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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE  IMUNOSSENSORES  MICROFLUIDICOS
DESCARTAVEIS PARA DETEC(;AO DE BIOMARCADORES VISANDO O
DIAGNOSTICO PRECOCE DA DOENCA DE ALZHEIMER. A doenca de
Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa que afeta um grande ndmero de
idosos e tem grande impacto social e econdmico. Em estagios iniciais, o diagndstico
da DA pode melhorar significativamente a qualidade de vida dos pacientes.
Atualmente, os biomarcadores da DA requerem procedimentos de diagnéstico de
imagem dispendiosos ou invasivos. Desta maneira, métodos que permitem um
diagndstico precoce, menos invasivo, rapido e de baixo custo sdo altamente
desejaveis. Por esse motivo, foi desenvolvido um dispositivo microfluidico
descartavel baseado em imunossensores eletroquimicos para a deteccdo dos
biomarcadores A Disintegrin And Metalloprotease 10 (ADAM10) em plasma e
peptideo B-amiloide com 42 aminoacidos (BA42) em liquor. Amostras de trés grupos
de idosos divididos em sujeitos cognitivamente saudaveis, pacientes com transtorno
neurocognitivo leve (TNCL) e com DA em diferentes estagios foram analisadas. Para
a construcdo do dispositivo, eletrodos foram serigrafados em folha de poliéster
utilizando tintas a base de carbono e Ag/AgCI. As estratégias para deteccdo dos
biomarcadores foram baseadas nos imunoensaios do tipo sanduiche ou competitivo
indireto. A enzima peroxidase de raiz forte (HRP) foi utilizada como marcador
eletroquimico e responsavel pela resposta indireta do imunossensor. A curva
analitica para a ADAM10 foi linear na faixa de 5,6 a 1,4 pg mL, com coeficiente
de correlacgdo linear (r?) de 0,983 e limite de deteccdo (LD) de 5,6 fg mL™. Para o
biomarcador BA42, a faixa foi linear entre 1,8 a 499,2 pg mL! do peptideo, com r? =
0,977 e LD de 1,8 pg mL™. Amostras de plasma dos pacientes com DA e TNCL

apresentaram niveis de ADAM10 significativamente aumentados quando comparado
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com sujeitos saudaveis. As concentracdes de fA42 encontradas no liquor foram
estatisticamente diferentes entre os grupos controle e doentes. A ADAMI10 e sua
deteccédo utilizando o dispositivo aqui proposto mostraram-se como uma poderosa
ferramenta para o diagnostico precoce e monitoramento da DA o que pode trazer

grandes beneficios para a qualidade de vida dos pacientes.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF DISPOSABLE MICROFLUIDIC IMMUNOSENSORS FOR
BIOMARKER DETECTION AIMING EARLY DIAGNOSIS OF ALZHEIMER'S
DISEASE. Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative condition that affects a
large number of elderly and has an important social and economic impact. In early
stages, the AD diagnosis can significantly improve patients' quality of life. Currently,
AD biomarkers require diagnostic imaging procedures that are expensive or invasive.
Thus, methods less invasive that allow an early, fast, and low-cost diagnosis are
highly desirable. For this reason, a disposable microfluidic device was developed
based on electrochemical immunosensors for detection of the biomarkers A
Disintegrin And Metalloprotease 10 (ADAM10) and amyloid-B peptide with 42
amino acids (Ap42) in plasma and cerebrospinal fluid samples. Three elderly groups
divided into cognitively healthy subjects, mild cognitive impairment (MCI), and AD
patients at different disease stages were analyzed. For device construction, electrodes
were screen printed on polyester foil using carbon and Ag/AgCl inks. Strategies for
the biomarker’s detection were based on sandwich or competitive immunoassays.
The horseradish peroxidase (HRP) enzyme was used as an electrochemical marker
and responsible for the indirect response of the immunosensor. The ADAM10
calibration curve was linear in the range of 5.6 to 1.4 pg mL?, with a linear
correlation coefficient (r?) of 0.983, and a limit of detection (LD) of 5.6 fg mL™. For
BA42 biomarker, the concentration range was linear between 1.8 and 499.2 pg mL ™
of the peptide, with r?=0.977 and LD of 1.8 pg mL™. Plasma samples from AD and
MCI patients showed significantly increased of ADAM10 levels when compared
with healthy subjects. Ap42 concentrations found in the cerebrospinal fluid were
statistically different between the control and the diseased groups. ADAM10 and its

detection using the device proposed here proved to be a powerful tool for the early
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diagnosis and AD monitoring, which can bring great benefits to patients' quality of
life.
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1 INTRODUCAO

1.1 Envelhecimento populacional e a Doenca de Alzheimer

O processo de envelhecimento populacional € um dos maiores éxitos da
humanidade e também um dos grandes desafios, uma vez que é um fato mundial que
tem implicacdes diretas na salde publica®. Segundo as Nac¢des Unidas, a projecédo
média da populacdo mundial com idade superior a 60 anos em 2015 era de 9 bilhdes
e a perspectiva para 2050 é que esse nimero dobre?. No Brasil, segundo pesquisa do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a populacdo idosa em 2018
era de cerca de 28 milhdes. O orgdo estima que até 2050 tenhamos cerca de 66
milhGes de idosos, o que correspondera a quase um ter¢o da populacdo brasileira
neste mesmo ano®.

