos foi estabelecida na faixa de 0,1 a 1.000 fg
mL1, conforme ilustrado na FIGURA 3.15B.

A equacado de regressao linear derivada € expressa da seguinte forma:
—Al/ nA =-221,6 — 11,6 log Canti-sigm/ fg mL™, com um r de 0,997, indicando
uma excelente relacdo linear entre a resposta de interesse e a concentracdo de
anticorpos IgM anti-S SARS-CoV-2. O limite de deteccdo alcancado foi de 55,4

ag mL™?, calculado usando a equagédo 3,3xSD/0.
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FIGURA 3.15 — FIGURA 3.13 — A) As respostas de corrente transiente para diferentes

concentragdes de anticorpos anti-S IgM na faixa de 0,1-1.000 fg mL™. B) Curva analitica

correlacionando a diferenca de corrente em funcdo do logaritmo da concentragéo de anticorpos
anti-S IgM (n = 6). Pardmetros utilizados: [H202] = 1,0 mmol L?, [HQ] = 2,0 mmol L?,
volume da alga de amostragem = 100 pL, vazdo = 100 pL min?, tempo de incubagéo
PMs/proteina S + anti-S IgM = 30 min e tempo de incuba¢do PMs/proteina S/anti-S IgM +
anti-lgM/HRP = 30 min.

Fonte: préprio autor.

3.2.3 Repetibilidade do magneto-imunoensaio

A repetibilidade do magneto-imunoensaio para a determinacdo de
anticorpos anti-S em solucdo padréo de PBS pH 7,4, na concentragdo de 100 fg
mL, foi avaliada de duas maneiras e os resultados estdo apresentados na
FIGURA 3.16. Para o estudo de repetibilidade intradia, foram realizadas analises
utilizando cinco dispositivos diferentes no mesmo dia, resultando em uma
diferenca de corrente média de 62 + 5 nA e um DPR de apenas 7,8%, conforme
representado na FIGURA 3.16A.

Por fim, a avaliacdo da repetibilidade interdia foi realizada por meio
de experimentos com 5 dispositivos diferentes em dias distintos, feitas pelo
mesmo operador, resultando em uma —Al média de 60 + 5 nA e um DPR de
9,0%, conforme apresentado na FIGURA 3.16B. Esses resultados destacam a alta

precisdo do método analitico proposto neste estudo.
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FIGURA 3.16 — Estudo da repetibilidade (A) analise intradia (mesmo dia) e (B) anélise interdia
(dias diferentes). Parametros utilizados: FIGURA 3.12.
Fonte: préprio autor.

3.2.4 Estudo de reacao cruzada

A avaliacéo da seletividade do magneto-imunoensaio abrangeu néo
apenas a analise contra anticorpos anti-N do SARS-CoV-2, mas também um
exame detalhado das interagdes dos anticorpos anti-lIgs/HRP. Na FIGURA 3.17A,
sdo apresentadas as diferencas de corrente obtidas referentes ao estudo com
anticorpos anti-lgG/HRP adicionados ap0s a incubacdo do conjugado
PMs/proteina S com PBS pH 7,4 (), apos a incubacdo do conjugado com de
anticorpos anti-S IgM (), apés a incubacéo das PMs modificadas com anticorpos
anti-N 1gG () e ap0s a realizagéo do ensaio com anticorpos anti-S 1gG (m).

Na FIGURA 3.17B, sdo mostrados os resultados para os estudos com
anticorpos anti-lgM/HRP adicionados apos a incubacdo de PMs/proteina S com
PBS pH 7,4 (), apbs a incubacdo das PMs com anti-S 1gG (=), apds a incubacéo
do conjugado com anti-N 1gG (=) e apds a incubagdo com anticorpos anti-S IgM

(m), todos anticorpos estavam na concentragédo de 100 fg mL™.
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FIGURA 3.17 — A) Avaliacdo de reacao cruzada de anticorpos anti-lgG/HRP frente a 100 fg
mL* de anticorpos n&o especificos () e validacio da interagdo especifica PMs/proteina S/anti-
S IgG/anti-lgG/HRP (m). B) Teste de reacdo cruzada de anticorpos anti-lgM/HRP frente a 100
fg mL* de anticorpos ndo especificos, como anti-S 1gG e anti-N 1gG (=), e validacdo da
interacdo especifica de PMs/proteina S/anti-S IgM/anti-lgM/HRP (m). Parametros utilizados:
FIGURA 3.12.

Fonte: préprio autor.

Conforme apresentado na FIGURA 3.17A, os anticorpos anti-
IgG/HRP ndo reagiram com os anticorpos anti-S IgM capturados pelas PMs
modificadas com a proteina S. Essa conclusdo é corroborada pela resposta de
corrente do magneto-imunoensaio, que foi menor que o valor de corrente do
branco. Além disso, a corrente obtida no estudo com anticorpos anti-N IgG
também foi menor que a do branco, indicando que a proteina S imobilizada na
superficie das PMs ndo apresentou interacdo ndo especifica com as proteinas N
do SARS-CoV-2. Assim, pode-se concluir que os anticorpos anti-S IgM e
anticorpos anti-N IgG ndo causaram reacdo cruzada com o0s anticorpos anti-
IgG/HRP e com a proteina utilizada neste trabalho, respectivamente. Essa
conclusdo é reforcada pela comparacdo das demais respostas como pode-se
observar a barra em azul (m), que apresentou a maior magnitude de corrente, um

incremento de 66%.



63

Na FIGURA 3.17B, o mesmo comportamento é observado ao
comparar as respostas de corrente dos ensaios com os anticorpos ndo especificos
(de magnitude préxima ao branco) com o magneto-imunoensaio desenvolvido
(aumento de corrente em 53%). Isso confirma que os anticorpos anti-lgM/HRP
ndo apresentaram interacdes nao especificas com os anticorpos anti-S 1gG e anti-
N 1gG. Além disso, reafirma que a proteina S utilizada na modificacdo das PMs
ndo apresentou reacdo antigeno-anticorpo com o0s anticorpos contra a proteina N.

Portanto, os resultados apresentados demonstram a alta seletividade
do magneto-imunoensaio desenvolvido. A auséncia de interacdes ndo especificas
dos anticorpos anti-lgG/HRP, dos anticorpos anti-S IgM, e da proteina S
imobilizada nas PMs evidencia a precisdo e a confiabilidade do método. A clara
distingdo nas respostas de corrente, conforme ilustrado nas FIGURAS 3.17A e
3.17B, reforca a eficacia do ensaio em discriminar interacbes especificas,

confirmando sua aplicabilidade para a deteccé@o de anticorpos anti-S 1gG e IgM.

3.2.5 Diluicdo da amostra de plasma humano

Para o inicio dos testes em amostras clinicas, realizou-se um estudo
para determinar a diluicdo mais adequada para a aplicacdo do magneto-
imunoensaio proposto. Entre as 36 amostras de plasma disponiveis, havia 21
amostras PC (numeradas como PC1, PC2, PC3, ... PC21) e 15 amostras CT
(numeradas como CT1, CT2, CT3, ... CT15). Uma amostra de plasma de um
individuo diagnosticado com COVID-19 foi escolhida aleatoriamente (PC1) e
avaliada em varias dilui¢cdes, variando de 1:50 (menos diluida) a 1:550.000 (mais
diluida), conforme apresentado na FIGURA 3.18.
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FIGURA 3.18 — Grafico de barras correlacionando a diferenca de corrente obtidas para
diferentes diluicBes de 1:50 até 1:550,000 para a amostra PC1. Ampliacdo da escala para melhor
visualizacdo das respostas de corrente transiente obtidas nas dilui¢cdes de 1:80,000 a 1:550,000.
Parametros utilizados: FIGURA 3.12.

Fonte: préprio autor.

Conforme representado na FIGURA 3.18, observa-se que a partir da
dilui¢do 1:50 até 1:300, houve um aumento no valor de —Al, indicando uma maior
magnitude de corrente. Esse fendmeno pode ser explicado pela diminuicdo do
efeito matriz em diluicdes mais elevadas, o que pode néo so facilitar a captura de
anticorpos pelas PMs, como também minimizar a interferéncia de materiais
bioldgicos presentes na amostra.

No entanto, os valores de —Al na diluicdo de 1:300 apresentaram
magnitudes muito altas, superando as correntes derivadas da curva analitica, uma
vez que a Ultima concentragdo da curva analitica de 10.000 fg mL™ obteve um
—Al de 93 + 7 nA. Consequentemente, foram exploradas dilui¢cbes adicionais

para atingir valores proporcionais a curva analitica, a fim de aumentar a precisao
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e a exatidao da quantificacdo. Conforme ilustrado na FIGURA 3.18, a partir da
diluicdo 1:80.000, os sinais resultantes ficaram abaixo de 100 nA, uma magnitude
de corrente menor que o ultimo ponto da curva analitica. Portanto, a diluicéo
1:80.000 foi escolhida para a anélise das demais amostras CT e PC, visando a

validacdo do magneto-imunoensaio proposto para diagnostico da COVID-19.

