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RESUMO

A tuberculose é a principal causa de mortes entre as doencas infecciosas, segundo a
Organizacdo Mundial da Salde, e representa um grande problema para a saude publica. Cerca
de 1,4 milhdes de pessoas morreram em decorréncia da tuberculose no mundo em 2019, sendo
que no Brasil registram-se cerca de 4.500 casos por ano desde 2010. O diagndstico precoce da
tuberculose € essencial para que o tratamento seja mais eficiente, evitando terapias inespecificas
que contribuem para o surgimento de formas resistentes do patdgeno. Os métodos de
diagnostico atuais, como ensaios imunologicos e testes moleculares, necessitam de
infraestrutura e profissionais especializados, comprometendo o diagnostico em locais com
poucos recursos. Nesse sentido, novos biomarcadores vém sendo pesquisados para a construcéo
de novas ferramentas de diagnostico. Entre esses biomarcadores, temos as proteinas Hsp65 e
CFP-10, as quais sdo encontradas em diferentes amostras de pacientes com tuberculose e séo
secretadas em fases iniciais da infeccdo. Diante disso, o presente estudo apresenta o
desenvolvimento de um imunossensor baseado em papel para a deteccdo simultanea das
proteinas Hsp65 e CFP-10 usando um sistema de fluxo lateral. Para isso, os biomarcadores
foram imobilizados na membrana de nitrocelulose para deteccdo por meio do modelo
competitivo, em um dispositivo composto pela zona de amostra, de deteccédo e de absorgéo.
Nanoparticulas de ouro foram funcionalizadas com os anticorpos respectivos dos alvos para
atuarem como rotulos de deteccdo. ApOs a otimizacdo do imunossensor em diferentes
parametros experimentais, como volume de amostra e tempo de incubacdo, foi possivel
construir curvas de calibracdo para ambos os biomarcadores para a faixa de concentracdo de
2,5 umol.L™* e 40 umol.L™. O dispositivo apresentou varias vantagens em relagdo aos métodos
de diagndstico ja utilizados, como baixo custo, facil uso e deteccdo rapida e qualitativa a olho
nu, fornecendo uma ferramenta promissora para o diagnéstico da tuberculose no ponto de

atendimento.

Palavras-chave: Tuberculose; diagnostico rapido; imunossensor; papel; fluxo lateral;
biomarcadores; Hsp65; CFP-10.



ABSTRACT

Tuberculosis is the leading cause of death among infectious diseases, according to the World
Health Organization, and represents a major public health problem. About 1.4 million people
died from tuberculosis worldwide in 2019, with about 4,500 cases per year in Brazil since 2010.
Early diagnosis of tuberculosis is essential for treatment to be more efficient, avoiding
nonspecific therapies that contribute to the emergence of resistant forms of the pathogen.
Current diagnostic methods, such as immunoassays and molecular tests, require infrastructure
and specialized professionals, compromising diagnosis in low-resource settings. In this sense,
new biomarkers have been researched for the development of new diagnostic tools. Among
these biomarkers, we have the Hsp65 and CFP-10 proteins, which are found in different samples
from tuberculosis patients and are secreted in the early stages of infection. Therefore, the
present study presents the development of a paper-based immunosensor for the simultaneous
detection of Hsp65 and CFP-10 proteins using a lateral flow system. For this, the biomarkers
were immobilized on the nitrocellulose membrane for detection through the competitive model,
in a device composed of the sample, detection, and absorption zone. Gold nanoparticles were
functionalized with antibodies against the targets to act as detection labels. After optimizing the
immunosensor in different experimental parameters, such as sample volume and incubation
time, it was possible to build calibration curves for both biomarkers for the concentration range
of 2.5 pmol.L and 40 umol.L™ . The device presented several advantages over the diagnostic
methods already used, such as low-cost, easy-to-use, fast results detectable with the naked eye,

providing a promising tool for the diagnosis of tuberculosis at the point of care.

Keywords: Tuberculosis; rapid diagnosis; immunosensor; paper; lateral flow; biomarkers;
Hsp65; CFP-10.
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1. Introducgéo
1.1 Tuberculose: Epidemiologia e Diagnostico

A tuberculose (TB) é uma doenca causada pela bactéria Mycobacterium tuberculosis e
¢ transmitida pelo ar, por exemplo através da fala, tosse ou espirro (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020). A forma mais comum da doenga € a pulmonar, na qual o patdgeno
infecta os pulmdes (CENTERS FOR DISEASES CONTROL AND PREVENTION, 2018).
Todavia, mais de 20% dos casos da doenca é representado pela forma extracelular da doenca,
na qual, em pessoas imunocomprometidas, o patdgeno acomete outros 6rgédos, como olhos e o
trato gastrointestinal (ALLAHYARTORKAMAN et al., 2019). A Mycobacterium tuberculosis
tem a capacidade de permanecer em um estado inativo no individuo, desencadeando a chamada
infeccdo latente da TB. Nesse caso, os individuos ndo apresentam quaisquer sintomas e nédo
atuam como transmissores do agente (CENTERS FOR DISEASES CONTROL AND
PREVENTION, 2018). Segundo o Centro de Controle e Prevencdo de Doenca (CDC), a TB
pulmonar apresenta sintomas classicos, como tosse e dores tordcicas, que podem ser
acompanhados de febre, fadiga e perda de peso; enquanto a forma extracelular apresenta

sintomas variados de acordo com o local em que o individuo esta acometido pela bactéria.

Tuberculose extrapulmonar Tuberculose pulmonar

Sistema

Nervoso Mycobacterium Mycobacterium

tuberculosis tuberculosis
Olhos Central Granuloma

@ /\:/ = — [

L
/-\ﬁQ.ff.‘

Forma latente Forma ativa

Trato urinario Trato
gastrointestinal

Figura 1 - Tuberculose extrapulmonar, na qual o patégeno bacteriano acomete outros 6rgdos do corpo, e a
tuberculose pulmonar, caracterizada pela forma latente e ativa da doenca, com acometimento dos pulmades.
Fonte: Elaborado pelo autor (Biorender.com).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a TB ainda é um problema sério de
salde publica, sendo a principal causa de mortes entre as doencas causadas por agentes
infecciosos Unicos até a chegada da pandemia de COVID-19. Em 2020, cerca de 10 milhdes de
pessoas contrairam a TB no mundo, dentre as quais, aproximadamente 1,3 milh6es morreram
em decorréncia da infec¢do. O aumento na taxa de mortalidade da TB, comparada com o ano
de 2019, é reflexo dos impactos da pandemia da COVID-19. A subnotificacdo de casos
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aumentou, devido, por exemplo, preocupacdes relacionadas a exposi¢cdo ao virus e as
semelhancas entre os sintomas da TB e COVID-19 (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2021). No Brasil, a carga viral € uma das mais altas, classificando-o como um pais prioritario
para controle da doenca segundo a OMS. Em 2021, aproximadamente 68 mil casos foram
relatados, que representa uma taxa de incidéncia de 32,0 casos/100 mil habitantes, menor do
que a taxa de 37,1 casos/100 mil habitantes registrada no ano de 2019. Tais numeros séo reflexo
da pandemia, visto que houve uma diminuicéo nas notificacGes dos casos desde 2019, além de
uma diminuicdo no consumo de testes rapidos moleculares para a doenca. Em relagdo ao
namero de 6bitos, desde 2011 registra-se entre 4.500 e 4.600 casos por ano, representando um
coeficiente de cerca de 2,2 6bitos/100 mil habitantes (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

O diagnostico inicial da TB € feito com base no quadro clinico do individuo, por meio
da observacao dos principais sintomas relatados pelos individuos somado com a analise dos
aspectos epidemioldgicos, como histérico de contato com pessoas infectadas e até mesmo
condicdes cronicas (por exemplo, diabetes mellitus). Entretanto, o diagndstico da TB precisa
ser confirmado por meio da identificacdo da bactéria, visto que os sintomas geralmente nédo sdo
especificos o suficiente para um diagndstico preciso e, consequentemente, inicio de um
tratamento precoce eficiente (SULIS et al., 2016). O tratamento inadequado de pacientes devido
a um diagnostico inespecifico tem contribuido para o aumento no nimero de casos de
tuberculose em que o patdgeno se tornou resistente aos principais medicamentos usados no
tratamento da doenga (KHAWBUNG; NATH; CHAKRABORTY, 2021; FURIN; COX; PAI,
2019). Os métodos de diagndsticos convencionais da tuberculose incluem a radiografia do
torax, baciloscopia de escarro e a cultura de escarro. Entretanto, tais métodos apresentam suas
limitacBes. Enquanto na radiografia de térax ha a exposicdo a radiacdo e apresenta baixa
especificidade — visto que ndo apresenta um carater etiolégico e nem é capaz de detectar a
infeccdo latente -, a baciloscopia de escarro apresenta uma baixa sensibilidade e ndo é capaz de
discriminar a Mycobacterium tuberculosis da infeccdo de outras micobactérias néo
tuberculosas. Além disso, apesar da cultura de escarro ser 0 método padrdo e apresentar uma
alta sensibilidade, o resultado leva cerca de 2 a 8 semanas, 0 que pode retardar o inicio do
tratamento (ACHARYA et al. 2020; SAKTIAWATI et al. 2019). Ademais, esses métodos
necessitam de laboratérios com infraestrutura de alto nivel e profissionais altamente

qualificados.