A longevidade é reflexo da melhoria da qualidade de vida e de avancos
da medicina, sociais e econdmicos, associados a diminuicdo dos indices de
mortalidade e fecundidade®. No entanto, o crescimento desta parcela populacional
esta relacionado com o aumento da prevaléncia das deméncias, j& que a idade é um
dos principais fatores de risco>®. Segundo o Relatério Mundial de Alzheimer 2018
da Alzheimer's Disease International (ADI), 50 milhdes de pessoas no mundo vivem
com deméncia e a estimativa para 2050 é que esse nimero passe para 152 milhdes’.
No Brasil, a estimativa da prevaléncia de deméncia esté entre 5 e 19% em idosos
com 60 anos ou mais®.

A deméncia é uma sindrome clinica caracterizada pela reducéo das
funcdes cognitivas, incluindo a memoria, e interferéncia nos aspectos sociais ou
ocupacionais. Na Doenca de Alzheimer (DA), a deméncia é geralmente precedida
por uma condicdo na qual o individuo apresenta deficiéncia cognitiva mensuravel,

conceituado como transtorno neurocognitivo leve (TNCL). No subtipo amnéstico do



TNCL (TNCLa), o individuo possui maior risco de conversdo para DA em
comparacdo com individuos cognitivamente preservados®. Por esse motivo, 0
TNCLa tem ganhado atencdo como alvo ideal para prevencéo e intervencao precoce,
pois refere-se a zona de transicao entre o envelhecimento normal e fase sintomatica
pré-clinica da DAY, O diagnoéstico do TNCL seria uma forma de identificacdo
preventiva de pessoas com maior risco de desenvolver a doenca.

Dentro das deméncias, a DA € o caso mais comum, responsavel por
cerca de 60% a 80% dos casos*?. Ela pode ser definida como uma doenca cronica
ndo transmissivel, neurodegenerativa e progressiva, caracterizada pela deterioracéo
das funcdes cognitivas e de memoria, comprometimento das atividades diarias e uma
série de sintomas comportamentais e psicolégicos®®. As alteracdes cerebrais na DA
incluem, macroscopicamente, a atrofia cortical, encolhimento do cortex e aumento
dos ventriculos e,

microscopicamente, depositos anormais de estruturas

denominadas placas senis e emaranhados neurofibrilarest* (FIGURA 1.1).
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FIGURA 1.1 - a) Comparacdo entre um cérebro normal e com DA. Em cérebros com
DA verifica-se o encolhimento do cortex e hipocampo e aumento dos ventriculos. b)
As placas senis e emaranhados (mostrados nas regides sombreadas em azul) tendem
a se espalhar por todo o cortex de acordo com o avango da doenca. Fonte:

Alzheimer's Association®®.



As placas senis sdo caracterizadas por depositos extracelulares do
peptideo B-amiloide no cérebro, ao passo que os emaranhados neurofibrilares
intracelulares contém a proteina tau fosforilada. O acimulo desses dois fendmenos
no cérebro é a principal explicacdo para a patogénese da DA,

A tau € uma proteina associada a estabilizacdo dos microtibulos (em
condigbes normais) e possui grande importancia na manutengdo estrutural e
funcional do citoesqueleto dos axdnios neuronais®®. Na DA, a proteina tau sofre o
processo da hiperfosforilacéo, que é a dissociacdo dos microtubulos. Ao dissociarem,
se agregam formando os emaranhados neurofibrilares compostos por filamentos
helicoidais pareados®,

As placas senis surgem a partir da formacédo de fibrilas amiloides e
posterior acumulo do peptideo B-amiloide (BA) no cérebro. A hipotese da cascata
BA tem sido o conceito dominante na pesquisa da DA e propde que as placas senis
consistem da acumulacédo e deposicdo de peptideos BA insollveis, gerados a partir
de clivagens proteoliticas da Proteina Precursora do Amiloide (APP, do inglés
Amyloid Precursor Protein)?!. Essa agregacéo seria a principal causa de danos em
regides cerebrais e sintomas da DA%, Apesar hipotese da cascata BA ser sustentada
na pesquisa ha varios anos, outras propostas estdo sendo consideradas na patogénese

da DAZ, o que a torna uma doenca muito mais complexa.

1.2 Diagnostico da DA e biomarcadores

Apesar dos avangos obtidos nos estudos sobre a DA, ainda ha muito a
ser descoberto sobre a sua prevencdo, tratamento e interrupgdo®. O diagnéstico
preciso da DA é de dificil realizacdo, sendo que atualmente o diagnostico definitivo
é feito apenas ap6s a morte, quando a autopsia revela placas senis e emaranhados

neurofibrilares no tecido cerebral®. No entanto, alteragdes no cérebro de pacientes



com DA tém sido relatadas em torno de 15 anos antes do inicio dos sintomas
cognitivos?®. Neste periodo, se a doenca pudesse ser diagnosticada, diferentes
intervencgOes e opgOes terapéuticas poderiam ser oferecidas ao paciente para melhorar
0 manejo da doenca ou mesmo retardar sua progressao?’.

No Brasil, o Ministério da Salde atualizou, recentemente, as
recomendagdes relativas ao diagndstico da DA através do “Protocolo Clinico e
Diretrizes Terapéuticas da Doenga de Alzheimer”?® onde a Academia Brasileira de
Neurologia segue os critérios do National Institute on Aging and Alzheimer's
Association Disease and Related Disorders Association (NIA/AA)?°. Os parametros
para o diagndstico clinico sdo baseados na identificacdo das modificacGes cognitivas
e/ou comportamentais, em testes cognitivos e exames laboratoriais?®.