3.2.6 Avaliacdo do magneto-imunoensaio em amostras controle e de

pacientes diagnosticados com COVID-19

A elevada sensibilidade do magneto-imunoensaio permitiu uma
diluicdo significativa das amostras dos pacientes, o que € crucial para reduzir a
interferéncia de constituintes presentes no plasma. Conforme estudado
anteriormente, as amostras foram diluidas 80.000 vezes em PBS pH 7,4. O sinal
de corrente para cada amostra foi subtraido do sinal de corrente do branco, e o
valor de —Al foi utilizado na equacdo da curva analitica. Dessa forma, foi
determinada a concentracdo de anticorpos anti-S 1gG e IgM, conforme
apresentado na TABELA 3.2.
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TABELA 3.2 — Concentracdo de anticorpos anti-S 1gG e IgM determinadas para amostras CT
e PC. Parametros empregados: FIGURA 3.12 e FIGURA 3.13.

cT Canti-s 1gG Canti-s 1gm c Canti-s 1gG Canti-s 1gm
(MgmL?)  (ugmL7) (MgmL?)  (ug mL?)
CT1 0,0141 0,00368 PC1 90,7 128
CT2 0,0581 4,72 PC2 88,2 90,3
CT3 0,233 0,000313 PC3 0,295 0,174
CT4 0,00370 0,00255 PC4 2,53 0,150
CT5 0,000962 0,000156 PC5 0,0101 0,676
CT6 0,000168 0,00193 PC6 45,2 39,4
CT7 0,0000814 0,000103 PC7 0,479 0,0632
CT8 0,000269 0,000913 PC8 0,399 0,0445
CT9 0,0000275 0,0000698  PC9 0,303 0,0159
CT10 0,0218 0,00940 PC10 0,127 0,133
CT11 0,0378 0,00773 PC11 87,6 61,0
CT12 0,0338 0,0235 PC12 2,55 0,331
CT13 0,000211 0,000796  PC13 0,0315 32,0
CT14 0,000328 0,00223 PC14 0,0156 21,1
CT15 0,000124 0,000546  PC15 84,2 74,8
- - - PC16 3,08 5,74
- - - PC17 0,177 0,0108
- - - PC18 51,0 0,984
- - - PC19 9,89 4,54
- - - PC20 0,554 0,710
- - - PC21 12,2 4,83

Com base na TABELA 3.2, observa-se que as amostras dos pacientes
positivos apresentaram consisténcia nas concentragcdes de anticorpos anti-S IgG e
IgM. Em alguns casos, como nas amostras PC7, PC8, PC9, PC18 e PC17, foi
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verificada uma maior concentracdo de anticorpos IgG em relacdo aos de IgM, o
que pode sugerir a presenca de infeccdo em um estagio mais avangado (maior
tempo decorrido desde o inicio dos sintomas), resultando em menores
concentracdes de IgM. Por outro lado, maiores concentracdes de IgM foram
determinadas nas amostras PC13 e PC14, sugerindo que esses pacientes poderiam
estar na fase inicial da infeccéo pelo SARS-CoV-2.

Os resultados obtidos para os niveis de anti-S IgG e IgM no plasma
dos pacientes foram analisados utilizando a curva ROC. As curvas ROC para os
biomarcadores anti-S 1gG e IgM utilizando o magneto-imunoensaio sao
mostradas na FIGURA 3.19A e B, respectivamente. A partir dos resultados
obtidos com as mesmas amostras CT e PC, a AUC foi de 0,946 + 0,066 (p <
0,001) para IgG e 0,956 + 0,022 (p < 0,001) para IgM, valores que indicam uma
excelente capacidade discriminatdria entre amostras positivas e negativas para
COVID-19.
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FIGURA 3.19 — Curva ROC para diagnostico de COVID-19 por meio da detec¢do de anticorpos
anti-S 1gG (A) e IgM (B). Resposta de individuos saudaveis vs. pacientes positivos para
COVID-19. Parametros utilizados: FIGURA 3.12 e FIGURA 3.13.

Fonte: proprio autor.
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Para visualizar melhor a capacidade do magneto-imunoensaio em
discriminar as amostras positivas das negativas, os dados foram representados por
meio de diagramas de pontos (FIGURA 3.20). Esses diagramas mostram 0s
resultados obtidos, com os pontos distribuidos nos eixos verticais representando
as concentracdes de cada amostra, e o valor de corte indicado por uma linha
horizontal. Na FIGURA 3.20A, sdo apresentados os resultados da deteccédo de
anticorpos 1gG, enquanto na FIGURA 3.20B s&o mostrados os resultados para a

deteccgéo de anticorpos anti-S IgM.
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FIGURA 3.20 — Diagrama de pontos referentes aos resultados obtidos para deteccdo de
anticorpos anti-S 1gG (A) e anti-S IgM (B) em amostras CT e PC. Ampliagéo de escala dos
diagramas de pontos referentes a deteccdo de anticorpos anti-S 1gG (A’) e anti-S IgM (B’).

Fonte: proprio autor.
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A analise dos diagramas de pontos representados na FIGURA 3.20A
demonstrou que 0 magneto-imunoensaio proposto alcangou 85,7% de
sensibilidade e 93,3% de especificidade para a deteccdo de anticorpos IgG, com
um ponto de corte de > 58,1 ng mL™*. Esses valores indicam a eficiéncia do
magneto-imunoensaio no diagnostico, com excelente capacidade de diferenciar
amostras de individuos saudaveis e contaminados com COVID-19. O diagrama
foi ampliado para melhor visualizacdo da separacao das amostras. Na FIGURA
3.20A", observa-se que entre as amostras de individuos saudaveis, apenas uma foi
classificada como falso positivo, sendo a amostra CT3, com concentracdo de
0,233 ug mL™. Assim, é possivel inferir que o paciente correspondente a amostra
CT3 pode ter tido um contato prévio com o virus SARS-CoV-2. Contudo, no
momento da coleta da amostra, o paciente ja ndo apresentava infeccdo ativa,
motivo pelo qual o resultado foi negativo na anélise pela técnica de RT-PCR.

Das 21 amostras PC, apenas trés apresentaram valores abaixo da
linha de corte: PC5 (0,0101 pg mL™?), PC13 (0,0315 pug mL™?) e PC14 (0,0156 pg
mL1) de anti-S 1gG. Dessa forma, acredita-se que os pacientes correspondentes
as amostras PC5, PC13 e PC14 estavam em fase de infeccdo ativa, uma vez que
foram diagnosticados com COVID-19 pela técnica de RT-PCR e apresentaram
niveis elevados de anticorpos IgM, conforme demonstrado na Tabela 3.2. No
entanto, ndo foi possivel classifica-los como verdadeiros positivos com base nos
niveis de anticorpos IgG, pois estes podem ndo ter sido produzidos no momento
da coleta das amostras.

Conforme a FIGURA 3.20B, o meétodo para deteccdo de IgM
apresentou 90,5% de sensibilidade e 93,3% de especificidade, com um ponto de
corte de >30,4 ng/mL. Os resultados indicaram a boa capacidade do magneto-
imunoensaio desenvolvido em medir os niveis de anti-S IgG e IgM em amostras
de plasma, bem como sua aplica¢do no diagnéstico da COVID-19. Para melhor

visualizacdo da capacidade de diferenciacdo entre as amostras, o diagrama foi
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ampliado, conforme apresentado na FIGURA 3.20B’. Entre as 21 amostras PC,
apenas duas ficaram abaixo da linha de corte: PC17 (0,0108 pug mLt) e PC9
(0,0159 pg mL™?) de anti-S IgM. Isso sugere que as amostras PC9 e PC17 podem
ter sido coletadas em um periodo fora da janela imunolégica para detec¢do dos
anticorpos IgM, especialmente considerando que apresentaram maiores
concentracdes de IgG.

Além disso, devido a escala da FIGURA 3.20B’, ndo foi possivel
observar nenhuma amostra CT acima da linha de corte; no entanto, na FIGURA
3.20B, pode-se ver um ponto acima da linha de corte, referente a amostra CT2,
com 4,72 ug mL* de anti-S IgM. Essa amostra pode ser classificada como falso
positivo ou possivelmente uma infeccéo recente ndo diagnosticada pelo RT-PCR.
Vale ressaltar que essas informac6es ndo podem ser totalmente validadas, uma
vez que ndo se possui informacdes sobre as coletas das amostras e 0s inicios dos
sintomas, ou estagio da doenca.

Apesar disto, os resultados obtidos de sensibilidade e especificidade
para a deteccdo de anticorpos IgG e IgM contra a proteina S do SARS-CoV-2
demonstram que o0 magneto-imunoensaio pode ser utilizado tanto para o
diagnostico de COVID-19 quanto para a classificacdo dos casos positivos,
contribuindo para o inicio e a orientacdo de um tratamento adequado para o

paciente.

3.3 Considerac0es parciais

No presente trabalho foi desenvolvido um magneto-imunoensaio de
elevada sensibilidade e precisdo para a deteccédo de anticorpos anti-S IgG e anti-
S IgM em amostras de plasma, visando o diagnéstico da COVID-19. Diversas
etapas foram otimizadas, incluindo a selecdo das condi¢Oes de blogueio para
formacdo do conjugado composto das PMs decoradas com o antigeno, vazao,

volume da alca de amostragem e tempos necessarios para as incubacoes.
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O método demonstrou boa linearidade na resposta analitica, com um
r de 0,990, e uma sensibilidade analitica de —11,75 nA mL fg™ log Caniis 1gc- Para
deteccdo de anticorpos IgM, o método apresentou excelente linearidade de r de
0,997 e uma sensibilidade de —11,6 nA mL fg? log Cantis igm. Os limites de
deteccédo alcancados foram de 7,13 ag mL™* para anti-S 1gG e 55,4 ag mL™ para
anti-S IgM, evidenciando a capacidade do metodo de detectar concentracdes
extremamente baixas de anticorpos, essencial para trabalhar com pequenas
quantidades de amostra.

A precisdo do ensaio foi avaliada por meio das analises intradia e
interdia, ambos apresentando DPR inferiores a 10%, comprovando a
repetibilidade do método. Além disso, a metodologia proposta demonstrou ser
eficaz na deteccdo seletiva e precisa dos anticorpos anti-S 1gG e anti-S IgM,
permitindo a diferenciacdo entre infeccdes agudas e crbénicas de COVID-19.
Estudos de diluicdo realizados com amostras de plasma de individuos
diagnosticados com COVID-19 permitiram identificar a diluicdo ideal para
minimizar os efeitos de matriz.

Por meio da curva ROC e dos diagramas de pontos, observou-se que
0 diagnéstico da COVID-19 pode ser realizado utilizando o magneto-
imunoensaio desenvolvido, obtendo alta especificidade e sensibilidade clinica (>
85%). Ademais, o imunoensaio foi capaz de identificar possiveis contaminacGes
recentes e contaminacoes tardias pelo SARS-CoV-2.