Diante das limitagcbes das metodologias convencionais, algumas técnicas foram

desenvolvidas com base na deteccéo de produtos liberados pela bactéria durante sua replicacéo
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no hospedeiro, como a lipoarabinoma (LAM), a qual é usada como alvo no teste LF-LAM (do
inglés, lateral flow urine lipoarabinomannan) (FURIN; COX; PAI, 2019). Entretanto, esse
teste tem um desempenho melhor em pacientes com a doenca avancada e HIV-positivos, 0s
quais formam os grupos indicados pela OMS para realizagdo do LF-LAM (RICKS et al., 2020).
Outras técnicas moleculares de diagndstico rapido foram desenvolvidas, dentre as quais
podemos citar: Xpert MTB/RIF (teste de reacdo em cadeia da polimerase baseado em cartucho
e automatizado), teste de amplificacdo isotérmica mediada por loop (do inglés, loop-mediated
isothermal amplification - LAMP) e TruenatTM MTB (teste de amplificacédo de acido nucleico
baseado em chip) (HAN et al., 2021; NIKAM et al., 2013; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020). Entretanto, apesar dessas tecnologias serem sensiveis e rapidas para
a amplificacdo e deteccdo do acido nucleico da Mycobacterium tuberculosis, elas apresentam
algumas limitacGes. A técnica Xpert MTB/RIF necessita de fornecimento de energia estavel —
0 que compromete sua portabilidade — e a LAMP foi avaliada somente com escarro, sem
avaliacdo eficiente com outras amostras biol6gicas, como urina e sangue, e necessita de
treinamento especifico para sua utilizacdo (SHETE et al.,, 2019; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016). Portanto, essas técnicas moleculares de diagndstico apresentam
algumas limitagdes para uso em locais mais remotos, nos quais percebe-se a maior prevaléncia

da doenga.

Diante desse contexto, 0s biossensores se mostram como ferramentas promissoras para
diagndstico da tuberculose, visto que sdo plataformas rapidas, portateis e precisas (ZHANG,;
MILLER, 2019).

1.2 Biossensores

Os biossensores consistem em dispositivos analiticos compostos por dois elementos
principais: elemento de reconhecimento e transdutor. O primeiro é responsavel pelo
reconhecimento da molécula alvo. Alteragdes fisico-quimicas decorrentes do evento de
reconhecimento sdo convertidas em um sinal mensuravel pelo transdutor. (GUPTA; KAKKAR,

2018). O principio de funcionamento de um biossensor pode ser observado na Figura 2.
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Transdutor

Analito Bioreceptor

@® Glébulos - @ glicose Enzima
vermelhos

Figura 2 - Principio de funcionamento de um biossensor e sua composicao, exemplificado por um dispositivo para
deteccdo de glicose (glicosimetro).
Fonte: Elaborado pelo autor (Biorender.com).

De acordo com o elemento de bioreconhecimento, 0s biossensores podem ser
classificados em genossensores ou imunossensores, por exemplo, quando seus receptores
consistem em moléculas de DNA ou anticorpos, respectivamente. Além disso, de acordo com
0 tipo de transducdo, esses dispositivos podem ser classificados em sensores Opticos,
eletroquimicos ou colorimétricos (ZHAO; JIANG, 2010; SABU et al., 2019).

O mercado de biossensores foi estimado em 19,7 bilhGes de ddlares em 2020 e deve
expandir para cerca de 29 bilhGes de ddlares até o final de 2027. Acredita-se que o mercado
global de biossensores seja 0 que mais cresca até 2027, representando um patriménio liquido
de 33,7 bilhdes de dolares. Entre os fatores que mais impulsionam o mercado de biossensores,
temos o desenvolvimento de dispositivos miniaturizados para diagndsticos e procedimentos
médicos (MARKET DATA FORECAST, 2022). Alguns exemplos incluem os dispositivos
para deteccdo de glicose no sangue (como o glicosimetro) e os testes de gravidez, os quais
impactam positivamente na vida das pessoas (BAHADIR; SEZGINTURK, 2015). Além disso,
durante a pandemia da COVID-19, os biossensores receberam muita atencdo devido a sua
potencialidade em diagndsticos especificos, sendo alternativas para deteccdo e rastreamento
rapido do virus (TALEGHANI; TAGHIPOUR, 2021).

Diante das vantagens dos biossensores e da sua potencialidade em diagnésticos point-

of-care, muitos dispositivos analiticos foram desenvolvidos para o diagnéstico da tuberculose.

1.3 Biossensores para diagnostico da tuberculose

O alto numero de casos de tuberculose, principalmente em regiées em desenvolvimento,
reflete a necessidade de métodos de diagnosticos simples, baratos e sensiveis (SRIVASTAVA,
VAN RIJN; JONGSMA, 2016). Sendo assim, diferentes biossensores foram estudados e
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ganharam destaque para auxiliar no diagndstico, entre os quais podemos citar 0s sensores
eletroquimicos, o&pticos, fluorescentes, mecénicos, colorimétricos e o0s magnéticos
(SALIMIYAN RIZI et al., 2020).

Os sensores eletroquimicos sd8o o0s mais explorados para diagnéstico de TB
(SALIMIYAN RIZI et al., 2020), visto que apresentam alta especificidade, baixo custo,
simplicidade na constru¢do e portabilidade (HUANG et al., 2017). Esses dispositivos se
baseiam em parametros como corrente elétrica e condutancia, por exemplo (GOLICHENARI
et al, 2019). Diaz-Gonzélez, Gonzalez-Garcia e Costa-Garcia desenvolveram um
imunossensor voltamétrico com eletrodos de carbono para deteccdo de antigenos da
Mycobacterium tuberculosis. Esse dispositivo demonstrou um limite de detec¢do de 1 ng/mL
(DIAZ-GONZALEZ; GONZALEZ-GARCIA; COSTA-GARCIA, 2005).

Outra classe de sensores que ganha bastante destaque no diagndstico de TB é a dos
sensores opticos (SALIMIYAN RIZI et al., 2020). H& uma variedade de dispositivos opticos
usados na area médica, como os de ressonancia plasmonica de superficie e bioluminescéncia,
0S quais se baseiam na geracdo de diferentes sinais Opticos dependendo da concentracdo do
analito (PIRZADA; ALTINTAS, 2020). Hong et al. desenvolveram um imunoensaio Optico de
ressonancia plasmonica de superficie para o antigeno CFP-10, o qual apresentou um limite de
deteccdo de 100 ng/mL (HONG et al., 2011).

Os sensores colorimétricos, apesar das suas limitagdes (como baixa sensibilidade), sdo
alternativas rapidas e de facil operacdo para deteccdo de TB. Tsai et al. desenvolveram um
dispositivo baseado em papel com sondas de nanoparticulas de ouro para deteccdo de
tuberculose que apresentou um limite de detecgdo de 1,95x102 ng/mL para sequéncias de DNA
do patégeno. Apesar da alta sensibilidade, o dispositivo leva cerca de 1 hora para realizar as
analises, além da etapa de extracdo do DNA (TSAl et al., 2017).

Além dessas classes de dispositivos analiticos ja desenvolvidos para diagndstico da
tuberculose, os biossensores baseados em papel se mostram alternativas vantajosas e atrativas

para deteccéo de diferentes patdgenos, incluindo a Mycobacterium tuberculosis.