O diagnostico diferencial entre DA e outras deméncias — quando ocorre
com frequéncia a superposicdo de sintomas — ainda representa um desafio clinico,
sendo que outras deméncias menos comuns sdo frequentemente diagnosticadas e
tratadas como DA, o que pode levar a um agravamento do quadro clinico do
paciente®®. O diagndstico diferencial inclui exames de imagem cerebral e
determinacdo de marcadores bioldgicos em fluidos?®. Exames de imagem incluem
técnicas como tomografia de emissdo de podsitrons (PET)3, tomografia
computadorizada por emisséo de fotons (SPECT)®? e ressonancia magnética (MR1)33,
No entanto, essas técnicas, além de caras e de exigirem centros especializados e
profissionais treinados, se baseiam na medida dos danos neuroldgicos ja existentes,
sendo ineficientes para detectar sintomas iniciais da doenca®l. Desta forma, a
eficiéncia do diagnostico seria muito maior se seu uso estivesse associado aos niveis
de biomarcadores, acarretando em um diagndstico mais preciso e sensivel, com
melhor orientacdo na tomada de decisdes'®34,

Um biomarcador pode ser definido como um pardmetro biologico

mensuravel que indica a ocorréncia de uma funcdo normal, patologica ou de



respostas a um agente farmacolégico®. Ja a Organizacdo Mundial da Satide descreve
um biomarcador como “toda substincia, estrutura ou processo que pode ser
guantificado no organismo ou nos seus meios biologicos e que influencia ou prediz
a incidéncia de uma doenca”®®. Deste modo, 0 monitoramento de biomarcadores
pode ser usado no diagnaéstico, na determinacéo do estagio da doenca, na evolucéo,
prognostico e no monitoramento da resposta a um tratamento®°.

Um bom biomarcador para o diagndstico de deméncia deve atender a
alguns critérios, entre eles os principais sdo: altas sensibilidade e especificidade,
reprodutibilidade, obtencdo por procedimentos simples e de baixo risco para o
paciente e fornecer um teste rapido e de baixo custo3’38,

A Dbusca por biomarcadores da DA tem produzido candidatos que
requerem procedimentos invasivos para sua analise, como 0s que necessitam de
coleta do liquido cefalorraquidiano (também conhecido como liquor)®. O liquor é
um fluido corporal transltcido que circula o cérebro e a medula espinhal atraves do
espaco subaracnéideo, ventriculos cerebrais e o canal central da medula,
proporcionando uma protecdo mecénica e imunoldgica ao cérebro dentro do
cranio®*“°, Ele pode ser obtido por puncdo lombar, que é um procedimento usado
para coletar uma amostra de liquor através da introducdo de uma agulha entre duas
vértebras da regido lombar*'. Embora a puncdo lombar seja invasiva e
potencialmente dolorosa para o paciente, o liquor é o principal fluido estudado na
descoberta de biomarcadores para o prognéstico de doencas neurodegenerativa“.

Embora a busca por biomarcadores por meio de procedimentos simples
e de baixo risco ao paciente tenha avancado, ha ainda um grande interesse por novos
biomarcadores que possam ser detectados no sangue, e que permitam uma
significativa diminuicdo nos custos da analise e diagndsticos precoces menos

invasivos394243,



Na presenca da DA, a permeabilidade das barreiras cerebrais aumenta e
0 dano a barreira hematoencefalica pode aumentar o movimento bidirecional de
estruturas moleculares entre o cérebro e o sangue***°, Um adulto tem cerca de 150
mL de liquor que sdo renovados 3 a 4 vezes ao dia, entrando em contato com o sangue
por meio da barreira hematoencefalica**“®. Desta forma, 0 sangue representa uma
fonte rica para a prospeccdo de biomarcadores para a DA, o que leva a reducéo de
custo nos procedimentos de analise, além de ser uma amostra de mais facil acesso
guando comparada ao liguor, sendo sua coleta minimamente invasiva.

Abaixo sdo discutidos os dois biomarcadores da DA selecionados neste

trabalho.

1.2.1 p-amiloide com 42 aminoacidos (fA442)

O peptideo BA ¢ composto de 39 a 43 aminoacidos, com massa
molecular de aproximadamente 4 kDa e sua deposi¢cdo no cerebro € atribuida a
evolucdo da DA?. Por esse motivo, varios desses peptideos sdo considerados
biomarcadores neuroquimicos validos para estimar o risco ou a presenca da doenga®*’.

Entre os peptideos PA, PA com 40 aminoacidos (BA40) é o mais
abundante. No entanto, a A com 42 aminoacidos (BA42) apresenta uma maior
tendéncia a formacdo de fibrilas amiloides do que a PA40, sendo considerada
essencial para a hipotese de cascata PA da DA*. A BA42 no liquor lista como um
dos biomarcadores mais bem estabelecidos e validados internacionalmente para
diagnosticar a DA, e a diminuicédo dos seus niveis é um indicativo da doengal®484°,
Além disso, tem sido demonstrado que a PA apresenta boa sensibilidade e
especificidade na distingdo de pacientes com DA de sujeitos saudaveis®®>!, o que é

promissor para o diagnostico e acompanhamento do tratamento da doenca.