Portanto, 0 magneto-imunoensaio desenvolvido oferece uma
plataforma sensivel e seletiva para o diagnéstico de COVID-19, com potencial
para aplicagdo em estudos epidemiologicos e monitoramento de respostas
imunoldgicas em individuos vacinados ou infectados. A metodologia estabelecida
pode ser adaptada e ampliada para a deteccdo de outros biomarcadores,
contribuindo significativamente para o avango das técnicas de diagnostico

imunoldgico.
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4  DESENVOLVIMENTO DE UM MAGNETO-
IMUNOENSAIO PARA DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-
N UTILIZANDO A PROTEINA N DO SARS-COV-2

4.1 Procedimento experimental

4.1.1 Reagentes e solugdes

A proteina recombinante de nucleocapsideo (proteina N) do SARS-
CoV-2 [His Tag] (cdd. ab273530) foi obtida da Abcam (Cambridge, MA, EUA).
Os demais reagentes e solugdes utilizados foram descritos nos

capitulos anteriores (item 3.1.1).

4.1.2 Modificacédo das PMs com a proteina N do SARS-CoV-2

Para a modificacdo das PMs com a proteina N, o frasco contendo as
PMs foi colocado em um Shaker a 1000 rpm por 15 min a temperatura ambiente.
Em seguida, 110 pL de PMs comerciais foram dispersas em 1 mL de solugado
tampdo MES 50 mmol L pH 6,0. Apds separagdo magnética da dispersdo, o
sobrenadante foi removido e substituido por 1 mL de uma solucdo recém-
preparada de EDC 0,4 mol Lt em NHS 0,1 mol L™, preparada em tampao MES
50 mmol L pH 6,0. A mistura foi entdo agitada suavemente por 30 min a
temperatura ambiente. Novamente, as PMs foram separadas magneticamente, o
sobrenadante foi descartado e as PMs foram lavadas uma vez com 1 mL de
solugdo tampdo MES 50 mmol L pH 6,0.

Apos a ativacdo dos grupos carboxilicos, foram adicionados 500 pL
de uma solugdo de 4,0 ng mL™* da proteina N preparada em PBS pH 7,4. A mistura
foi agitada lentamente por aproximadamente 13 h a temperatura ambiente para
formar o conjugado PMs/proteina N. Em seguida, a dispersdo foi separada
magneticamente e lavada trés vezes com 500 pL de PBS pH 7,4 contendo 0,05%
de Tween. Para bloguear os sitios de ligacdo livres e evitar futuras ligacbes ndo
especificas, foram adicionados 2 mL de ETA 1,0 mmol L* em PBS pH 7,4,

deixando sob agitacé@o suave por 1 h. Por fim, as PMs modificadas foram lavadas
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e dispersas em 500 uL de tampao PBS pH 7.4 e foram mantidas sob refrigeracdo
a 4°C. A modificacdo das PMs para formacdo do conjugado PMs/proteina N é
apresentada na FIGURA 4.1.

PM/proteina N

EDC/NHS
30 min 1h .
Etalonamina

FIGURA 4.1 — Modificacdo das PMs por meio da ativacdo dos grupos carboxilicos das PMs
com EDC/NHS. Apds, proteinas N do SARS-CoV-2 foram ancoradas as PMs e foi adicionada
uma solugdo de ETA 1,0 mmol L para bloquear sitios ativos das PMs.

Fonte: préprio autor.

4.1.3 Magneto-imunoensaio para determinacao de anticorpos anti-N
Para a realizacdo do magneto-imunoensaio com anticorpos

comerciais (padrdo), 20 uL do conjugado PMs/proteina N foram adicionados a
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um microtubo contendo 480 pL de solugdo padrao com a concentragao desejada
de anticorpos anti-N 1gG, preparada em PBS pH 7,4. Nos estudos com amostras
de plasma humano, o conjugado foi adicionado a 480 puLL de amostras previamente
diluidas em PBS pH 7,4. Para os ensaios de controle (branco), 20 uL de
PMs/proteina N foram adicionados a 480 pul. de PBS pH 7.4.

A mistura foi entdo colocada em uma base giratoria impressa em 3D
e mantida sob agitacdo lenta por 20 min a temperatura ambiente para formar o
bioconjugado PMs/proteina N/anti-N 1g. Apds a incubacdo, o microtubo foi
colocado na estante magnetica para separacdo magnética, assim o sobrenadante
foi removido e foram realizadas trés lavagens com PBS pH 7,4 contendo 0,05%
de Tween. Apos a lavagem do bioconjugado, o sobrenadante foi novamente
removido e 500 puL. de uma solugdo de anti-Ig/HRP na concentragdo de 1,0 pg mL"
! preparada em PBS pH 6,5, foram adicionados. Nos estudos com anticorpos
padréo, foram utilizados apenas anti-N 1gG e anti-lgG/HRP. Estudos com o
padrdo anti-N IgM nédo foram realizados por falta de material. Contudo, 0s
anticorpos anti-IlgG/HRP e anti-IlgM/HRP foram utilizados nos ensaios realizados
com amostras.

A dispersédo foi novamente colocada sob agitacéo lenta por 40 min
para formar o bioconjugado final PMs/proteina N/anti-N/anti-Ig/HRP. Apoés a
Incubacdo, as PMs foram separadas magneticamente, o sobrenadante foi
removido e foram realizadas trés lavagens com PBS pH 6,5 contendo 0,05% de
Tween. Apos a remocao do sobrenadante, o bioconjugado foi suspenso em 50 pL
de PBS pH 6,5. A FIGURA 4.2 apresenta esquematicamente o processo de

realizacdo do magneto-imunoensaio e 0s bioconjugados formados em cada etapa.



A) PM/proteina N ____________ b IOCOI‘l_] ugado _____________
) . PM/proteina N/anti-N

Etapa de
lavagem

| Separagdo
“¢ Magnética

bioconjugado : N
. PM/proteina N/anti-N/anti-Ig/HRP Etapa de
Incubagdo : lavagem

Separacao
Magnética

FIGURA 4.2 — Etapas do magneto-imunoensaio proposto. A) Adicdo das PMs modificadas
para captura dos anticorpos anti-N, seguido pela separagdo magnética e lavagem do
bioconjugado e adi¢do de anti-lg/HRP. B) Incubacdo para formacdo do bioconjugado final
PM/proteina N/anti-N/anti-Ig/HRP seguido pela separacdo magnética, lavagem e suspensao das
particulas.

Fonte: préprio autor.

Apos a suspensdao do bioconjugado final, 3 uL da solugdo de
PMs/proteina N/anti-N/anti-1g/HRP foram aplicados na superficie de cada um dos
8-WEs. Os imds posicionados atras dos eletrodos mantiveram as PMs retidas na
superficie, permitindo a remocéo do sobrenadante. Em seguida, o arranjo com RE
e CE foi fixado na outra face do cartdo de dupla face e o dispositivo foi fechado.
Os tubos PEEK foram conectados aos orificios apropriados e ligados a uma

bomba de seringa para iniciar as medidas eletroquimicas.
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4.1.4 Planejamento fatorial composto central

Um planejamento fatorial 2* composto central foi realizado para
otimizar as condi¢cdes do magneto-imunoensaio na determinacdo de anticorpos
anti-N. As variaveis independentes analisadas foram: a concentracdo de PMs a
serem modificadas (Cpms, Vvariavel 1), a concentracdo de proteina N a ser
imobilizada na superficie das PMs (Cproteina N, Variavel 2), o tempo de incubagao
entre o bioconjugado PMs/proteina N e os anticorpos anti-N 1gG (Tempo da 1°
incubacao, variavel 3) e o tempo de incubacéo entre o bioconjugado PMs/proteina
N/anti-N e os anticorpos anti-lgG/HRP (Tempo da 2° incubacdo, variavel 4). As
condicbes dessas quatro variaveis independentes foram codificadas em cinco
niveis (—2, —1, 0, +1, +2), conforme apresentado na TABELA 4.1. A variavel
dependente analisada foi a diferenca entre o sinal referente ao branco e ao padrao
(—Al).

TABELA 4.1 — Niveis codificados para as quatro varidveis do planejamento fatorial 2*
composto central.

Parametros Variavel -2 -1 0 +1 +2
Cewms (Mg mL™) 1 200 335 470 605 740
Coroteinan (19 mL™) 2 3,0 4.0 50 6,0 7.0

Tempo da 1° incubacéo
_ 10 20 30 40 50
(min)

Tempo da 2° incubacéo
_ 10 20 30 40 50
(min)

O planejamento fatorial 2* composto central foi organizado com
variaveis codificadas nos niveis —1 e +1, sendo testadas 16 diferentes
combinacdes, como apresentado nos experimentos de 1 a 16 na TABELA 4.2. Os
experimentos de 17 a 21 representam as réplicas do ponto central (variaveis

codificadas no nivel 0) e os experimentos de 22 a 29 representam 0s pontos axiais
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(variaveis codificadas nos niveis —2 e +2). A Tabela 4.2 mostra as condi¢des de
cada experimento realizado, incluindo os niveis codificados para cada variavel.
Os experimentos descritos na TABELA 4.2 foram realizados em ordem aleatéria
para evitar erros sistematicos. Além disso, foram fixados os seguintes parametros
para a realizacdo das medidas eletroquimicas: a concentracdo de HQ em 2,0 mmol
L, a concentracdo de H,O, em 1,0 mmol L, a concentragdo de anti-lgG/HRP
em 1,0 pug mL%, o volume da alca de amostragem em 100 pL e o vazdo da bomba

de seringa em 100 pL min™,
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TABELA 4.2 — Experimentos do planejamento fatorial 2% com as variaveis codificadas.