1.4 Biossensores baseados em papel

Os biossensores baseados em papel sdo dispositivos analiticos alternativos de
diagndstico que utilizam o papel como substrato para deteccdo de analitos. Essas plataformas
surgiram como ferramentas para o diagnostico point-of-care uma vez que cumprem os critérios

estabelecidos pela Organizacdo Mundial de Saude para o desenvolvimento de testes de
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diagnostico, os quais incluem acessibilidade, sensibilidade, robustez, facilidade de uso, rapidez,
entre outros (NGUYEN; KIM, 2020). Eles sao explorados em diversas areas, como alimenticia
(HUA; LU, 2020) e medica. Como exemplo, temos os biossensores de papel do tipo lateral
flow que ainda s@o fundamentais para o diagnéstico da COVID-19, fornecendo uma alternativa

rapida para rastreamento das pessoas infectadas (L1U et al., 2021).

A utilizacéo do papel para o desenvolvimento de dispositivos de diagnostico apresenta
diversas vantagens que garantem a sua viabilidade para testes point-of-care, entre as quais
podemos citar: baixo custo de producdo, facil armazenamento, biocompatibilidade com
diferentes amostras bioldgicas, possibilidade de funcionalizacdo com diferentes biomoléculas
e descarte facil e seguro (por exemplo, por meio de incineragdo) (MARTINEZ et al., 2010).
Além disso, o papel, material feito de celulose ou de polimeros de celulose, permite que o fluido
se mova apenas por acdo capilar, sem necessidade de forcas de bombeamento externas. A
absorcdo da amostra dentro da matriz do papel é resultado da interacdo entre forgas coesivas
(por exemplo, tenséo superficial) e forgas adesivas (por exemplo, forca de VVan der Waals), as
quais também auxiliam nas modificacGes nas camadas de bioreconhecimento. Diante disso,
dispensa-se instrumentos robustos, como termocicladores, contribuindo ainda mais para a
portabilidade desses dispositivos (YAMADA et al., 2017; GONG; SINTON, 2017).

Os dispositivos baseados em papel vém sendo utilizados, principalmente, em
imunoensaios, no qual tem-se a deteccdo de analitos com base na reagdo imunoldgica antigeno-
anticorpo. Os imunoensaios baseados em papel sdo constituidos, basicamente, de trés
componentes: 1) papel como substrato; 2) anticorpos ou proteinas como moléculas de
reconhecimento; 3) materiais repdrteres, por exemplo, nanoparticulas de ouro, que podem atuar
como sondas colorimétricas (LI et al., 2019). Existem diversas leituras de sinais utilizadas
nesses sensores baseados em papel, as quais envolvem eletroquimica e fluorescéncia, por
exemplo. Entretanto, a leitura colorimétrica mostra-se vantajosa e atrativa, visto que a presenca
do analito é identificada por uma mudanca na cor do papel, a qual pode ser identificada a olho
nu, sem a necessidade de instrumentos, 0 que contribui para sua aplicacdo em ambientes com
poucos recursos (NGUYEN; KIM, 2020).

Existem diferentes classes de biossensores baseados em papel, entre as quais temos

como o exemplo mais utilizado os ensaios de fluxo lateral.
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1.5 Ensaios de fluxo lateral

O ensaio de fluxo lateral (do inglés, lateral flow assay - LFA) é uma classe de
biossensores baseados em papel que tem ganhado muita atencdo devido a suas caracteristicas
favoraveis e compativeis com as diretrizes da OMS referentes aos dispositivos de diagnostico
point-of-care (KASETSIRIKUL; SHIDDIKY; NGUYEN, 2020; QUESADA-GONZALEZ;
MERKOCI, 2015). O mercado de ensaios de fluxo lateral foi de, aproximadamente, 9 bilhdes
de ddlares em 2022. Esse mercado esta projetado para atingir até 11,2 bilhGes de ddlares em
2026, com uma taxa de crescimento anual de 6,1%. O crescimento desse mercado é
impulsionado, principalmente, pela alta prevaléncia de doencas infecciosas (como COVID-19),
aumento da comercializacdo de testes rapidos domiciliares e necessidade de testes rapidos,
baratos e eficientes (RESEARCH AND MARKETS, 2022).

Os LFAs consistem em tiras de papel montadas em uma disposicdo e sequéncia
especifica e feitas com diferentes materiais sobre um suporte de sustentacdo, sendo fabricadas
num formato de tira, normalmente com uma largura entre 4 e 6 mm e um comprimento de,
aproximadamente, 7 cm (QUESADA-GONZALEZ; MERKOCI, 2015). Um LFA tradicional ¢
dividido em quatro partes: 1) regido de amostra: onde a amostra é aplicada, geralmente sendo
constituida de celulose ou fibra de vidro; 2) regido de conjugacao: geralmente constituida de
fibras de vidro, é a zona onde encontra-se 0 bioconjugado (marcador, como uma nanoparticula,
ligado a um bioreceptor, como DNA, anticorpo ou aptdmeros) responsavel por capturar o
analito; 3) regido de deteccdo: consiste na area de teste e controle, normalmente feita de
nitrocelulose, onde a linha de teste e controle estdo impressas; 4) regido absorvente: consiste na
zona final, geralmente feita com o mesmo material que a regido de amostra (como celulose),
sendo responsavel por absorver continuamente o fluido e ndo permitir que sofra refluxo que
poderia gerar resultados falso-positivo (KASETSIRIKUL; SHIDDIKY; NGUYEN, 2020;
BAHADIR; SEZGINTURK, 2016).

O funcionamento de um LFA é simples. Inicialmente, a amostra é aplicada na regido de
amostra e flui para a regido de conjugacdo. Nessa regido, caso a amostra contenha o analito, ele
sera capturado pelos seus bioreceptores ligados a transdutores (por exemplo, nanoparticulas de
ouro), o que resulta na primeira interacdo analito-receptor. O conjugado flui por forca de
capilaridade para a zona de detecgéo, passando pela linha de teste, onde os conjugados contendo
o analito sdo capturados - indicando a presenca do alvo -, e pela linha controle, onde os
transdutores ligados aos bioreceptores sdo capturados - indicando o funcionamento do teste
(QUESADA-GONZALEZ; MERKOCI, 2015).
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O principio de funcionamento explicado representa o0 modelo mais utilizado em LFAs,
chamado de modelo sanduiche, indicado para analitos grandes (>1 kDa), como proteinas,
bactérias e células. Nessa estratégia, utiliza-se dois anticorpos monoclonais para epitopos
diferentes ou um anticorpo monoclonal marcado e um anticorpo policlonal de captura. Além
disso, em altas concentra¢Ges pode sofrer efeito gancho, na qual o analito satura todos os sitios
de reconhecimento dos conjugados na zona de conjugacgdo, porém, por estarem em excesso,
fluem ao longo do dispositivo e se ligam nos bioreceptores da zona de amostra — impedindo a
formacgdo do sanduiche pelos conjugados com analitos. Além disso, esse modelo é mais
propenso a fornecer resultados falso-positivos quando comparado com o segundo modelo, o
competitivo. Tal modelo competitivo é mais Util para deteccdo de analitos pequenos (<1 kDa)
e, como nao sofrem o efeito gancho, € o mais indicado para amostra com altas concentracdes
de analitos. Nesse modelo, realiza-se a imobiliza¢do do analito na linha de teste. Portanto, como
ocorre a competicdo pelo conjugado entre a proteina da amostra e a proteina presente na linha
teste, espera-se que: em uma amostra negativa, o complexo tenha disponibilidade para se ligar
na linha teste e, portanto, observa-se a formacdo da linha; para uma amostra positiva, ocorre a
competicdo pelo analito e a linha de teste ndo é marcada ou € marcada numa intensidade menor,
Vvisto que os conjugados, total ou parcialmente, se ligam no analito da amostra e se tornam

indisponiveis para se ligarem na linha teste (PAROLO et al., 2020).

Formato sanduiche Formato competitivo
' Analito v Analito

A S

X \¢ JL
o _&»

v

o Al H H

5 5
) .

| 5 :

Figura 3 - Comparativo entre os modelos de detecc¢do sanduiche e competitivo.
Fonte: Elaborado pelo préprio autor (Biorender.com)
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A escolha do bioreceptor adequado é um ponto muito importante para o
desenvolvimento de LFAs especificos e sensiveis. O exemplo de LFA mais comum é o
imunoensaio de fluxo lateral, o qual utiliza anticorpos como bioreceptores e se baseia na reacéo
imunolodgica antigeno-anticorpo (GUO et al., 2021). Outras moléculas vém sendo exploradas
como receptores, por exemplo, os aptdmeros, que consistem em oligonucleotideos artificiais
que sdo baratos e que apresentam alta estabilidade; entretanto, sua atividade esta
intrinsecamente ligada com a forca idnica e composi¢do do tampao (PAROLO et al., 2020;
BAHADIR; SEZGINTURK, 2016).