A analise do liquor apresenta uma reducdo da PA42 altamente
significativa em pacientes com a DA em comparag¢do com sujeitos saudaveis. Essa
reducdo da fA42 solavel esta associada ao aumento da agregacdo das placas senis
no cérebro®>°3, O ideal seria associar os niveis desse peptideo ao diagnéstico da
doenca utilizando uma amostra mais acessivel como, por exemplo, o sangue, ja que
a sua obtencdo € mais rapida, facil e pouco invasiva. Entretanto, as concentracfes
dos biomarcadores potenciais mais conhecidos sdo consideravelmente menores no
sangue do que as relatadas no liquor. A concentragdo de BA, por exemplo, é cerca de
100 vezes menor no sangue>*. Por este motivo, um desafio crucial é desenvolver um
método com sensibilidade elevada para quantificar o peptideo em sangue, ja que dois
fatores dificultam sua andlise: niveis de PA42 diminuidos com a progressdo da
doenca e sua concentracdo no sangue significativamente menor do que aquela

encontrada no liquor.

1.2.2 A Disintegrin And Metallopeptidase 10 (ADAM10)

Como descrito anteriormente, as placas senis surgem a partir da
formacdo e acamulo do peptideo fA42, gerados a partir de clivagens proteoliticas da
APP>», A APP pode ser degradada por duas vias, a amiloidogénica e néo
amiloidogénica. Nesse ultimo caso, a APP ¢ clivada por a-Secretases que sé@o
membros da familia das ADAMSs (do inglés A Disintegrin And Metallopeptidase),
termo utilizado para descrever a presenca de proteina de dominios desintegrina e
metalopeptidase!®*®. A ADAMI10 ¢é a a-secretase primordial em neurdnios
primarios®’8, ou seja, nas células mais afetadas na DA, o que a torna um potencial
biomarcador para a doenca™.

ADAM10 é uma proteina de membrana com cerca de 750 aminoacidos.

A estrutura multimodular da ADAM10 (FIGURA 1.2) ¢ caracterizada pela sequéncia



de uma regido citoplasmaética C-terminal (Cyto), um dominio transmembranar (Tm),
uma regido rica em cisteina (Cys), um dominio desintegrina (Dis), um dominio
metaloprotease e um pro-dominio (Pro) com N-terminal. A Pro-ADAM10 tem um
peso molecular de ~85 kDa e ap0s a remocdo do pro-dominio, a ADAM10 de
comprimento total (FL) tem ~65 kDa. A perda do ectodominio deixa um fragmento
C-terminal de ~10 kDa (CTF) ancorado a membrana e libera um ectodominio
soltvel de ~55 kDa (SADAM10)%.

Ectodomain
shedding

 ADAM10 CTF : ~10kDa _, . _ sADAM10: ~55 kDa ,
N\ N
~ ADAM10 FL: ~65 kDa _
—
i Pro ADAM10: ~85 kDa e

FIGURA 1.2 - Esquema da estrutura multimodular da ADAM10. Créditos: Patricia

Regina Manzine Moralles.

Nos ultimos anos, o grupo de pesquisa da Profa. Dra. Marcia R.
Cominetti do Departamento de Gerontologia da UFSCar tem se dedicado aos estudos
da ADAM10 como biomarcador para a DA. Os pesquisadores descobriram uma
reducdo nos niveis plaquetarios dessa proteina em pacientes com DA em comparacao
com pacientes saudaveis, sugerindo a ADAM10 como um biomarcador em potencial

para a DA>61-63,



1.3 Imunoensaios

Os imunoensaios sdo métodos bioanaliticos de anélise que se baseiam
na ligacdo especifica entre anticorpos e antigenos®. Os imunoensaios sdo usados
para quantificar compostos em concentracOes baixas, tais como peptideos, proteinas,
hormonios, vitaminas, entre outras, e que apresentam um alto nivel de especificidade
contra um determinado anticorpo®. Esse método tem sido amplamente utilizado para
quantificar anticorpos ou antigenos em diversas amostras bioldgicas, como sangue,
liquor, saliva, urina, entre outros fluidos bioldgicos®4®,

A ligacdo antigeno-anticorpo ocorre por meio de multiplas ligagdes ndo
covalentes, como interacOes eletrostaticas e hidrofobicas, ligacGes de hidrogénio e
outras forgcas ndo-covalentes®*®’. Os anticorpos se ligam especificamente as

moléculas do antigeno formando um imunocomplexo:

[AgAD]

1)

onde Ag representa o antigeno, Ab o anticorpo e AgAb representa o complexo
antigeno-anticorpo. Essa interacdo é caracterizada pela constante de equilibrio, K,
definida pelas concentracdes do complexo AgAb, do Ag livre e dos sitios livres dos
Ab no equilibrio, de acordo com a EQUACAO 1.

Os imunoensaios podem ser classificados conforme o tipo de deteccao:
direto e indireto. Na deteccdo direta, uma superficie € revestida diretamente com o
anticorpo ou o0 antigeno e um anticorpo ou antigeno marcado com uma enzima €
utilizado para o reconhecimento e deteccdo. Ao se adicionar a solucéo da amostra, o

sistema € mantido em incubacéo seguida por lavagem que remove 0s antigenos ou
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anticorpos nédo ligados. Na FIGURA 1.3a ¢é apresentado um modelo de deteccao

direta no qual um anticorpo priméario marcado reage diretamente com o antigeno®.
*‘ T
T &

Direto Indireto
@ Antigeno \||/ Anticorpo primario
N/
I} Marcador " Anticorpo secundario

FIGURA 1.3 - Esquema do imunoensaio do tipo a) direto e b) indireto.