Experimento  Variavel 1 Variavel 2 Variavel 3 Variavel 4

1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 -1
3 -1 +1 -1 -1
4 -1 -1 +1 -1
3) -1 -1 -1 +1
6 +1 +1 -1 -1
7 +1 -1 +1 -1
8 +1 -1 -1 +1
9 -1 +1 +1 -1
10 -1 +1 -1 +1
11 -1 -1 +1 +1
12 +1 +1 +1 -1
13 +1 +1 -1 +1
14 +1 -1 +1 +1
15 -1 +1 +1 +1
16 +1 +1 +1 +1
17 0 0 0 0
18 0 0 0 0
19 0 0 0 0
20 0 0 0 0
21 0 0 0 0
22 —2 0 0 0
23 +2 0 0 0
24 0 -2 0 0
25 0 +2 0 0
26 0 0 —2 0
27 0 0 +2 0
28 0 0 0 -2
29 0 0 0 +2
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Com os resultados obtidos, um modelo de regressao linear e anélise
estatistica foram calculados usando o programa Livre Octave, na versdo Guide
User Interface (GUI), com a rotina computacional "Regression2"?*! para a
determinagdo dos coeficientes (b) significativos. Determinados os coeficientes
significativos, os graficos de contorno foram plotados utilizando um template
fornecido por Pereira e Pereira-Filho?*! no software Excel para verificar a regido
de méaxima resposta prevista pelo modelo gerado. Com as melhores condicdes das
variaveis significativas e os coeficientes determinados, foi possivel prever a
resposta pelo planejamento fatorial desenvolvido por meio da EQUACAO 4.1,

que representa uma equacao geral quando todos os coeficientes séo significativos.

y= bo + b1vi + bova + bavs + bava + bivir + boovoy + basvas + bagVas + brovivo

+ b13viVvz + D1aviva + bosvova + boaVovz + Daavava

(EQUACAO 4.1)

Onde y ¢ a variavel dependente; by € 0 coeficiente constante no qual
o0 valor médio da populacédo de todas as respostas € estimado; by, by, bs, bs sdo 0s
coeficientes lineares, b1, b2, bss, bas S840 0s coeficientes quadraticos dos efeitos
principais, b1z, b1z, bia, b3, b2s, D34 correspondem a interacdo entre as variaveis e

V1, Vo, V3, V4 SA0 as variaveis.

4.1.5 Repetibilidade do magneto-imunoensaio

A precisdo do magneto-imunoensaio foi avaliada por meio da anélise
intradia de seis dispositivos diferentes, construidos no mesmo dia. Também foi
analisada a repetibilidade interdia, utilizando sete dispositivos distintos,
fabricados em dias diferentes. Para cada dispositivo em analise, foram escolhidas
seis réplicas (n = 6) entre os oito eletrodos. Os resultados obtidos foram expressos

em DPR em porcentagem, conforme definido pela EQUACAO 3.1.



82

4.1.6 Avaliacado de reacdo cruzada

Para verificar a seletividade dos anticorpos anti-lgG/HRP e da
proteina N utilizada nas PMs, foi realizado um estudo de reacdo cruzada. Assim,
a investigacao sobre a seletividade dos anticorpos anti-lgG/HRP para a deteccéo
de anticorpos anti-N IgG envolveu a incubacdo do conjugado PMs/proteina N em
varias solugdes padrdo contendo anticorpos anti-S IgG e anti-S IgM. Os
experimentos empregados para a avaliacdo da reacao cruzada estao apresentados
na TABELA 4.3.

Além disso, foram conduzidos experimentos de magneto-
imunoensaio na auséncia de anticorpos na solu¢do padrdo (branco), com o
objetivo de comparar os resultados com os demais ensaios e validar a formacéo
do bioconjugado de interesse. O estudo utilizando anticorpos anti-lgM/HRP nao
foi conduzido devido a auséncia de anticorpos-alvo anti-N IgM, necessarios para

serem utilizados como padrao.

TABELA 4.3 — Experimentos realizados para o teste de reacdo cruzada para anticorpos anti-
IgG/HRP.

Teste de reacdo cruzada

Conjugado Solucéo padréo de Anti-lgG/HRP  Resposta

adicionado anticorpos (100 fg mL™*) (10 pg mL?) esperada
PMs/proteina N - Anti-1lgG/HRP branco
PMs/proteina N anti-S 1gG Anti-IgG/HRP = branco
PMs/proteina N anti-S IgM Anti-IlgG/HRP = branco
PMs/proteina N anti-N IgG Anti-lgG/HRP > branco

4.2 Resultados e discussao

4.2.1 Otimizacao pelo planejamento fatorial 2* composto central
O planejamento fatorial 2* composto central e pontos axiais foi

realizado com um total de 29 experimentos e os respectivos —Al foram obtidos
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conforme representado na TABELA 4.4. O estudo teve como objetivo avaliar as
melhores condicOes para o processo de modificagdo das PMs e para realizacdo do

magneto-imunoensaio.

TABELA 4.4 — Planejamento fatorial 2 com as devidas respostas de corrente obtidas.

Experimento Variavel 1 Variavel 2 Variavel 3 Variavel 4 —Al (nA)

1 -1 -1 -1 -1 23,39
2 +1 -1 -1 -1 33,47
3 -1 +1 -1 -1 27,31
4 -1 -1 +1 -1 31,29
3) -1 -1 -1 +1 39,11
6 +1 +1 -1 -1 39,34
7 +1 -1 +1 -1 47,09
8 +1 -1 -1 +1 75,62
9 -1 +1 +1 -1 47,09
10 -1 +1 -1 +1 44,86
11 -1 -1 +1 +1 60,49
12 +1 +1 +1 -1 62,49
13 +1 +1 -1 +1 78,20
14 +1 -1 +1 +1 86,25
15 -1 +1 +1 +1 46,53
16 +1 +1 +1 +1 82,71
17 0 0 0 0 29,78
18 0 0 0 0 30,88
19 0 0 0 0 34,20
20 0 0 0 0 32,81
21 0 0 0 0 31,97
22 -2 0 0 0 15,18
23 +2 0 0 0 41,85
24 0 -2 0 0 34,70
25 +2 0 0 32,26
26 0 —2 0 32,36
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27 0 0 +2 0 71,18
28 0 0 0 -2 28,34
29 0 0 0 +2 87,43

Primeiramente, o comportamento das variaveis foi modelado por
uma equacao quadratica, considerando a analise de variancia (ANOVA) e o teste
t de Student (ao nivel de confianca de 95%). Contudo, na primeira avalicdo
estatistica do planejamento fatorial 2* composto central foi determinado que nem
todos coeficiente apresentados na EQUACAO 4.1 foram significativos. Apos
aplicar o teste t novamente (com 4 graus de liberdade), verificou-se que seis
coeficientes foram significativos ao nivel de confianca de 95%, sendo 0s
coeficientes by, b1, b3, by, b3z € bsy. Assim, os dados do novo planejamento
(somente com coeficientes significativos) foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) conforme apresentado na TABELA 4.5.

TABELA 4.5 — Tabela ANOVA para o modelo recalculado usando apenas coeficientes
significativos para andlise de variancia. Onde, SQ: soma quadratica, GL: graus de liberdade;
MQ: média quadratica (SQ/GL).

SQ GL MQ Teste F

Regressao 10257 5 20514 30,025
Residuos 1571,5 23 68,323
Total 11828 28 422,45

Erro puro 420,48 14 30,034 4,2579

Falta de
) 1151 9 127,88
ajuste

R? 0,86715 R 0,93121
RZmax 0,96445 Rmax 0,98207

Conforme apresentado na TABELA 4.2, o modelo exibiu uma

regressdo que difere de maneira estatisticamente significativa dos residuos,
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definidos como a quantidade de informacgdes ndo modeladas pelos coeficientes de
regressao calculados. A razdo entre a média quadrada (MQ) da regressédo e a MQ

dos residuos foi avaliada, e o valor de F calculado (MQ,¢geressio/ M Qresiauos):

igual a 30,025, superou em onze vezes o valor F tabelado (2,640). Este resultado
demonstra que o modelo € estatisticamente confidvel e apropriado para realizar
previsoes. O valor F tabelado foi obtido utilizando a funcéo INVF do Excel.

A razdo entre a MQ da falta de ajuste (que reflete a incapacidade do
modelo em ajustar-se aos dados experimentais) e a MQ do erro puro
(representando o erro intrinseco dos experimentos) deve ser inferior ao valor F
tabelado para assegurar que o modelo ndo apresenta falta de ajuste e que a
incapacidade de ajuste do modelo se confunde ao erro intrinseco. Entretanto, o
valor de F calculado (MQfaitq de ajuste/MQerro puro) Toi de 2,646, 0 qual é
menor que o valor F tabelado (2,675) para um nivel de confianca de 95%,
indicando uma leve falta de ajuste. Isto sugere que a falta de ajuste e o erro puro
séo distintos.

Finalmente, o valor de R? (86,72%) indica a propor¢do da
variabilidade total dos dados que € explicada pelo modelo, com uma variacao
maxima explicavel (R? max) de 96,44%. Com base nesses resultados, conclui-se
que o modelo revisado, que inclui apenas os coeficientes significativos,
apresentou resultados consistentes e adequados.

Comprovado que os coeficientes fornecidos recalculados pelo
modelo apresentaram ser estatisticamente significantes, foi obtida uma equacéo
de segunda ordem. Assim, foi possivel obter a equacdo ajustada que rege o modelo
conforme apresentado na EQUACAO 4.2:

—Al'/ nA = 34,587 + 9,907v1 + 7,539v3 + 13,327vs + 6,023v33 + 7,553Vas
+7862  +532 +5,323 +5,323 + 4,963 + 4,963

(EQUACAO 4.2)
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Conforme pode ser observado na EQUACAO 4.2, os coeficientes
significativos foram by, by, bs, by € 0s quadraticos bss e bss. Além disso, com base
na EQUACAO 4.2, nota-se que a resposta —Al ¢é altamente influenciada
positivamente pela variavel 4 (Tempo da 2° incubacéo, by = 13,327), enquanto o
segundo fator mais importante para o ganho de corrente transiente é a variavel 1
(Cpms) de by = 9,907. Por fim, a variavel 3 (Tempo da 1° incubacéo) foi o fator
que menos apresentou influéncia na resposta com coeficiente bs igual a 7,539.