Entre as vérias formas de ler um sinal de um ensaio de fluxo lateral, a mais utilizada ¢é a
leitura dptica, visto que é simples (resultados podem ser visualizados por alteracGes visiveis a
olho nu) e rapida (QUESADA-GONZALEZ; MERKOCI, 2015). Diante disso, nanomateriais
(materiais com tamanho entre 1 a 100 nm) sdo considerados marcadores ideais em ensaios de
fluxo lateral, visto que apresentam uma alta area de superficie (grande espaco para
funcionalizacdo e modificagdes por diferentes moléculas e grupos funcionais) e propriedades
elétricas, magnéticas, térmicas e opticas Unicas (GUO et al., 2021). As nanoparticulas de ouro
(AuNPs) séo os marcadores de deteccdo mais usados em LFAsS, visto que apresentam diversas
vantagens, como a ressonancia plasmonica de superficie que produz uma coloracéo especifica
dependendo do tamanho da AuNPs, que pode ser visualizada a olho nu (método de deteccdo
qualitativo). Além disso, podem ser sintetizadas em diferentes tamanhos e formas, apresentam
baixa toxicidade, alta estabilidade e sdo facilmente funcionalizadas com receptores por

adsorcéo fisica ou ligacGes covalentes (PAROLO et al., 2020).

Portanto, diante da viabilidade como uma ferramenta point-of-care, os ensaios de fluxo
lateral sdo utilizados para o diagnostico de varias doencgas por meio da deteccdo de diferentes

biomarcadores.

1.6 Biomarcadores da tuberculose e sua potencialidade para uso em plataformas de
diagnostico rapido

Biomarcadores consistem em caracteristicas objetivas e mensuraveis de processos
bioldgicos, os quais podem ser normais, processos patogénicos ou respostas a intervencao
farmacoldgica (STRIMBU; TAVEL, 2010). Como exemplo, podemaos citar moléculas que tém
sua expressao alterada em uma doencga de maneira que seu monitoramento pode ser usado para
deteccdo e tratamento de enfermidades. O biomarcador ideal € aquele que apresenta alta
especificidade e sensibilidade, sendo detectado por procedimentos de amostragem
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minimamente invasivos e sua concentracdo deve ser indicativa de um estado de doenca
(CORREIA et al., 2017). Os biomarcadores da tuberculose consistem em moléculas
encontradas em individuos infectados, as quais podem ser do proprio patdégeno ou resultado da
resposta imune do paciente. Tais moléculas podem ser usadas como alternativas de diagnosticos
répidos e eficientes frente as técnicas usadas atualmente (RODRIGUEZ-HERNANDEZ et al.,
2020).

Os organismos respondem as condi¢es ambientais por meio da regulacdo de proteinas
de choque térmico (do inglés, heat-schock proteins - Hsps). Essas proteinas sdo classificadas
em familias de acordo com suas massas moleculares (MILANI; BASIRNEJAD;
BOLHASSANI, 2019). As Hsps tém apresentado grande potencial como biomarcadores da
tuberculose, visto que ha um aumento em seus niveis em pacientes infectados quando
comparados com pacientes sadios (SHEKHAWAT et al., 2016). As Hsps realizam funcdes
como termotolerancia e degradacdo de proteinas, sendo que, na infec¢do tuberculosa, atuam
desencadeando a resposta imune, fornecendo uma ligacdo entre a resposta imune inata e
adaptativa (SHEKHAWAT et al., 2014). A proteina Hsp65 é um exemplo dessa classe que
pode ser usada no diagnostico de tuberculose. Essa proteina de choque térmico € secretada pela
bactéria Mycobacterium tuberculosis durante sua fase intracelular e desempenha um papel na
patogénese da tuberculose, visto que induz respostas imunes celulares e humorais, além de que
o nivel dessa proteina pode aumentar em condi¢des de estresse que ocorrem durante a infecgédo
tuberculosa (SHEKHAWAT et al., 2016; MUDALIAR et al., 2006; SUBRAMANI et al.,
2017). Essa proteina, por exemplo, é um marcador para a tuberculose genital (SUBRAMANI
etal., 2017; PRASAD et al., 2012) e para a meningite tuberculosa (MUDALIAR et al., 2006),
0s quais sao exemplos da forma extracelular da doenca. Além disso, a Hsp65 ja foi detectada
em diferentes tipos de amostra, como soro e liquido cefalorraquidiano (SHEKHAWAT et al.,
2014). Testes baseados em PCR ja foram desenvolvidos baseados no gene codificador da
proteina Hsp65, 0s quais se mostraram como alternativas eficientes para deteccao rapida de TB
(MACENTE et al., 2013). Entretanto, para realizagdo do procedimento, & necessario extrair o
DNA e utilizar equipamentos caros e robustos, como termocicladores, tornando uma alternativa

cara, demorada e ndo aplicavel em ambientes com poucos recursos.

A CFP-10 (proteina de filtrado de cultura de 10 kDa) é uma proteina secretada pela
Mycobacterium tuberculosis, codificada pela regido de diferenca 1 (RD1) e responsével por
induzir uma forte resposta imune celular (FENG et al., 2011). Essa proteina é altamente

expressa durante a fase de crescimento do patdgeno e secretada ativamente pelas cepas de
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bactérias (LIU et al., 2017; MAEKURA et al., 2019) A secre¢cdo dessa proteina ocorre
precocemente e tal antigeno pode ser encontrado em fluidos de pacientes com tuberculose; logo,
pode ser usado como marcador para a detec¢do precoce da infeccdo por tuberculose, sendo
reconhecido como o antigeno mais abundante do MTB (KIM et al., 2015; PHAN et al., 2018;
LI et al., 2019). A CFP-10 é vantajosa como biomarcadora por ndo estar presente na maioria
das cepas de Mycobacterium n&o tuberculosas (HONG et al., 2011). Além disso, esse antigeno
é crucial para a viruléncia do patdgeno, visto que a delecdo dos genes responsaveis por sua
codificacdo levou a uma reducdo da patogenicidade (RENSHAW et al., 2005; POULAKIS et
al., 2016). Esse biomarcador ja foi usado para detecgdo de tuberculose em amostras de sangue,
escarro e urina (PHAN et al., 2018; LI et al., 2019; WU et al., 2017). Além disso, um
imunoensaio bioeletrdnico foi usado para detectar a concentracdo da CFP-10 em amostras
clinicas diretas e ndo processadas de urina e soro e resultou numa faixa de concentracdo de 1,1

a 5,9 nM para essa proteina em amostras de soro, por exemplo (SEIFERT et al., 2021).

Apesar desses biomarcadores poderem ser usados para diagnostico da tuberculose, a
deteccdo e monitoramento de analitos Unicos pode ser uma fonte errdnea de resultados, visto
que falsos negativos ou falsos positivos podem ser obtidos pela inespecificidade. Diante disso,
o0 desenvolvimento de biossensores de papel baseado em fluxo lateral para detecgdo simultanea
das proteinas Hsp65 e CFP-10 usando sondas colorimétricas de AuNPs se mostra uma
ferramenta inovadora, promissora e com uma proposta de maior especificidade para o

diagndstico point-of-care
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2. Objetivos
2.1 Objetivos gerais

Desenvolver um dispositivo de imunoensaio de fluxo lateral capaz de detectar os
biomarcadores Hsp65 e CFP-10 de Mycobacterium tuberculosis de maneira especifica e
sensivel, com base no modelo de ensaio competitivo; fornecendo, assim, uma ferramenta de

diagndstico point-of-care para o diagnostico da tuberculose.