Este método apresenta algumas vantagens, como ser relativamente
rapido, uma vez que apenas um anticorpo € usado, e a reatividade cruzada do
anticorpo secundario é eliminada. Entretanto, o ensaio apresenta algumas
desvantagens, as quais incluem: a rea¢do imunologica do anticorpo primario pode
ser reduzida como resultado da marcacdo, minima amplificacdo do sinal e nenhuma
flexibilidade na escolha do marcador do anticorpo primario. Este método é adequado
para determinar a quantidade de antigenos de alta massa molecular 6:68:69,

O método indireto usa um segundo anticorpo marcado para deteccéo.
Inicialmente, um anticorpo primario é incubado com o antigeno e entdo um anticorpo
secundario marcado reconhece o anticorpo priméario especificamente (FIGURA
1.3b). Algumas vantagens da detecc¢do indireta séo: a grande variedade de anticorpos
secundarios marcados disponiveis comercialmente, a imunorreatividade méaxima do
anticorpo priméario é mantida porque nao esta marcado e o aumento da sensibilidade,

uma vez que cada anticorpo primario contém varios epitopos que podem se ligar ao
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anticorpo secundario marcado, permitindo a amplificacdo do sinal. No entanto,
algumas interferéncias, como a reatividade cruzada, podem ocorrer com o anticorpo
secundario, resultando em sinal inespecifico. Além disso, é necessaria uma etapa de
incubacéo extra no procedimento, levando a um maior tempo de analise®°,

Os imunoensaios podem ainda ser divididos em dois grupos:
competitivos e ndo competitivos. O imunoensaio do tipo competitivo € um método
de “reagente limitado” e o ndo competitivo de “excesso de reagente”®*. Em ambos
imunoensaios as estratégias de deteccdo podem ser direta ou indireta.

No imunoensaio ndo competitivo, € adicionado um excesso de
imunorreativo, de modo que praticamente todo o analito ira formar um
imunocomplexo. O ensaio ndo competitivo é geralmente chamado de tipo
“sanduiche”, devido ao fato de dois anticorpos se ligarem a diferentes epitopos do
antigeno, formando um sanduiche com ele no meio. Este ensaio exige 0 uso de um
anticorpo de captura e outro de deteccdo, no qual cada anticorpo é especifico para
uma regido/epitopo diferente do antigeno® "7, A FIGURA 1.4 ilustra o formato do
imunoensaio sanduiche, no qual o analito (antigeno) se liga a um anticorpo
imobilizado, formando um complexo antigeno-anticorpo. Apos a lavagem, um
excesso do segundo anticorpo marcado € incubado e se liga ao epitopo restante na
molécula do antigeno. Em seguida, o analito na amostra € quantificado mediante a

correlacéo do sinal analitico com sua concentracdo no imunocomplexo®8°,
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FIGURA 1.4 - Esquema do imunoensaio do tipo sanduiche.

Comparado aos outros métodos, o imunoensaio sanduiche é o mais
sensivel, preciso e robusto, por isso, 0 mais comumente utilizado. O baixo limite de
deteccdo (2-5 vezes menor do que 0 imunoensaio competitivo) e elevada
especificidade (dois anticorpos estdo envolvidos na captura e deteccdo) séo
poderosas vantagens do ensaio. Uma das limitacdes é que o analito precisa ser grande
o suficiente de modo a ter diferentes epitopos acessiveis estericamente para ligacao
com 0s anticorpos e, assim, formar o arranjo sanduiche. Outro obstaculo € que a
escolha dos anticorpos pode ser dificil, uma vez que pode ocorrer reatividade cruzada
entre os anticorpos de captura e detecgéo® 2.

Ja o imunoensaio competitivo pode ser realizado de duas formas
diferentes, imobilizando o antigeno ou o anticorpo (FIGURA 1.5). Na abordagem do
antigeno imobilizado, FIGURA 1.5a, o analito ird competir com o analito
imobilizado por um ndmero limitado de sitios do anticorpo marcado.

Na FIGURA 1.5b, o analito compete com um mesmo composto
marcado por meio de uma quantidade limitada de locais de ligacdo do anticorpo
especifico (que estd imobilizado). Nos dois formatos, apdés um certo periodo de
tempo de incubacéo, a fracdo ndo ligada é removida por meio de lavagens e o sinal
analitico, obtido por meio do marcador, € medido. O sinal obtido é relacionado a

concentracdo do analito na amostra, sendo eles inversamente proporcionais® 737,
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FIGURA 1.5 - Esquema do imunoensaio competitivo direto com a) antigenos
imobilizados e anticorpo marcado e b) anticorpo imobilizado e o antigeno marcado.
c) Esquema do imunoensaio competitivo indireto com antigenos imobilizados e

anticorpo secundario marcado.

A FIGURA 1.5c representa o ensaio competitivo indireto, onde utiliza-
se como anticorpo de deteccdo um segundo anticorpo marcado. As imunorreacdes
competitivas ocorrem como no ensaio direto, no entanto, uma etapa com o anticorpo
secundario marcado é acrescida.