Além disso, nota-se que nenhum coeficiente relacionado a variavel 2
foi significativo, pbéde-se concluir que a concentracdo de proteina N na
modificacdo das PM ndo interfere significativamente na resposta analitica,
podendo ser empregada em qualquer nivel. Logo, foi mantida uma concentracéo
de 4,0 ug mL* para os demais estudos, essa concentracgdo foi escolhida devido a
quantidade de material gasto para modificacéo.

Por meio da EQUACAO 4.2, os graficos de contorno foram plotados
conforme apresentado na FIGURA 4.3. Como os valores dos coeficientes by, b, e
bs e 0s quadraticos foram positivos, indicam que as condi¢des colocadas em niveis
mais altos fornecem uma resposta analitica mais intensa. Esse comportamento
também pode ser observado na FIGURA 4.3, onde os graficos de contorno
indicam que em condi¢Oes de maior resposta prevista pelo modelo quando

correlacionado duas variaveis alternadamente.
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FIGURA 4.3 — Graficos de contorno correlacionando duas variaveis significativas para
diferentes respostas previstas foram analisados. A) A relacdo entre a concentracao de PMs e 0
tempo de incubacgéo entre PMs/proteina N e anti-N IgG. B) A relacdo entre a concentracao de
PMs e o tempo de incubagdo entre PMs/proteina N/anti-N IgG e anti-lgG/HRP. C) A relacdo
entre o tempo de incubacdo entre PMs/proteina N e anti-N 1gG e o tempo de incubacdo entre
PMs/proteina N/anti-N 1gG e anti-lgG/HRP.

Fonte: proprio autor.

De acordo com o gréfico de contorno da FIGURA 4.3A, observa-se
que em altas concentracfes de PMs e longos tempo de incubacéo de PMs/proteina
N com anti-N IgG (> 46 min) ha maiores respostas previstas pelo modelo,
variando de 80 a 100 nA. Por outro lado, na FIGURA 4.3B a regido de maior
interesse seria referente a regido verde do grafico, o que implica em altas

concentracdes de PMs e tempos maiores que 46 min para incubacdo de
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PMs/proteina N/anti-N 1gG com os anticorpos anti-lgG/HRP. Por fim, na
FIGURA 4.3C, observa-se que ambas as incubacfes em tempos maiores que 42
min resultariam na regido de maior desejabilidade com uma reposta prevista de
—Al variando de 100 a 150 nA.

Contudo, nas regides 6timas sdo necessarios tempos elevados para a
realizacdo dos ensaios o0 que levaria a tempos demasiadamente longos para a
realizacdo do diagnostico. Nesse sentido, foi escolhida uma condicdo que
proporcionasse uma resposta satisfatoria no prazo de 1 h. Considerando que a
resposta era mais influenciada pelo coeficiente by, foi escolhido um tempo de
incubacdo de PMs/proteina N/anti-N 1gG com anticorpos anti-IgG/HRP de 40 min
(nivel +1) e um tempo de incubacéo entre o conjugado com anticorpos anti-N
IgG de 20 min (nivel —1), totalizando no prazo desejado. Por fim, a concentragdo
de PMs foi definida no nivel +2 (740 ug mL™) para os demais estudos. As regides
escolhidas séo representadas por uma estrela vermelha na FIGURA 4.3.

Ademais, apos escolher as condicdes de trabalho, pdde-se substituir
os valores codificados das variaveis 1, 3 e 4 na EQUACAO 4.2 (vy = +2, v3 =
—1, v4 = +1) para descobrir a resposta prevista pelo modelo, —Al previsto =
73,77 nA. Para confirmar o valor previsto pelo planejamento, foram realizadas
trés medidas (n = 6) em trés dispositivos diferentes por uma semana e foi
observado que —Al medido em média foi de ~75 nA com DPR de 8,65%;
validando assim que o sinal previsto pelos dados do planejamento foi de acordo

com o observado experimentalmente.

4.2.2 Otimizacao do sistema microfluidico

4.2.2.1  Volume da alca de amostragem

Para otimizar o volume da al¢a de amostragem, a vazao foi mantida
em 100 pL min?, e as concentracdes de HQ e H,O, foram fixadas em 2,0 e 1,0
mmol L, respectivamente. As demais condicOes seguiram o estabelecido pelo

planejamento. A FIGURA 4.4A apresenta as correntes transientes na auséncia e
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presenca de 100 fg mL™ de anticorpos anti-N IgG para alcas de 20, 50 e 100 pL.
O gréfico de barras na FIGURA 4.4B correlaciona —Al com os volumes das alcas

de amostragem estudadas.
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FIGURA 4.4 — A) Respostas de correntes transientes referentes a branco (=) e ao padrao (=)
de 100 fg mL™ anti-N IgG para diferentes volumes da alca de amostragem. B) Gréaficos de
barras correlacionado —Al com as alcas de 20, 50 e 100 pL. Parametros utilizados: [H202] =
1,0 mmol L%, [HQ] = 2,0 mmol L, vazdo = 100 puL min't, tempo de incubagio PMs/proteina
N + anti-N IgG = 20 min e tempo de incubagdo PMs/proteina N/anti-N 1gG + anti-IgG/HRP
= 40 min.

Fonte: proprio autor.

Na FIGURA 4.4 ¢ demonstrado que as correntes transientes do
padrao aumentaram e exibiram um perfil mais largo com o aumento do volume
da alca de amostragem, similar ao observado na secdo 3.2.1.3. Esse
comportamento é explicado pela maior quantidade de substrato e mediador redox
injetados ao canal microfluidico, influenciando o ciclo catalitico da enzima HRP.
Volumes maiores da algca de amostragem proporcionam maiores quantidades de
solucdo de deteccdo para preencher o dispositivo, resultando na oxidagdo de
maiores quantidades de HQ para BQ e na reducéo de maiores quantidades de BQ
na superficie dos 8-WEs. Adicionalmente, o H,O, e 0 HQ preenchem mais o canal
microfluidico, gerando um sinal de corrente transiente mais amplo. Essa

observacao é corroborada pelo tempo necessario para a estabilizacdo na linha de
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base, que foi de cerca de 130 s para a alga de 20 pL, 180 s para a al¢ca de 50 uL e
230 s para a alca de 100 pL.

Por outro lado, o sinal do branco manteve-se semelhante com o
aumento do volume da alca de amostragem. A alca de 20 pL apresentou um
branco de 104 + 13 nA, enquanto as alcas de 50 e 100 pL apresentaram valores
de 102 + 8 nA e 98 + 3 nA, respectivamente. Esse comportamento sugere que 0
bloqueio das PMs com moléculas de etalonamina foi efetivo de forma que evitou
interferéncias significativas no ciclo catalitico da enzima HRP ligada néo
especificamente nas PMs.

Ademais, a diferenca de corrente entre o branco e o padrdo aumenta
com o volume da alca de amostragem conforme mostrado na FIGURA 4.4B. Foi
obtido um —Al de 40 + 6 nA para a al¢a de 20 L, 55 + 3 nA para a al¢a de 50
UL e 74 + 5 nA para a alca de 100 pL. Nesse sentido, a alca de 100 pL foi
escolhida como ideal para a continuidade do trabalho a fim de garantir maior

magnitude de corrente nos estudos subsequentes.

4.2.2.2  Avaliacdo da influéncia da vazao

Para otimizar a vazdo, o volume da alca de amostragem e as
concentracdes de HQ e H,O, foram mantidas conforme descrito anteriormente.
Na FIGURA 4.5A, sdo apresentadas as correntes transientes na auséncia e
presenca de 100 fg mL™* de anticorpos anti-N IgG para vazdes de 50, 100 e 150
UL mint. O grafico de barras na FIGURA 4.5B correlaciona —Al com as vazdes

estudadas.
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FIGURA 4.5 — A) Respostas de correntes transientes referentes a branco (==) e na presenga de
100 fg mL? anti-N IgG (=) para diferentes vazbes estudadas. B) Grafico de barras
correlacionado —Al com a vazéo de 50, 100 e 150 pL min. Pardmetros utilizados: [H202] =
1,0 mmol L%, [HQ] = 2,0 mmol L7, volume da alca de amostragem = 100 pL, tempo de
incubacdo PMs/proteina N + anti-N IgG = 20 min e tempo de incubagdo PMs/proteina N/anti-
N IgG + anti-lgG/HRP = 40 min.

Fonte: proprio autor.

Conforme mostrado na FIGURA 4.5A, o sinal de corrente transiente
na presenca de anticorpos anti-N 1gG e com vazdo de 50 pL min! apresentou um
perfil mais largo (430 s) e de menor magnitude, com uma corrente de 137 + 6 nA.
Com uma vazdo de 100 pL min, a corrente transiente foi mais estreita (230 s) e
de maior magnitude, 177 + 7 nA. Para a vazdo de 150 pL min?, o perfil de
corrente transiente foi 0 mais estreito (160 s) que os demais, com uma magnitude
de 150 £ 8 nA.