2.2 Objetivos especificos

Entre os objetivos especificos desse trabalho de conclusdo de curso, temos:

e Funcionalizar as nanoparticulas de ouro (AuNPs) com os anticorpos anti-Hsp65 e anti-
CFP-10;

e Realizar a montagem do dispositivo de fluxo lateral a partir da organizacdo de trés
regides: zona de amostra; zona de deteccao e zona absorvente;

e Realizar os testes de deteccédo, avaliando a sensibilidade — diferentes concentracdes do
analito — e a especificidade do biossensor — diferentes amostras;

e Auvaliar o desempenho analitico do biossensor a partir da otimizacdo de parametros
experimentais, como bloqueio da zona de deteccdo, volume de conjugado e volume de
amostra;

e Realizar analises quantitativas por meio de softwares de analises de fotos, como o

ImageJ, para determinar a concentracdo dos analitos.
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3. Materiais e métodos

3.1 Materiais

Os materiais utilizados foram o kit InnovaCoat® Gold 20 nm (Expedon - Inglaterra),
anticorpos monoclonais anti-Hsp65 (MBS310272/MyBioSource), anticorpos monoclonais
anti-CFP10 (MBS601269, My/BioSource), proteina Hsp65 (MBS806961/MyBiosource),
proteina CFP-10/ESAT-6 (MBS505078, My/BioSource), anticorpo anti-mouse do tipo IgG,
membrana de celulose, membrana de fibra de vidro, membrana de nitrocelulose, albumina do
soro bovino (do inglés, Bovine Sorum Albumin - BSA), tampéo fosfato-salino (do inglés,
Phosphate Buffered Saline - PBS), tampé&o fosfato-salino com Tween-20 (do inglés, Phosphate
Buffered Saline with Tween 20 — PBST).

3.2 Metodos
3.2.1 Funcionalizacao das nanoparticulas

Para a detec¢cdo do complexo CFP-10/ESAT-6 foram utilizados anticorpos monoclonais
anti-CFP10 e para a deteccdo da Hsp65 foram utilizados anticorpos monoclonais anti-Hsp65.
A funcionalizacdo dos anticorpos com as nanoparticulas de ouro (AuNPs) foi realizada
utilizando o kit InnovaCoat® Gold 20 nm (Expedon — Inglaterra). Inicia-se o procedimento
com a diluicdo do anticorpo com o diluente do Kit, seguido da adi¢do do tampédo de reacéo.
Apdbs um tempo de reacdo, um tampdo de parada é adicionado e a solucdo é submetida a
centrifugagéo para separagdo dos anticorpos funcionalizados e resuspensdo em solugédo com
BSA para blogueios dos sitios.

3.2.2 Montagem e modificacéo dos dispositivos

O dispositivo de fluxo lateral para a deteccdo dos dois biomarcadores foi fabricado em
uma configuracdo de trés camadas retangulares, formando trés regides especificas: 1) Zona de
amostra (fibra de vidro); 2) Zona de deteccdo (nitrocelulose); 3) Zona absorvente (celulose). As
trés zonas, respectivamente, foram cortadas nas dimensées: 2,1 cm x 0,3 ¢cm; 2,4 cm x 0,3 cm;
1,7 x 0,3 cm. No procedimento experimental, foi adotado a prévia incubacdo da suspensédo
nanoparticulas de ouro funcionalizadas com anticorpos especificos para as proteinas com a
amostra (tampéo PBS fortificado com as proteinas) seguida da aplicacdo na zona de amostra.
Logo, dispensou-se a utilizagdo da zona de conjugacéo, onde a amostra, aplicada isoladamente,
encontraria 0s conjugados previamente dispensados nessa membrana. Além disso, a zona de

deteccdo foi modificada com as biomoléculas por meio de uma impressora de biomoléculas
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para dispositivos de fluxo lateral. As linhas de testes foram modificadas com as proteinas CFP-
10/ESAT-6 (linha de teste — LT1) e Hsp65 (linha de teste — LT2) nas concentracoes,
respectivamente, 1 mg/mL e 0,5 mg/mL. A fim de analisar se o dispositivo estava funcionando
da maneira correta, também foi impressa a linha controle (LC), composta por anticorpos
secundarios que se ligam aos anticorpos de ratos do tipo IgG. O dispositivo montado e

previamente modificado esta representado na Figura 4.
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Figura 4 - Dispositivo completo, com as diferentes zonas e suas respectivas biomoléculas.
Fonte: Elaborado pelo préprio autor (Biorender.com)

3.2.3 Testes de detecgdo

O procedimento para realizacdo dos testes para a deteccdo de ambas as proteinas
consistiu na pré-incubacdo das nanoparticulas funcionalizadas com lotes diferentes para a
deteccdo dos dois biomarcadores com a amostra, como mostrado na Figura 5. Ap6s o tempo de
incubacdo, aplicou-se a amostra no dispositivo e capturou-se imagens das tiras apds 15 min de
corrida para as andlises quantitativas. A amostra consistiu em uma solucdo de tampdo PBS

fortificado com as respectivas proteinas.
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Figura 5 - Procedimento experimental para realizacdo dos testes de deteccédo e otimizagdo.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (Biorender.com).
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Durante os testes de deteccdo, avaliou-se a seletividade e especificidade do dispositivo.
E muito importante avaliar esses fatores, visto que o biossensor desenvolvido ndo deve gerar
resultados falso positivos e ele deve ser capaz de detectar diferentes concentragdes do antigeno.
Diante disso, com o objetivo de avaliar a seletividade, os testes foram realizados com amostras
contendo analito (amostras positivas) e somente aplicacdo de tampéo sem a presenca do analito
(amostras negativas). J em relacdo a sensibilidade, foram testadas diferentes concentragdes do
analito a fim de avaliar o limite de deteccdo dos biomarcadores. A Figura 6 ilustra o
funcionamento do dispositivo. Na auséncia do analito, os conjugados ficam disponiveis para se
ligarem nos antigenos presentes nas linhas teste e, portanto, observa-se a marcacdo na
membrana. Por outro lado, na presenca dos analitos, os conjugados tornam-se indisponiveis
para serem capturados pelos antigenos nas linhas teste e, entdo, observa-se a auséncia ou

reducdo da intensidade da linha teste.
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Figura 6 - Esquema da detec¢do colorimétrica do imunoensaio.
Fonte: Elaborado pelo autor (Biorender.com).

3.2.4 Otimizagao dos parametros experimentais

Visando obter o melhor desempenho para o biossensor de fluxo lateral, realizou-se a
otimizacdo de alguns parametros experimentais. Entre os parametros, avaliou-se a influéncia
do bloqueio da membrana de deteccdo, a sonicagdo do complexo proteico, o volume de

conjugados incubados, o volume de amostra, o tampdo de corrida e o tempo de incubagéo.
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3.2.5 Andlises quantitativas

A andlise quantitativa foi realizada visando aprimorar os resultados qualitativos do
ensaio de fluxo lateral. O procedimento de analise pode ser observado na Figura 7. Inicialmente,
realizou-se a captura de imagens dos dispositivos apds 15 min da aplicagdo da amostra por um
smartphone. Em seguida, utilizando o software ImageJ, realizou-se a divisdo da imagem nos
canais RGB (do inglés, Red, Green and Blue) e utilizou-se o canal verde, o qual maximiza a
sensibilidade da analise em ensaios que empregam rétulos vermelhos (como AuNPs). A partir
do perfil do grafico obtido, extraiu-se os valores da intensidade e calculou-se a intensidade da

linha teste por meio de softwares de analises de dados, como o Prism e o OriginPro.

A B C

Fle £ mage Process Anahas Pugns Window Help

B C Zi&|HNAIRIA L oS82

LT \ I

Figura 7 - Analise quantitativa usando o ImageJ. (A) Abertura do arquivo contendo a foto da(s) tira(s). (B) Divisdo
da imagem nos canais RGB, selecdo do canal e demarcacao da regido a ser analisada. (C) Extracdo do perfil grafico
e dos valores de intensidades para aplicagdo em softwares de analise de dados.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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4. Resultados e discussao

4.1 Deteccao isolada do complexo proteico CFP-10/ESAT-6 e Hsp65

Inicialmente, realizou-se testes para a determinacdo do limite de deteccdo das proteinas
usando dispositivos modificados para a deteccdo isolada dos biomarcadores, o qual pode ser
observado na Figura 8. Nesses testes iniciais, as modificagdes e montagem dos dispositivos
foram realizadas manualmente, na qual as linhas de teste e controle foram pingadas na

membrana nas proporcoes apresentadas em 3.2.2.