Em geral, o ensaio competitivo ndo e tdo sensivel como um do tipo
sanduiche, possui uma faixa de trabalho com concentracdo mais estreita e € mais
suscetivel ao efeito da matriz’2. Como o imunoensaio sanduiche envolve dois
anticorpos, ele oferece uma especificidade melhor do que os ensaios competitivos e
sua sensibilidade é determinada a partir da ligacdo especifica dos imunorreativos
marcados. J& a sensibilidade do ensaio competitivo é limitada pela constante de
afinidade do anticorpo utilizado® 274,

O imunoensaio competitivo é frequentemente usado quando o antigeno

€ pequeno e tem apenas um epitopo (ndo pode ser ligado por dois anticorpos
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diferentes como no método sanduiche) e também quando apenas um anticorpo esté
disponivel para o antigeno de interesse®°,

Neste trabalho, a estratégia para a detec¢do do biomarcador ADAM10
foi 0 ensaio do tipo sanduiche, buscando as vantagens descritas acima. Porém, como
o peptideo BA42 possui baixa massa molecular (42 aminoacidos com ~4,5 kDa) néo
foi encontrado mais do que um anticorpo que reconhecesse diferentes epitopos do
biomarcador. Desta forma, estratégias de detec¢do utilizando imunoensaios

competitivos fizeram-se necessarias.

1.4 Deteccao de biomarcadores e imunossensores

Diversos métodos tém sido aplicados para a determinacdo de
biomarcadores em analises clinicas, como o ensaio imunoenzimatico ELISA™"" (do
inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), sistema de imunoensaio multiplexado
baseado em particulas magnéticas’®® (tecnologia Luminex xMap®) e cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS)8-82, Apesar de serem métodos
importantes na deteccdo clinica de biomarcadores, essas técnicas apresentam alto
custo de aquisicdo e operacdo, elevado tempo de andlise e requerem grande
guantidade de amostra, sendo que algumas técnicas sdo complexas para
determinacdo de diferentes proteinas simultaneamente®. Para superar algumas
dessas limitacdes, sensores eletroquimicos vém sendo desenvolvidos com a mesma
e até superior sensibilidade, com quantificacdo de biomarcadores relativamente
simples, analises rapidas e de baixo custo®-8,

Um biossensor, em geral, € composto por um biorreceptor, que € a
biomolécula que reconhece o analito alvo e o transdutor, que converte o evento de
reconhecimento em um sinal mensuravel®®. Quando um biossensor é modificado com

um antigeno ou anticorpo especifico, ele é denominado imunossensor®. A reacéo de
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reconhecimento entre o anticorpo e o antigeno define a alta seletividade e
sensibilidade do dispositivo®. A parte eletronica é utilizada para amplificar e
digitalizar o sinal de saida dos sensores, tais como transdutores eletroquimicos
(amperométrico, potenciométrico, condutométrico, impedimétrico), &pticos
(fluorescéncia, indice de refracdo) ou piezelétricos®*2,

A microfluidica ¢ a tecnologia de sistemas que processam ou
manipulam pequenas quantidades de fluidos, usando canais que tém pelo menos uma
de suas trés dimensGes na ordem de micrometros®®. A construcdo de
imunossensores é de facil automacdo e miniaturizagdo®#%, Quando empregados
em sistemas microfluidicos, os imunossensores requerem baixos volumes de amostra
e possibilidade de automacéo, possibilitando ganhos em precisdo, repetibilidade e
frequéncia analitica, além de baixo custo quando comparado com métodos

tradicionais de anélise de biomarcadores®?’,

1.4.1 Imunossensores eletroquimicos para deteccdo do

peptideo p-amiloide

Diferentes trabalhos envolvendo o desenvolvimento de sensores
eletroquimicos para deteccao do peptideo fA42 como biomarcador para a DA podem
ser encontrados na literatura. Porém, na maioria dos trabalhos, o método
desenvolvido ndo ¢ aplicado em amostras bioldgicas reais. Alguns desses trabalhos
estao descritos abaixo.

Um imunossensor reutilizavel baseado em eletrodo de ouro modificado
com grafeno dopado com nanoparticulas superparamagnéticas e conjugados com
anticorpos anti-BA42 foi desenvolvido por Li et al.®. O biossensor apresentou
linearidade no intervalo de 5 a 800 pg mL™?, com limite de deteccdo de 5 pg mL™.

Mesmo demonstrando a alta sensibilidade analitica do sensor para potencial



16

aplicacdo no diagnostico da DA, os autores ndo testaram o dispositivo em nenhuma
amostra real e nem mesmo numa matriz mais complexa.

Rama e colaboradores desenvolveram um imunossensor eletroquimico
descartavel para deteccio da BA42%°. Eletrodos serigrafados nanoestruturados com
nanoparticulas de ouro foram modificados com biotina-pA42. A estratégia de
deteccdo do peptideo consistiu no imunoensaio competitivo indireto, sendo que o
analito imobilizado e livre competiram pelo anticorpo anti-pA42. A deteccdo se deu
pelo anticorpo IgG marcado com a enzima fosfatase alcalina. O sensor apresentou
um limite de quantificacdo de 400 pg mL™, com faixa linear de 500 pg mL* a 500
ng mL?. Os autores sugerem o uso do imunossensor no diagnéstico da DA, mas,
considerando que o valor de corte da BA42 no liquor ¢ de 500 pg mL?, e que no
liquor de pacientes com DA os niveis destes biomarcador tendem a serem inferiores
a esse, 0 imunossensor apresentado ndo possui sensibilidade analitica suficiente para
a deteccdo do peptideo.