Na vazdo de 50 pL min’, o substrato e o mediador redox passam
mais lentamente pelo canal microfluidico, o que ndo favorece o ciclo catalitico da
enzima HRP. Assim, a vazdo menor prolonga a resposta, resultando em um perfil
de corrente transiente mais largo e uma magnitude de corrente reduzida. Por outro
lado, na vazdo de 150 pL min?, o fluxo excessivamente rapido influencia
negativamente o ciclo catalitico da enzima HRP, produzindo um sinal de corrente

transiente mais estreito e de menor magnitude.
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A FIGURA 4.5A também mostra que a magnitude de corrente
transiente do branco foi semelhante independentemente da vazdo estudada. A
resposta de corrente do branco na vazdo de 50 pL min? foi de 103 + 8 nA,
enquanto nas vazdes de 100 e 150 pL min?, foram de 100 + 4 nA e 105 + 7 nA,
respectivamente. I1sso sugere que a taxa de reacdes ndo especificas dos anticorpos
anti-lgG/HRP as PMs sdo baixas e constantes, com o ciclo catalitico da enzima
HRP atingindo seu maximo mesmo em menores vazdes. Portanto, a magnitude de
corrente permanece semelhante, embora o perfil da corrente transiente variou
tenha variado conforme a vazéo.

Na FIGURA 4.5B, é apresentada a diferenca de corrente para cada
vazdo estudada. Para a vazdo de 50 uL min, o —Al foi de 34 + 6 nA, enguanto
para a vazdo de 150 pL min=?, o —Al foi de 45 + 8 nA. A vazéo de 100 pL min?
apresentou o maior —Al, de 74 + 7 nA, sendo escolhida como a ideal para os

estudos subsequentes.

4.2.3 Curva analitica

Apbs as otimizagdes, 0 magneto-imunoensaio foi aplicado em
solugbes padrdo com concentragdes crescentes de anticorpos anti-N IgG para
construcdo da curva analitica. Em cada medida realizada, um novo dispositivo foi
utilizado e descartado para cada concentracdo. Os sinais transientes de corrente
utilizados para a construcdo da curva analitica estdo apresentados na FIGURA
4.6A. Além disso, na FIGURA 4.6B ¢ apresentado a curva analitica obtida, onde

o valor do branco foi subtraido dos resultados.
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FIGURA 4.6 — A) Respostas de corrente transiente para diferentes concentrac@es de anticorpos
anti-N 1gG na faixa de 0,1-100.000 fg mL*. B) Curva analitica correlacionando a diferenca de
corrente em fungéo do logaritmo da concentracgdo de anticorpos anti-N 1gG (n = 6). Parametros
utilizados: [H202] = 1,0 mmol L?, [HQ] = 2,0 mmol L™, volume da alca de amostragem =
100 pL, vazdo = 100 pL min, tempo de incubagio PMs/proteina N + anti-N IgG = 20 min e
tempo de incubagdo PMs/proteina N/anti-N 1gG + anti-IgG/HRP = 40 min.

Fonte: proprio autor.

As correntes transientes aumentaram linearmente com o logaritmo
da concentragédo de anticorpos anti-N 1gG, na faixa de 0,01 a 100.000 fg mL™2. A
equacdo de regresséo linear derivada foi —Al / nA =—239 — 12,9 X log Canii- 196
/ fg mLt, com um r de 0,995, indicando uma excelente relacdo linear entre a
resposta e a concentracao de anticorpos IgG anti-N SARS-CoV-2. A sensibilidade
analitica foi de —12,9 nA mL fg™ log Canii-n 19 € 0 limite de deteccéo foi calculado
usando a equacéo 3,3xSD /6%, resultando em 51 ag mL1. Ademais, a capacidade
do magneto-imunoensaio de detectar concentragcdes muito baixas de anticorpos
oferece a possibilidade de trabalhar com pequenas quantidades de amostra para

realizar a analise.

4.2.4 Repetibilidade do magneto-imunoensaio
A repetibilidade do magneto-imunoensaio para a determinagao de
100 fg mL* de anticorpos anti-N 1gG foi avaliada por meio das analises intradia

e interdia. Todas as medidas foram feitas pelo mesmo operador. Para o estudo de
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repetibilidade intradia, foram utilizados seis dispositivos diferentes para analise
no mesmo dia. Conforme apresentado na FIGURA 4.7A, para cada dispositivo
foi obtido um —Al médio (n = 6) e seu respectivo desvio padrdo. Assim, o DPR
foi calculado considerando os desvios de cada analise, resultando em uma
diferenca de corrente média de 75 + 6 nA e um DPR de 8,6%.

Por fim, a avaliacdo da repetibilidade interdia foi realizada por meio
de medicbes com sete dispositivos diferentes em dias distintos, resultando em uma
—Al médiade 77 + 7 nA e um DPR de 9,6%, conforme apresentado na FIGURA
4.7B. Todos os resultados destes estudos apresentaram um DPR menor que 10%,

indicando a alta precisdo do método analitico proposto.
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FIGURA 4.7 — Estudo da repetibilidade (A) analise intradia (mesmo dia) e (B) analise interdia
(dias diferentes). Parametros utilizados: FIGURA 4.6.
Fonte: préprio autor.

4.2.5 Estabilidade do conjugado PMs/proteina N

Antes de continuar os estudos para aplicacdo do magneto-
imunoensaio, foi avaliado a estabilidade do conjugado PMs/proteina N. Para esse
estudo, um Unico lote de PMs foi modificado e utilizado ao longo de 28 dias,
sendo que somente 0 magneto-imunoensaio para formacdo do bioconjugado

PM/proteina N/anti-N 1gG/anti-lgG/HRP foi realizado no dia da anélise. Na
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FIGURA 4.8 é apresentado o grafico de barras para as medidas feitas em 28 dias,
no qual as barras listradas () representam o branco e as barras em verde (m)

representam o sinal de corrente obtido na presenca de 100 fg mL™ de anti-N IgG.
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FIGURA 4.8 — A) Grafico de barras representando as respostas de corrente para medidas
realizadas na auséncia () e presenca de 100 fg mL* de anti-N 1gG (=) dentro de 28 dias. B)
Diferenca de corrente obtidos para os 28 dias de analise. Parametros utilizados: FIGURA 4.6.

Fonte: préprio autor.

Na FIGURA 4.8A, observa-se novamente a variagdo do sinal de
corrente transiente do branco e do padréo para dias diferentes conforme observado
e discutido na sec¢do 3.2.1.2 do capitulo 3. No entanto, a amplitude da variagdo de
sinal foi menor (de 100 a 270 nA) quando comparado com os dados obtidos no
método empregando a proteina S na PMs (de 30 a 300 nA). Além disso, € possivel
observar que até o 20° dia houve uma diferenca acentuada entre a resposta do
branco (' ) e do padrdo (m=). Contudo, do 23° ao 28° dia observa-se que as barras
verdes estdo mais proximas das barras listradas, no qual indicia que apos o 23°
dia as PMs modificadas ndo sdo mais eficazes para captura dos anticorpos
especificos e realizacdo do magneto-imunonesaio.

A FIGURA 4.8B apresenta as respostas de —Al para os experimentos
realizados para a avaliacdo da estabilidade do conjugado PMs/proteina N. Nos

primeiros 20 dias, foram obtidos sinais de corrente proximos com um —Al médio
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de 76 + 6 nA e um DPR de 8,42% o que indica que o conjugado PMs/proteina N
pode ser usado para realizacdo do magneto-imunoensaio em até 20 dias apds a
modificacdo das PMs. No entanto, entre o0 23° e 28° dia, houve uma queda de 49
a 69% no sinal —Al, indicando a perda da eficcia do conjugado PMs/proteina N
em capturar os anticorpos alvos. Como descrito na se¢ao 3.2.1.2, acredita-se que
essa queda na eficacia do magneto-imunoensaio ap0s o 20° dia esta diretamente
relacionada ao armazenamento prolongado do conjugado, levando a

desnaturacéo, degradacédo e oxidacédo da proteina N.

4.2.6 Avaliagdo da reacéo cruzada

Antes de iniciar os testes com amostras de plasma humano, foi
avaliada a seletividade do magneto-imunoensaio utilizando o conjugado
PMs/proteina N. Esse estudo visou verificar a capacidade do conjugado em
capturar os anticorpos anti-N IgG e a capacidade dos anticorpos anti-lgG/HRP de
se ligarem aos anticorpos capturados pelas PMs. A FIGURA 4.9 ilustra o sinal de
corrente obtido para os ensaios em trés condi¢des: ap0s a incubacdo do conjugado
PMs/proteina N com PBS pH 7,4 (), apds a incubacdo do conjugado com
anticorpos anti-S 1gG e IgM (=), e apo6s a realizacdo do imunoensaio com

anticorpos anti-N 1gG (=) na concentragdo de 100 fg mL™.
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FIGURA 4.9 — Avaliacdo da reacéo cruzada de anticorpos anti-lgG/HRP frente a 100 fg mL™*
de anticorpos ndo especificos (=) e validagdo da interacdo especifica PMs/proteina N/anti-N
IgG/anti-lgG/HRP (m). Parametros utilizados: FIGURA 4.6.

Fonte: préprio autor.

Conforme apresentado no grafico de barras da FIGURA 4.9, os sinais
de corrente foram de magnitude semelhante e menores que 90 nA para 0s ensaios
na auséncia de anticorpos e na presenca de anticorpos anti-S. No entanto, na
presenca de anticorpos anti-N 1gG, foi obtido um sinal de corrente
aproximadamente 82% maior que o do branco e dos demais estudos. Essa
observacdo permite concluir que o método proposto ndo apresentou reagdo
cruzada entre os anticorpos anti-S e o conjugado adicionado (PMs/proteina N),
nem com o anticorpo anti-lgG/HRP. Na presenca de anticorpos anti-S 1gG ou
IgM, a resposta de corrente foi menor ou igual ao do branco, indicando a elevada
seletividade do magneto-imunoensaio proposto.