Zona de Zona de Zona
amostra detecgao absorvente

! | !
N
oo X
o Y
t ot

Linha Linha
teste controle
(L7) (Lc)

O Biomarcador \)r Anticorpo secundario

Figura 8 - Dispositivo projetado para a detec¢do individual dos biomarcadores.
Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Para o complexo CFP-10/ESAT-6, incubou-se 25 pL da proteina em trés concentrages
diferentes (40 pg/mL, 60 pg/mL e 80 pg/mL) com 5 pL de nanoparticulas funcionalizadas com
anti-CFP10 durante 5 min. Ap6s 15 min de corrida, aplicou-se 15 puL de PBS para forcar o fluxo
de nanoparticulas adsorvidas na zona de amostra. O resultado apds 25 min de corrida pode ser
observado na Figura 9, na qual percebe-se que houve uma diferenca significativa na intensidade
de marcacgdo da LT, revelando a deteccdo do biomarcador nessas concentragdes a partir da faixa

de concentracédo de 40 pg/mL.
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|1'r LlC
1) 80 pg/mL (
2) 60 pg/mL (
3) 40 ug/mL 1

&
4) PBS (

Figura 9 - Testes iniciais para a detec¢cdo de CFP-10, sendo LT a linha de teste composta pela CFP-10/ESAT-6 e
a LC a linha controle.

Aplicou-se 0 mesmo procedimento citado acima para a detec¢do da Hsp65. O resultado
apo6s 25 min de corrida pode ser observado na Figura 10, na qual observa-se que houve uma
diminuig&o significativa da intensidade da linha teste conforme aumentou-se a concentragéo da
proteina, resultado esperado para 0 modelo competitivo de deteccdo. Além disso, percebe-se
gue houve uma leve marcacao da linha teste na concentracdo de 40 pug/mL; ou seja, a detecgédo

de tal biomarcador se tornou mais sensivel a partir dessa concentracao.

1) 40 pg/mL
2) 20 ug/mL
3)10 pg/mL

4) PBS

Figura 10 - Testes iniciais para a detec¢do da Hsp65, sendo LT a linha de teste composta pela Hsp65 e a LC a
linha controle.

4.2 Testes de deteccdo: CFP-10 e Hsp65

Apos a determinacéo do limite de detecgdo das proteinas de maneira individual, iniciou-
se 0s testes para deteccdo usando o dispositivo modificado para detec¢do simultanea. Os testes
de deteccdo foram conduzidos inicialmente avaliando os biomarcadores separadamente,
utilizando a concentragdo de 40 pg/mL para o complexo CFP-10/ESAT-6 e para a proteina
Hsp65. Para isso, incubou-se 20 puLL da amostra contendo um dos biomarcadores durante 5 min
com 10 pL. de AuNPs funcionalizadas com os respectivos anticorpos (5 pL. de cada um dos
conjugados) e aplicou-se na zona de amostra. Ap6s 5 min de corrida, aplicou-se 15 pL de PBS

para que nanoparticulas remanescentes pudessem chegar a zona absorvente — procedimento
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padrdo utilizado em todos os testes. O resultado, apds 25 min de corrida, pode ser observado na

Figura 11.
Amostra Concentragao — 40 pg/mL Detecgao inicial
s 200 3 Positivo
LT1 LT2 LC 2 3 Negativo
@
CFP-10/ESAT-6 g 1504
© ==
LT1 LT2 LC E
= 1004
Hsp65 I s
@
f a -
LT1 LT2 LC )
c
PBS 2 I l —
I E c L L}
CFP-10/ESAT-6 Hspé5
CFP10/ESAT6 Hsp65 Linha controle

Figura 11 - (A) Tiras ap6s 25 min de corrida das amostras contendo as proteinas na concentra¢do de 40 pg/mL.
(B) Detecgdo quantitativa da intensidade das linhas testes.

Nas trés amostras testadas, observou-se uma corrida homogénea e rapida, visto que
levou cerca de 4 min para o fluxo atingir a zona absorvente do dispositivo. Como pode ser
observado na amostra negativa (PBS), ambas as linhas testes ficaram nitidamente marcadas,
que é o esperado no modelo competitivo, visto que as nanoparticulas conjugadas com 0s
anticorpos ficaram disponiveis para se ligarem nas proteinas das linhas. Para a deteccdo da
CFP-10/ESAT-6, apesar de se observar a marcacdo da linha de teste (LT1), houve uma
diminuicdo significativa da intensidade, que € corroborada com a andlise quantitativa (Figura
11B). A diminuicdo da intensidade indica que a maior parte dos conjugados se ligaram nas
proteinas presentes na amostra e 0s conjugados restantes se ligaram a LT1, mostrando que o
dispositivo foi capaz de detectar as proteinas alvo. O mesmo resultado foi observado para os
testes de deteccdo da HSP65. Comparado com a amostra negativa, a aplicacdo da amostra
positiva resultou na diminuicdo da intensidade da LT2, que mostra que o dispositivo foi capaz
de detectar essa proteina. Além disso, observou-se a marcacdo da LC em todos os testes, que
mostra que o dispositivo funcionou corretamente, visto que os conjugados foram capturados

pelos anticorpos dessa regiéo.

Apesar do dispositivo ter apresentado o resultado esperado para 0 modelo competitivo,
foi realizada a otimizacdo de alguns parametros experimentais a fim de obter um melhor
desempenho analitico, por exemplo, observar a total diminuigéo da intensidade para a detecgédo
da CFP-10/ESAT-6.
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4.3 Testes de otimizacao

Para aprimorar o desempenho analitico do dispositivo, alguns parametros experimentais
sdo cruciais para otimizacdo, por exemplo, o bloqueio dos sitios ativos da zona de deteccdo,

volume de amostra, volume de conjugado e o tempo de incubacéo.

4.3.1 Bloqueio da membrana

Um dos parametros que pode influenciar o funcionamento de um dispositivo de fluxo
lateral € o bloqueio dos sitios ativos da membrana que compde a zona de deteccdo, pois
interacdes inespecificas entre os biomarcadores presentes na amostra e a membrana podem
ocorrer durante o fluxo da amostra, resultando em falso positivo ou falso negativo. Para isso,
realizou-se testes com o bloqueio da membrana utilizando 100 uL de BSA 1% em PBS durante
5 min, seguida de lavagem tripla com 1 mL de PBS. Apds o blogueio dos sitios ativos, realizou-
se os testes de detec¢do nas mesmas condicdes da detecgdo inicial: incubagdo prévia de 20 L
de amostra com 10 pL de conjugados durante 5 min, com aplicag@o adicional de PBS apds 5

min de corrida. Os resultados ap6s 20 min de corrida podem ser observados na Figura 12.

Tempo de CFP-10/ESAT-6 — 40
bloqueio pg/mL Hsp65 — 40 pg/mL PBS
LT LT2 Lc LT LT2 LC LT LT2 LC
Sem bloqueio l I
LT LT2 LC LT1 LT2 Lc L LT LT2 Lc
5 min ! I

CFP-10/ESAT-6 Hsp65 Linha controle

Figura 12 - Teste de bloqueio dos sitios ativos da tira. Deteccdo da CFP-10/ESAT-6, Hsp65 e controle negativo
para tiras sem etapa de bloqueio e com bloqueio de 5 min usando BSA.

Em todos os testes com as diferentes amostras, o dispositivo apresentou um fluxo
homogéneo e rapido, com cerca de 4 min de corrida até a amostra atingir a zona absorvente. O
blogueio dos sitios ativos, apesar de ser importante para o desempenho analitico do dispositivo,
ndo se mostrou crucial nos resultados observados. Como pode ser observado, ndo houve uma
diferenca significativa da intensidade da linha teste entre as tiras sem bloqueio e as com
bloqueio para as trés amostras testadas. Entretanto, observou-se que nas tiras sem o bloqueio
dos sitios ativos, ha deposicdo das nanoparticulas de ouro remanescentes na membrana apos 30
min de aplicagdo da amostra. Esse depdsito resulta numa marcagdo vermelha da membrana que,

em analises quantitativas, pode atuar como um ruido de fundo e comprometer a analise
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quantitativa. Uma vez que o bloqueio ndo influenciou no desempenho analitico, 0s
experimentos subsequentes foram realizados com tiras sem bloqueio e com as fotos capturadas

apos 15 min de corrida para evitar a influéncia do ruido nas analises.