Um método baseado no imunoensaio competitivo para a deteccdo
simultinea do peptideo BA42 e PA total foi desenvolvido por Liu et al.}%. Um
imunossensor modificado com anticorpos anti-BA foi exposto aos peptideos BA
nativo e BA biotinilados e um bioconjugado de estreptavidina com a enzima fosfatase
alcalina foi utilizado como marcador eletroquimico. Um limite de deteccdo de 10 pg
mL foi obtido e 0 método foi aplicado em amostras de liquor artificial contendo
BA40, BA42 e BA16.

Yu e colaboradores desenvolveram um sensor empregando um
bioconjugado gelsolina-Au-HRP para determinar os peptideos solaveis fA40/42. O
reconhecimento do peptideo BA se deu pela proteina gelsolina que, segundo os
autores, se liga especificamente aos peptideos BA40/42. O método foi empregado na
deteccdo da BA40/42 em amostras de liquor e tecido cerebrais (hipocampo, cortex

pré-frontal e corpo estriado) de ratos normais e com DA. Os resultados indicaram
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gue, em comparacdo com o grupo normal, os niveis solUveis do peptideo diminuiram
em niveis diferenciaveis'®®,

Carneiro et al. desenvolveram um imunossensor do tipo label-free
modificado com monocamadas automontadas de acido mercaptopropionico,
nanoparticulas de ouro e anticorpo monoclonal®?, A BA42 foi detectada dentro da
faixa linear de 10 a 1000 pg mL* com limites de deteccdo e quantificacdo de 5,2 pg
mL* e 17,4 pg mL™, respectivamente. A exatiddo do método foi avaliada por meio
de teste de adicéo e recuperacédo que variou entre 90,3% e 93,6%. O sensor néo foi
aplicado na anélise de amostra bioldgica nem em uma matriz mais complexa.

Quanto a deteccdo da BA em amostra de plasma, apenas dois trabalhos
com imunossensores eletroquimicos foram encontrados!3194,

Um biossensor baseado no uso de particulas magnéticas modificadas
com anticorpos para captura do biomarcador BA a partir de amostras biologicas foi
descrito por De La Escosura-Muiiiz e colaboradores!®®. O imunoensaio do tipo
sanduiche envolveu a captura do analito por meio das particulas modificadas com o
anticorpo, seguido da incubacdo com o anticorpo de deteccdo marcado com ouro. O
sinal monitorado é do efeito eletrocatalitico para a reacdo de evolucdo de hidrogénio,
que foi proporcional a concentragdo do biomarcador. O imunossensor foi aplicado
na quantificacdo de BA em amostras de liquor, soro e plasma de pacientes. No
entanto, foi possivel determinar niveis do peptideo apenas no liquor, sugerindo que
as concentragdes BA em soro e plasma sdo inferiores ao limite de detec¢ao do método
(19 pg mLY).

Diba e colaboradores desenvolveram um imunossensor eletroquimico
do tipo sanduiche para a detecgio do peptideo PA42 em amostras de soro e plasmal®,
A enzima fosfatase alcalina conjugada ao anticorpo de deteccdo permitiu a medida
do substrato fosfato 4-aminofenol que foi proporcional a concentracdo da BA42. A

técnica de voltametria de pulso diferencial foi utilizada e alcancaram respostas
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lineares na faixa de 450 pg mL* a 112 ng mL™%. Amostras de soro e plasma foram
diluidas e analisadas diretamente. Apesar do sucesso na aplicacdo do imunossensor
em amostras comerciais, 0S pesquisadores ndo compararam com amostras de
pacientes com DA.

Alguns trabalhos utilizando imunossensores impedimétricos para a
detecgio da BA42 também foram descritos!®1%7, No entanto, nenhum dos trabalhos
utilizaram amostras biologicas reais em seus estudos. Em relacdo a ADAMI0,

nenhum sensor para a sua deteccao foi encontrado na literatura.

1.5 Microparticulas magnéticas e nanoparticulas de ouro

na determinacéo de biomarcadores

A nanotecnologia orientada ao desenvolvimento de imunossensores
representa uma alternativa interessante como estratégia de deteccéo eficiente, rapida
e com baixos limites de deteccdo. O uso de particulas magnéticas (PMs) para captura,
separacdo e pré-concentracdo do analito em imunoensaios tem sido amplamente
descrito®108,

O uso de PMs pode melhorar significativamente o desempenho do
Imunossensor devido ao aumento da capacidade de ligacdo resultante da sua elevada
area superficial’®. As PMs consistem em um n(cleo paramagnético ou
superparamagnético, geralmente formado a partir de uma dispersdo de Fe,O; e
FesO4, 0s quais se destacam pela biocompatibilidade comprovada em biomarcacéo e
bioseparacdo!®. As PMs podem ainda ser facilmente funcionalizadas com diferentes
grupos, como carboxila e aminas, que permitem liga¢do covalente com anticorpos
ou proteinas, podendo também, ser obtidas comercialmente ja funcionalizadas com

o grupo/biomolécula desejado8488-111,
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Particulas magnéticas tém sido empregadas em protocolos de ensaio
imunomagnético. Ao capturar o analito em uma amostra, as PMs bioconjugadas
podem ser separadas por meio de uma estante magnética. Durante as etapas de
lavagem, ha eliminacéo dos interferentes, minimizando ligacdes ndo especificas com
outras possiveis biomoléculas®” 12113 Além disso, as PMs conjugadas podem ser
ressuspendidas em um volume menor, pré-concentrando o analito contido em
amostras diluidas e complexas®, como, por exemplo, 0 sangue.