Deste modo, esse estudo demonstrou que o método é capaz de
detectar seletivamente os anticorpos anti-N IgG sem a interferéncia de outros
componentes presentes nas amostras de plasma humano. A auséncia de reacdo
cruzada ¢ um indicativo importante da seletividade do magneto-imunoensaio,

reforcando sua eficacia para a deteccdo precisa de anticorpos anti-N IgG.
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4.2.7 Estudo da diluicdo da amostra

Antes da aplicacéo de todas as amostras, foi realizado um estudo de
diluicdo empregando uma amostra de plasma de um individuo diagnosticado com
COVID-19. A amostra escolhida (PC1) foi testada com dilui¢des variando de 1:10
(menos diluida) a 1:1.000.000 (mais diluida) e foi descontado o valor do branco

para cada diluicdo estudada, conforme apresentado na FIGURA 4.10.
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FIGURA 4.10 — Respostas de corrente transiente obtidas para dilui¢des da amostra de plasma

PC14 de 1:10 até 1:1.000.000. Parametros utilizados sdo os mesmos da FIGURA 4.6.
Fonte: préprio autor.

Conforme apresentado na FIGURA 4.10, na faixa de 1:10 até 1:300,
observou-se um aumento de corrente a medida que a amostra PC1 foi diluida,
obtendo-se o maior —Al em uma diluicdo de 1:300. Esse fendbmeno pode ter

ocorrido devido a diminuicdo do efeito matriz em diluicbes mais elevadas, o0 que
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pode facilitar a captura de anticorpos pelas PMs e minimizar a interferéncia de
materiais biologicos presentes na amostra. Contudo, os valores de —Al foram
excessivamente altos quando comparados com a curva analitica. Portanto, novas
diluicdes de 1:1.000 a 1:1.000.000 foram testadas para encontrar a diluicdo que
proporcionasse um —Al proximo do ultimo ponto da curva.

Na FIGURA 4.10, nota-se que a partir da diluicdo 1:100.000, os
sinais resultantes ficaram abaixo de 200 nA, mas somente na dilui¢do 1:300.000
foi obtida uma magnitude de corrente préxima do ultimo ponto da curva analitica.
Portanto, a dilui¢cdo 1:300.000 foi escolhida para a analise das demais amostras,
visando validar o magneto-imunoensaio proposto para o diagnostico da COVID-
19.

4.2.8 Avaliacdo do magneto-imunoensaio em amostras controle e de

pacientes diagnosticados com COVID-19

Determinada a diluicdo ideal para a amostra PC1, as demais amostras
CT e PC foram diluidas 300.000 vezes em PBS pH 7,4. A resposta de corrente
para cada amostra foi subtraida da resposta de corrente do branco, e o valor de
—Al foi utilizado na equacdo da curva analitica, —Al / nA = —-239 — 12,9 X log
Canti-n 196 / fg mL™. Assim, as concentrages de anticorpos anti-N IgG foram
determinadas e séo apresentadas na TABELA 4.6. Observa-se que grande parte
das amostras de individuos contaminados com COVID-19 apresentaram
concentracdes de anticorpos anti-N 1gG mais altas do que as amostras de
individuos saudaveis, o que pode indicar uma melhor separacdo dos grupos de

individuos.
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TABELA 4.6 — Concentracao de anticorpos anti-N IgG determinadas para amostras CT e PC.

Parametros empregados: FIGURA 4.5.

oT CantiN 1gG bC CantiN 1gG
(Mg mL™) (Mg mL™)
CT1l 0,646 PC1 105
CT2 6,46 PC2 75,8
CT3 0,000136 PC3 0,645
CT4 0,00269 PC4 13,4
CT5 0,331 PC5 0,675
CT6 0,0000896 PC6 54,4
CT7 0,000149 PC7 3,38
CT8 0,000965 PC8 2,81
CT9 0,000124 PC9 0,517
CT10 0,0000947 PC10 0,192
CT11 0,0688 PC11 61,9
CT12 0,212 PC12 11,4
CT13 0,00435 PC13 0,00354
CT14 0,0106 PC14 0,00149
CT15 0,00118 PC15 91,1
- - PC16 12,3
- - PC17 0,231
- - PC18 34,8
- - PC19 33,3
- - PC20 10,2
- - PC21 16,8

Para avaliar a capacidade do magneto-imunoensaio para 0

diagnostico da COVID-19, os resultados apresentados na TABELA 4.6 foram
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analisados utilizando a curva ROC. A curva ROC para o biomarcador anti-N 1gG
é mostrado na FIGURA 4.11. A partir dos resultados obtidos com as amostras CT
e PC, a AUC foi de 0,927 + 0,005 (p < 0,001), valor que indica uma excelente
capacidade discriminatOria entre amostras positivas e negativas para COVID-19.
Para visualizar melhor a capacidade do magneto-imunoensaio em discriminar as
amostras positivas das negativas, os dados foram representados por meio de um
diagrama de pontos. Na FIGURA 4.12 ¢ ilustrado o diagrama dos resultados
obtidos, com os pontos distribuidos nos eixos verticais representando as
concentragdes de cada amostra, e o valor de corte indicado por uma linha

horizontal.
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FIGURA 4.11 — Curva ROC para diagnostico de COVID-19 por meio da detec¢do de anticorpos
anti-N 1gG. Resposta de individuos saudaveis vs. pacientes positivos para COVID-109.
Parametros utilizados: FIGURA 4.6.

Fonte: proprio autor.

Por meio da andlise dos diagramas de pontos na FIGURA 4.12, o
magneto-imunoensaio para deteccdo de anticorpos anti-N 1gG alcangou 81,0% de
sensibilidade e 93,3% de especificidade. Neste estudo, o ponto de corte foi de >

0,33 pug mL™1, maior que os obtidos na secdo 3.2.6, onde foi obtido um valor de
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corte > 58,1 ng mL™ para anti-S IgG e de > 30,4 ng mL™* para anti-S IgM. Com
base nos dados apresentados na FIGURA 4.12, conclui-se que foi possivel
detectar maiores concentracfes de anticorpos nos individuos contaminados. No
entanto, 0 método se mostrou um pouco menos eficiente, uma vez que a linha de
corte foi maior e uma amostra a mais foi classificada como falsa negativa quando

comparado aos resultados obtidos para o método aplicado a proteina S.
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FIGURA 4.12 — Diagrama de pontos referentes aos resultados obtidos para deteccdo de
anticorpos anti-N 1gG em amostras CT e PC.

Fonte: proprio autor.

Ainda assim, os valores de sensibilidade e especificidade indicam a
eficiéncia do magneto-imunoensaio no diagndéstico, sendo capaz de diferenciar
amostras de individuos saudaveis e diagnosticados com COVID-19. O diagrama
foi ampliado para melhor visualizacdo da separacdo das amostras CT das PCs. Na
FIGURA 4.12A', observa-se que entre as amostras de individuos saudaveis,
apenas uma foi classificada como falso positivo, sendo a amostra CT2 (6,46 g
mL1). Essa mesma amostra foi classificada como falso positivo quando foi
empregado o magneto-imunoensaio para determinacgédo de anticorpos anti-S IgM.
Entre as amostras PC, quatro ficaram abaixo da linha de corte: PC10 (0,129 ug
mL?), PC13 (0,00354 pug mL™?), PC14 (0,00149 pg mL™) e PC17 (0,000231 ug
mL1).
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Vale ressaltar que as amostras PC13 e PC14 também ficaram abaixo
da linha de corte nos estudos para determinacdo de anti-S IgG, indicando uma
certa semelhanca nos dois métodos e que os individuos ndo possuiam anticorpos
IgG contra as proteinas S nem N. Por outro lado, foram determinadas altas
concentragdes de anticorpos IgM contra a proteina S nas amostras PC13 e PC14,
podendo-se afirmar que esses individuos estavam no estagio recente da infeccéo
e, por isso, ndo apresentaram anticorpos IgG.

Além disso, a amostra PC17 também foi classificada como falsa
negativa no estudo de determinacdo de anti-S IgM. No estudo com a proteina S,
foi determinada uma concentracdo de 0,177 pg mL™ de anti-S IgG, o que condiz
com a concentracdo determinada neste estudo com a proteina N, onde foi
determinado 0,231 pg mL? de anti-N 1gG. Contudo, a amostra PC17 foi
classificada como verdadeira positiva nos estudos para anti-S IgG e falsa negativa
nos estudos para anti-N 1gG. Essa diferenca pode ser explicada pela linha de corte
encontrada no grafico de pontos da FIGURA 4.12, que mostra que 0 magneto-
imunoensaio para determinacédo de anti-N IgG possui menor sensibilidade.

Foram determinadas concentracbes semelhantes para a amostra
PC10 nos estudos para anti-S IgG, anti-S IgM e anti-N IgG, sendo de 0,127, 0,133
e 0,129 pg mL?, respectivamente. No entanto, apenas nos estudos para
determinacéo de anti-N 1gG a amostra PC10 foi classificada como falsa negativa.
Isso comprova que 0 magneto-imunoensaio empregando o0 conjugado
PMs/proteina N apresentou menor sensibilidade quando comparado com 0s
estudos com a proteina S. Tal afirmacdo é corroborada ao comparar a
sensibilidade obtida na figura de pontos para os métodos estudados, com 85,7%
para anti-S 1gG, 90,5% para anti-S IgM e 81% para anti-N IgG.

Ademais, os resultados obtidos de sensibilidade e especificidade para
a deteccdo de anticorpos IgG contra a proteina N do SARS-CoV-2 demonstram

que 0 magneto-imunoensaio pode ser utilizado tanto para o diagnéstico de
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COVID-19 quanto para a classificacdo dos casos positivos, contribuindo para o

inicio e a orientacdo de um tratamento adequado para o paciente.