4.3.2 Sonicacao do complexo CFP-10/ESAT-6

Nos testes iniciais para deteccdo do complexo CFP-10/ESAT-6 observou-se a marcagao
da LT1 paras as amostras positivas, embora a intensidade tenha sido inferior que a obtida para
as amostras negativas. Uma das hipdteses para esse comportamento era a de que o anticorpo
monoclonal anti-CFP10 usado na funcionaliza¢cdo com as AuNPSs ndo estaria reconhecendo seu
epitopo especifico. Isso poderia ocorrer caso 0 epitopo estivesse no interior das estruturas
helicoidais que formam o heterodimero 1:1 com a proteina ESAT-6. Ambas as proteinas, CFP-
10 e ESAT-6, apresentam uma natureza hidrofébica e, para manter sua solubilidade em &gua,
escondem alguns residuos hidrofobicos dentro da estrutura que as ligam (DE JONGE et al.,
2007). Visando expor tais regides, que poderiam conter o epitopo, realizou-se a sonicacdo do
complexo CFP-10/ESAT-6 durante 5 min. Apds a sonicacgdo, aplicou-se a amostra nas mesmas
condigdes realizadas e otimizadas anteriormente. O resultado (Figura 13) mostra que néo houve
uma diferenca significativa entre as intensidades da amostra sonicada e sem sonicar. Portanto,
a realizacdo desse procedimento ndo resultou na exposicdo de possiveis epitopos escondidos e

nem contribuiu para a melhora no desempenho analitico para a detec¢do da CFP-10.

Complexo Deteccdo: CFP-10/ESAT-6 — Controle negativo - PBS
proteico 40 pg/mL
LT LT2 LC LT L2 Lc
Sonicado l §
LT LT2 LC L1 LT2 LC
Sem I
sonicagao

CFP-10/ESAT-6 Hsp65 Linha controle

Figura 13 - Teste de sonicacdo do complexo proteico. Deteccdo da CFP-10/ESAT-6 e controle negativo, com o
complexo proteico sonicado durante 5 min e sem sonicacao.

4.3.3 Volume de conjugado

Nos testes anteriores, observou-se um excesso de nanoparticulas na zona absorvente que

poderiam influenciar as analises quantitativas, uma vez que o volume do conjugado
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(nanoparticulas + anticorpos) é um parametro importante nos modelos competitivos. Em alta
concentracdo, os conjugados capturam a proteina alvo disponivel na amostra, no entanto, por
estar em excesso, parte fica disponivel para se ligar nas proteinas da linha teste, resultando na

marcacdo da linha e em falso negativo.

Diante disso, realizou-se o teste de otimiza¢do do conjugado visando diminuir a
intensidade das linhas testes na amostra positiva. Para isso, realizou-se testes com o conjugado
concentrado — como feito nos testes iniciais — e com o conjugado diluido, nos parametros
mostrados na Tabela 1. Os resultados ap6s 25 min de corrida podem ser observados na Figura
14,

Tabela 1 - Pardmetros utilizados para o teste de otimizagdo do volume de conjugado.

Otimizacao do volume de conjugado

Parémetros
Testes Volume de conjugado  PBS  Tempo de incubacéo Concentracao da proteina
Diluido 2,5 puL de cada 5ulL 5 min 40 pg/mL
Concentrado 5 pL de cada - 5 min 40 pg/mL
Vol d
c:nl;:; d: CFP-10/ESAT-6 — 40 pg/mL Hsp65 — 40 pg/mL PBS
1 T2 Lc LTl LT2 Lc LTl LT2 Lc
2,5 pl de cada [
LT1 LT2 Lc LT1 LT2 Lc LT1 LT2 Lc
5 pL de cada l l
B CFP*JO/ESAT*S Hsp65 Linha controle
Volume de conjugado: CFP-10/ESAT-6 Volume de conjugado: Hsp65
; 200- 3 Positivo ;:‘ 50- 3 Positivo
3 N i 3 2
s 3 Negativo % i —[_ 3 Negativo
& 150- v £
£ == S 30
c =
= 100- £
©
3 — 20 il
S 50- 3 i
jg T 104
"
[ c
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2,5uL SuL 25uL SuL

Figura 14 - Otimizacao do volume de conjugado. (A) Deteccdo da CFP-10/ESAT-6, da Hsp65 e controle negativo,
testando 5 pL de conjugados (2,5 pL de cada um dos conjugados) e 10 uL de conjugados (5 YL de cada um dos
conjugados). (B) Deteccdo quantitativa da CFP-10//ESAT-6. (C) Detec¢do quantitativa da Hsp65.
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Em todos os testes, as linhas controles ficaram nitidamente marcadas, revelando que,
mesmo em um volume de conjugado menor, o dispositivo continuou funcionando. Em relagéo
a deteccdo dos biomarcadores, os resultados foram consistentes. Tanto na detec¢do da CFP-
10/ESAT-6 quanto na da Hsp65, percebe-se que ndo houve uma mudanca significativa na
intensidade da linha teste. Logo, a otimiza¢do do volume do conjugado né&o influenciou na
deteccdo das proteinas diretamente. Entretanto, além do desempenho do biossensor, otimizar o
volume de conjugado é importante para o custo final do dispositivo, ou seja, diminuir o volume
implica em diminuir o custo. Portanto, para os experimentos seguintes, foram utilizados 2,5 uL
de conjugado para cada um dos biomarcadores, visto que a diferenca de intensidade das linhas

teste entre as amostras negativa e positivas continuou significativa.

4.3.4 Volume de amostra

Apesar do resultado positivo em relagdo ao volume de conjugado, outro parametro
extremamente importante é o volume de amostra, visto que, quanto maior o volume, maior sera
a quantidade de analito para saturar os sitios de reconhecimento dos conjugados e resultar em
um diagndstico mais sensivel. Diante disso, realizou-se testes visando otimizar o volume de
amostra, seguindo as condi¢6es apresentadas na Tabela 2. Os resultados ap6s 25 min de corrida,

para volume final de 30 uL, podem ser observados na Figura 15.

Tabela 2 - Pardmetros utilizados para o teste de otimizagdo do volume de amostra.

Otimizacéao do volume de amostra

Pardmetros
Volume de Volume de Tampao Tempo de Concentracdo da
Testes amostra conjugado PBS incubacdo proteina
Menor 20 uL 2,5 uL de cada 5L 5 min 40 pg/mL
volume | Iy [ Hg
Maior .
25 uL 2,5 pL de cada - 5 min 40 pg/mL

volume



32

Volumede CFP-10/ESAT-6 — 40 pg/mL Hsp65 — 40 pg/mL PBS
amostra
[R5 L2 Lc L1 T2 Lc m L2 Lc
20 L I I
!
m L2 Lc 1 LT2 Lc LT L2 Lc
25 L hei [ [
CFP-lO/ESAT-G Hsp65 Linha controle
Volume de amostra: CFP-10/ESAT-6 Volume de amostra: Hsp65
S 100+ 3 Positivo = 254 3 Positivo
S ]
= £ Negat 2
s 804 egativo s 204 3 Negativo
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Figura 15 - Otimizacdo do volume de amostra. (A) Detec¢do da CFP-10/ESAT-6, Hsp65 e controle negativo, com
volume de amostra de 20 pL e 25 pL. (B) Detecgdo quantitativa da CFP-10/ESAT-6. (C) Deteccdo quantitativa
da Hsp65.

Uma das formas de interpretar o resultado quantitativo do biossensor é analisar a razao
SIN (do inglés, Signal/Noise — Sinal/Ruido), parametro de grande importancia que indica a
qualidade de uma medida analitica. Nesse caso, o sinal se refere a medida da amostra com o
analito, enquanto o ruido consiste nas variacdes do sinal na auséncia do alvo. Tratando-se do
modelo competitivo de deteccdo, na auséncia do analito espera-se uma forte marcacgdo da LT,
referente ao ruido. Por outro lado, na amostra positiva, espera-se que o sinal seja 0 mais baixo
possivel devido a baixa intensidade das LT. Diante disso, quanto menor o S/N melhor é o

desempenho analitico do dispositivo.

Sendo assim, como pode ser observado na figura 15A, a deteccdo do complexo CFP-
10/ESAT-6 utilizando um volume maior de amostra apresentou uma diminuicao da intensidade
da LT1, assim como do S/N de 0,40 para 0,32. Logo, aumentar o volume de amostra levou a
saturacdo de AuNPs conjugadas que antes ficavam disponiveis para se ligar no alvo na LT1. Ja
em relacdo a deteccdo da Hsp65, em ambos os volumes de amostra, a deteccdo se mostrou
sensivel, visto que se observa uma diferenca significativa entre as amostras negativa e positiva.
Uma reducgéo no S/N de 0,30 para 0,23 ocorreu com 0 aumento do volume de amostra. Portanto,

foi escolhido o volume de 25 ulL de amostra para os seguintes testes de otimizagao.
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4.3.5 Tampéo de corrida

Em um ensaio de fluxo lateral, o fluxo da amostra é muito importante para o
desempenho analitico do dispositivo. Um dos fatores que pode influenciar no fluxo da amostra
e contribuir para a melhora dos resultados € o tipo de tampao de corrida. Além da utilizacdo do
PBS, é possivel utilizar outros tampdes, como o PBS-Tween20 (PBST), o qual, como possui
um detergente em sua formulagéo, pode facilitar o fluxo da amostra ao longo do dispositivo. A
fim de analisar o efeito do tampé&o de corrida utilizado para forgar o fluxo, foram realizados

testes com dois tamp0es, PBS e PBST, adicionados ap6s 5 min de corrida. O resultado pode ser

observado na Figura 16.