4.2.9 Aplicacdo do magneto-imunoensaio em amostras de plasma

humano para deteccéo de anticorpos IgM

O magneto-imunoensaio empregando o conjugado PMs/proteina N
foi aplicado em amostras de plasma CT e PC. Devido a falta de anticorpos padréo
anti-N IgM, foi realizado apenas um estudo qualitativo para validacdo do método.
As 36 amostras de plasma foram diluidas 300.000 vezes e os resultados de —Al
foram analisados na curva ROC e no gréafico de pontos, conforme apresentado na
FIGURA 4.13. Com base na FIGURA 4.13A, o valor de AUC foi de 0,994 +
0,002 (p < 0,001), indicando uma excelente capacidade discriminatdria entre
amostras positivas e negativas para COVID-19. Além disso, pela anélise dos
diagramas de pontos na FIGURA 4.13B, 0 magneto-imunoensaio para deteccéo
de anticorpos anti-N IgM alcancou 95,2% de sensibilidade e 100% de
especificidade. Neste estudo, o ponto de corte foi > 24 nA.
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FIGURA 4.13 — Curva ROC (A) e diagrama de pontos (B) para detec¢do de anticorpos anti-N
IgM nas amostras CT e PC. Parametros utilizados: FIGURA 4.6.
Fonte: préprio autor.
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Esses resultados indicam que todas as amostras classificadas como
negativas pela técnica de RT-PCR foram corretamente identificadas pelo
magneto-imunoensaio para detecgéo de anticorpos anti-N IgM. Além disso, quase
todas as amostras positivas foram devidamente classificadas. Como observado na
FIGURA 4.13B, apenas uma amostra ficou abaixo da linha de corte, sendo a
amostra PC7. Nos demais estudos, foram determinadas concentragdes de 0,479
ug mL?t de anti-S IgG, 0,0632 pg mL*? de anti-S IgM e 3,38 pg mL™* de anti-N
IgG. Portanto, conclui-se que o paciente PC7 estava na fase tardia pds-infeccédo
pelo virus SARS-CoV-2, pois apresentava baixos niveis de anticorpos IgM e altos
niveis de anticorpos IgG.

Embora o  magneto-imunoensaio  tenha sido  aplicado
qualitativamente para deteccdo de anticorpos anti-N IgM, acredita-se que esse
método é bastante util para casos de infeccdo recente, apresentando melhor

sensibilidade e especificidade que os demais testes avaliados.

4.3 Considerag0es parciais

Neste estudo, foi desenvolvido e validado um magneto-imunoensaio
de alta sensibilidade e preciséo para a detec¢cdo de anticorpos anti-N 1gG visando
0 diagnostico da COVID-19. Utilizou-se um dispositivo microfluidico
descartavel, capaz de realizar oito medidas simultdneas para a anélise
eletroguimica.

Um planejamento fatorial forneceu condicGes oOtimas para a
modificagdo das PMs (Cpms € Cproreinan) € @ realizagdo do magneto-imunoensaio
(tempos de incubacdo). O método demonstrou excelente linearidade na resposta
analitica, com um r de 0,995 e uma sensibilidade analitica de —12,9 nA mL fg*
log Canti-N 1gG. O limite de deteccdo alcancado foi de apenas 51 ag mL™,
evidenciando a capacidade do método de detectar concentracdes extremamente

baixas de anticorpos.
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A preciséo do ensaio foi avaliada atraves de estudos de analises
intradia e interdia, ambos apresentando DPR inferiores a 10%, comprovando a
repetibilidade do método. Os resultados demonstram a viabilidade do magneto-
imunoensaio como uma ferramenta confiavel para o diagnéstico da COVID-19,
com desempenho diferenciado na deteccdo dos anticorpos especificos.

Para anticorpos anti-N 1gG, o método mostrou alta precisdo e
seletividade. Experimentos com diluices da amostra PC1 indicaram que na
diluicdo 1:300.000 o método foi eficaz em discriminar amostras positivas e
negativas. A andlise das curvas ROC revelou uma AUC de 0,927, indicando
excelente capacidade discriminatdria. A sensibilidade alcancada foi de 81,0% e a
especificidade de 93,3%, valores que corroboram a eficacia do método no
diagnostico da COVID-19. Algumas limitacdes foram observadas, como menor
sensibilidade comparada aos métodos para deteccdo de anticorpos anti-S 1gG e
IgM. Ainda assim, a capacidade do magneto-imunoensaio de detectar
concentracdes elevadas de anticorpos em individuos contaminados destaca seu
potencial diagndstico.

Para anticorpos anti-N IgM, o estudo qualitativo em amostras de
plasma diluidas apresentou resultados promissores. A analise ROC mostrou uma
AUC de 0,994, indicando excelente capacidade discriminatoria. A sensibilidade
foi de 95,2% e a especificidade de 100%, demonstrando alta eficacia na detecgédo
de anticorpos anti-N IgM.

Em conclusdo, o0 magneto-imunoensaio utilizando o conjugado
PMs/proteina N mostrou-se uma ferramenta eficaz para o diagndstico da COVID-
19, com elevada especificidade e sensibilidade clinica para deteccdo de anticorpos
anti-N 1gG e IgM. Dessa forma, este método contribui significativamente para a
identificacdo e monitoramento de individuos infectados, facilitando intervencdes

clinicas mais precisas e oportunas.



CONCLUSOES

Capitulo 5



108

5 CONCLUSOES

Neste trabalho, foram desenvolvidos e validados dois magneto-
imunoensaios para diagnostico da COVID-19. A captura dos anticorpos
especificos foi realizada por meio das proteinas S e N do virus SARS-CoV-2.
Utilizou-se um dispositivo microfluidico descartavel construido com materiais de
baixo custo, composto por SPEs obtidos por serigrafia. O dispositivo permitiu
realizar até oito medidas simultaneas, com resultados obtidos por amperometria.

Para 0 magneto-imunoensaio com a proteina S, avaliou-se 0 método
de bloqueio das PMs e a durabilidade do conjugado PMs/proteina S. Otimizaram-
se parametros do sistema microfluidico, como o volume da al¢a de amostragem,
vazao da bomba de seringa e tempos de incubacgéo para formacao do bioconjugado
final PMs/proteina S/anti-S Ig/anti-lg/HRP. As curvas analiticas indicaram
excelente linearidade entre —Al e concentracdo de anticorpos anti-S, com
sensibilidades semelhantes para IgG e IgM. Os limites de detec¢éo obtidos foram
de 7,13 ag mL* para IgG e 55,4 ag mL™ para IgM. A precisdo dos ensaios, com
DPR abaixo de 10%, indicou boa repetibilidade do método.

Pelo teste de reacdo cruzada foi verificado que os anticorpos anti-N
ndo se ligaram a proteina S do conjugado PMs/proteina S. Além disso, foi
avaliado que bioconjugados semelhantes ao PMs/proteina S/anti-S Ig/anti-
Ig/HRP ndo foram formados com anticorpos ndo especificos o que exclui a
possibilidade de reacdo cruzada. No teste de validagdo com as amostras, as
concentracdes de anticorpos mostraram diferencas acentuadas entre as amostras
CT e PC diluidas 80.000 vezes. A curva ROC e os diagramas de pontos indicaram
excelente capacidade discriminatéria para o diagndstico, com sensibilidade
superior a 85% e especificidade de 93,3%. O ensaio também foi eficiente em
classificar o estagio da doenca, diferenciando infec¢des recentes e tardias pelo
titulo de anticorpos por meio da deteccdo e quantificacdo dos anticorpos IgG e

IgM, respectivamente.
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Para 0 magneto-imunoensaio com a proteina N, um planejamento
experimental forneceu condicdes 6timas para modificacdo das PMs e realizacdo
do imunoensaio. A curva analitica indicou excelente linearidade entre —Al e
concentracdo de anticorpos anti-N IgG, com limite de deteccdo de 51 ag mL™.
Além disso, com as analises repetibilidade intradia e interdia foi observado que
os dispositivos microfluidicos descartaveis apresentaram excelente precisdo com
DPR abaixo de 10%.

A estabilidade do conjugado PMs/proteina do SARS-CoV-2 foi
avaliada, com estabilidade de sinal de corrente para o conjugado PMs/proteina S
por 15 dias e PMs/proteina N por 20 dias, indicando o prazo para as PMs poderem
ser guardadas sob refrigeracdo para futuras aplicagbes. Ademais, pelo teste de
reacdo cruzada foi verificado que os anticorpos anti-S nao reagiram a proteina N
indicando auséncia de reatividade cruzada com anticorpos nédo especificos.

As concentragdes de anticorpos IgG nas amostras mostraram
diferencas significativas entre CT e PC, com dilui¢cdes de 300.000 vezes. A curva
ROC e os diagramas de pontos indicaram excelente capacidade discriminatoria
para o diagndstico, com sensibilidade e especificidade superiores a 80%. Avaliou-
se também a capacidade do ensaio em realizar deteccdo qualitativa de anticorpos
IgM contra a proteina N, com sensibilidade e especificidade superiores a 95%.
Embora 0 magneto-imunoensaio para deteccdo de anti-N IgG tenha menor
sensibilidade em comparacdo aos anti-S, o0 método mostrou-se eficaz para
discriminar amostras positivas e negativas para COVID-19.

Em suma, os magneto-imunoensaios desenvolvidos apresentaram
excelente capacidade discriminatoria entre amostras de pacientes contaminados e
individuos saudaveis. Além disso, os métodos demonstraram utilidade na
verificacdo de infeccgdes recentes e tardias pela deteccao de anticorpos 1gG e IgM,
respectivamente. Com isso, 0 magneto-imunoensaio utilizando os conjugados
PMs/proteina S e PMs/proteina N mostrou-se uma ferramenta valiosa e confiavel

para o diagnostico da COVID-19. Nesse sentido, 0s métodos apresentaram alta
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sensibilidade e especificidade, detectando e quantificando anticorpos anti-S 1gG,
anti-S IgM e anti-N IgG de maneira eficaz.

A metodologia tem potencial para ser adaptada e ampliada para a
detecc¢éo de outros biomarcadores, contribuindo significativamente para o avango
das técnicas de diagndstico imunoldgico, especialmente em virologia. 1sso €
crucial para a identificacdo e monitoramento de individuos infectados, facilitando
intervencdes clinicas mais precisas e oportunas, além de oferecer uma plataforma
para estudos epidemioldgicos e monitoramento de respostas imunologicas em

individuos vacinados ou infectados.
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