Tampio de CFP-10/ESAT-6 — 40 -
corrida pg/mL Hsp65 — 40 pg/mL Controle negativo
LT1 LT2 LC LT1 L2 Lc LT LT2 LC
PBST r , F [
LT1 L2 ¢ LT LT2  LC LT LT2 1c

PBS l I l

CFP-10/ESAT-6 Hsp65 Linha controle

Figura 16 - Otimizag8o do tampé&o de corrida. Detecgdo da CFP-10/ESAT-6, Hsp65 e controle negativo, com a
utilizacdo do PBS-Tween20 (PBST) e PBS.

O fluxo da amostra e as intensidades das linhas teste foram semelhantes entre os dois
tampdes testados. Portanto, o0 uso do tampdo PBST, ndo resultou em uma melhora significativa
no desempenho analitico do dispositivo. Dessa forma, a aplicacdo adicional de PBS foi mantida

para os testes posteriores.

4.3.6 Tempo de incubagéo

A partir dos resultados obtidos, percebeu-se que a deteccdo da CPF10/ESAT6
apresentou menor sensibilidade que a da Hsp65. Diante disso, levantou-se a hipdtese de que o
tempo de incubacgédo poderia ndo ser suficiente para que o complexo proteico interagisse com
todas as AuNPs funcionalizadas, de modo a saturar todos os sitios possiveis e evitar que 0s
conjugados se ligassem na linha teste. Sendo assim, foram realizados testes variando o tempo
de incubacdo da amostra com os conjugados: sem incubagdo prévia, incubacdo por 5 min e

incubacdo por 10 min. A Figura 17 apresenta os resultados das corridas apds 25 min.
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Tempo CFP-10/ESAT-6 - 40 Hsp65 — 40 pg/mL PBS
ug/mL
LT LT2 Lc LM LT2 LC LT LT2 LC
0 min [
LT1 LT2 LC LT1 LT2 LC
5 min |
LT1 LT2 LC LT1 LT2 LC
10 min l

CFP-10/ESAT-6 Hsp65 Linha controle

Figura 17 - Otimizac&do do tempo de incubagdo. Detec¢éo da CFP-10/ESAT-6, Hsp65 e controle negativo, sem
tempo de incubacdo e com tempo de 5 e 10 min.

Para ambos os biomarcadores, observa-se uma diferenca na intensidade da linha teste
entre os experimentos realizados com as amostras sem incubacdo e os testes com incubagéo
prévia. Esse resultado revela que, apesar da deteccdo acontecer, ndo realizar a incubacdo da
proteina resulta numa menor interacdo das proteinas com os conjugados e, consequentemente,
em uma maior intensidade da LT. Apesar disso, ndo houve uma diferenca relevante entre as
incubagdes por 5 e 10 min. Portanto, visando tornar o diagnostico mais répido, adotou-se o

tempo de incubacéo de 5 min.

4.4 Construcao das curvas analiticas

Ap0s otimizacdo do dispositivo, construiu-se as curvas analiticas para cada um dos
biomarcadores, a fim de oferecer um método de diagnéstico quantitativo. Para isso, foram
capturadas fotos dos dispositivos e a intensidade das linhas testes foram analisadas utilizando
o software ImageJ. A curva da intensidade em funcéo da concentracdo do analito foi construida

utilizando o software OriginPro.

4.4.1 Curva analitica: CFP-10/ESAT-6

Para a construcdo da curva analitica do complexo CFP-10/ESAT-6, foram testadas 5
concentragdes diferentes: 2,5 pg/mL, 5 ug/mL, 10 ug/mL, 20 ug/mL e 40 ug/mL. As fotos

capturadas apds 15 min de corrida e a curva analitica obtida estdo apresentadas na Figura 18.



35

70
Concentragao CFP-10/ESAT-6
T L2 LC . 807 }
40 pg/mL 2
L @ 150 }
m [0z [T @
20 pg/mL 2 ;
8 40
c
LM L2 LC ";
10 pg/mL i s %
S
11 02 [C 3
5 pg/mL l ] g 20 - i
M L2 IC = »
2,5 pg/mL l 10
_ _ T T T T T T T
[rt |crpiosaTs [ir2 |Hspss Linha controle 04 ne 03 10 12 14 1o
Log da concentragdo da CFP-10/ESAT-6 (ug/mL)

Figura 18 - Deteccdo da CFP-10/ESAT-6 com variagdo da concentragdo. (B) Curva analitica para a deteccéo da
CFP-10/ESAT-6 (R?=0,971).

Observa-se gque as intensidades das linhas de teste diminuiram conforme aumentou-se a
concentracdo do analito, comportamento esperado para 0 modelo competitivo do ensaio de
fluxo lateral. Uma relagéo linear foi obtida entre a intensidade da linha de teste e o logaritmo

da concentracdo do complexo, com uma curva analitica com ajuste (R?) de 0,971.

4.4.2 Curva analitica: Hsp65

Para a construcdo da curva analitica da deteccdo da Hsp65, também se utilizou as
concentragdes 2,5 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL e 40 pg/mL. Assim como na
construcdo da curva analitica da CFP-10/ESAT-6, as imagens foram capturadas ap6s 15 min de

corrida e podem ser observadas na Figura 19, assim como a curva analitica resultante.

Concentragao Hsp65 55
LT1 LT2 LC o
40 pg/mL ] ©
. 3 204
m L2 LC 2
20 pg/mL 2 %
g 15 4
11 L2 LC £
10 pg/mL ‘ s {.
- o 10 -
LT1 LT2 LC g %
5 pg/mL I 3 ;
g 5
L1 L2 LC € N
2,5 ug/mL l = -
0
CFP10/ESAT6 Hsp65 Linha controle 0:4 056 018 1!0 1:2 1:4 1t6
Log da concentracdo da Hsp65 (pg/mL)

Figura 19 - Deteccdo da Hsp65 com variagdo da concentragdo. (B) Curva analitica para a deteccdo da Hsp65
(R?=0,984).
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Analisando as intensidades obtidas, observa-se que as linhas de teste diminuiram de
intensidade conforme aumentou-se a concentracdo. Uma relacdo linear entre a intensidade e o
logaritmo da concentracdo do analito foi obtida, gerando uma curva analitica com um 6timo
ajuste (R?) de 0,984,
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5. Conclusbes e perspectivas

O dispositivo desenvolvido nesse projeto apresentou resultados promissores para a
deteccdo simultanea dos biomarcadores da tuberculose pelo ensaio de fluxo lateral competitivo.
Entre os parametros testados, o dispositivo apresentou melhor desempenho analitico com a
incubacdo de 5 min da amostra com 2,5 uL de cada um dos conjugados, sem a etapa de bloqueio
dos sitios ativos da membrana. Além disso, percebeu-se a melhora no fluxo com 30 uL de
aplicagdo, seguida da aplicagdo de 15 pL de tampao PBS para forcar o fluxo de biomoléculas
adsorvidas ao longo das membranas. As curvas analiticas, apresentaram 6timos ajustes com R2
de 0,971 e 0,984 para CFP-10/ESAT-6 e Hsp65, respectivamente, 0 que mostra a potencialidade
do dispositivo para andlises quantitativas de tais biomarcadores. Além disso, em etapas
seguintes, torna-se necessario avaliar o desempenho analitico do dispositivo com amostras
reais, Como 0 soro, assim como o estudar a especificidade frente a outras amostras proteicas.
Ademais, o dispositivo se mostra uma potencial e inovadora ferramenta para o diagnostico
point-of-care da tuberculose, visto que a analise simultanea de dois biomarcadores traz maior
especificidade ao teste e sua aplicacdo necessita de pouca infraestrutura laboratorial, facilitando

a aplicacéo em regides periféricas.
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