A FIGURA 1.6 apresenta duas estrategias para a deteccdo
eletroquimica de biomarcadores utilizando imunossensores do tipo sanduiche, a
estratégia convencional e a estratégia com as PMs decoradas com dezenas de
milhares de enzimas e anticorpos. A FIGURA 1.6a mostra a estratégia convencional,
no qual os anticorpos de captura que estdo na superficie do sensor capturam a
proteina-alvo. Em seguida, liga-se um anticorpo de deteccdo marcado com uma
enzima®’. Nesta estratégia, ha um evento de ligacdo para cada analito, ou seja, uma
enzima para uma proteina-alvo. Na FIGURA 1.6b, as PMs sdo revestidas com
enzimas e anticorpos. Nessa estratégia, para uma particula de 1 um, cerca de 200.000
~ 400.000 enzimas horseradish peroxidase (HRP) e aproximadamente 90.000 ~
120.000 anticorpos sdo conjugados®’8112, Essa abordagem é bastante vantajosa, pois
capturam o analito na amostra em concentracbes muito baixas, diminuindo
consideravelmente a detectabilidade do dispositivo. Alem do beneficio adicional,
uma vez que PMs fortemente marcadas fornecem grande amplificacdo do sinal

analitico, melhorando a sensibilidade dos imunossensores®’114,
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FIGURA 1.6 - a) Esquema de deteccdo do analito utilizando um imunossensor
convencional. b) Estratégia de deteccdo utilizando PMs conjugadas com dezenas de
milhares de enzimas e anticorpos para amplificagdo do sinal analitico. Fonte:
CHIKKAVEERAIAH et al., 2011%.

Nanoparticulas de ouro (AuNPs) também sdo nanomateriais utilizados
na modificacdo do eletrodo para a ancoragem de anticorpos, bem como podem ser
aplicadas como marcadores eletroquimicos®1%, As AuNPs possuem boa
biocompatibilidade, elevada estabilidade e grande area de superficie ativa, além de
possuir boa condutividade, o que facilita a velocidade de transferéncia eletronical®®.

Para tornar as AuNPs biocompativeis, em geral, elas sdo modificadas
com intermediarios de imobilizacdo, que possuem grupos funcionais que permitam
a imobilizacdo do anticorpo/antigeno por meio de ligacdes covalentes ou interacoes
eletrostaticas'®!t’, Mani e colaboradores!!® propuseram o desenvolvimento de um
imunossensor modificando-o com uma camada de AuNP densamente decorada com
glutationa sobre uma camada subjacente de poli(cloreto de dialildimetilamonio), um

polimero catidnico, depositado em um eletrodo de trabalho de grafite pirolitico!!®.
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Além das AuNPs propiciarem um aumento significativo da area eletroativa do
eletrodo, permitiram a bioconjugacao de grandes quantidades de anticorpos no meio
dos grupos glutationa, um fator importante para a melhora da sensibilidade do
Imunossensor.

A combinacdo das propriedades das PMs e AuNPs no desenvolvimento
de imunossensores eletroquimicos constituem numa plataforma atrativa para o
aumento da sensibilidade analitica e robustez do dispositivo!8-12L,

Ainda, como supracitado, operacdes e ensaios analiticos podem ser
facilitados usando sistemas microfluidicos. Dispositivos microfluidicos requerem
pequenos volumes de amostras, dispbe de tempos relativamente curtos de analise
com baixo custo, oferece boa reprodutibilidade, além de ndo exigir pessoal

qualificado para o manuseio do sistema!??123,
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Desenvolver dispositivos microfluidicos descartaveis para o diagnéstico

da doenga de Alzheimer por meio da detec¢ao dos biomarcadores fA42 e ADAMIO0.

2.2 Objetivos especificos

Desenvolver e caracterizar eletrodos descartaveis por meio de
prototipagem rapida;

Estudar as condicOes experimentais na deteccdo dos biomarcadores;

Calcular a constante de afinidade aparente entre o anticorpo anti-pA42
e 0 peptideo BA42, uma vez que 0 ensaio competitivo utilizado para deteccdo deste
biomarcador ¢ limitado pela constante de afinidade do anticorpo.

Aplicar os imunoensaios na quantificacdo dos biomarcadores em
amostras de sangue e liquor de pacientes com DA, TNCL e de individuos saudaveis
(controle) e avaliar a correlacdo entre os resultados obtidos com o diagnéstico
precoce da DA;

Comparar os resultados obtidos para deteccdo dos biomarcadores com
um metodo estabelecido;

Avaliar estatisticamente a sensibilidade e especificidade dos

imunoensaios.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e solucdes

Acido ferroceno monocarboxilico, &cido 2-N-morfolinoetanossulfénico
(MES), albumina de soro bovino (BSA), acido cloroaurico 99,9% (HAuCl,.3H,0),
borohidreto de sddio, citrato trisddico, enzima horseradish peroxidase (HRP),
glicina, HEPES  ((N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-(2-acido  etanosulfénico),
hidroquinona (HQ, > 99%), enzima horseradish peroxidase (HRP), L-glutationa
reduzida (GSH), N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDC), N-
hidroxisuccinimida (NHS), peréxido de hidrogénio (H,0,, 30%), solucdo de
poli(cloreto de dialildimetilaménio) (PDDA), soro de bezerro e Tween 20 foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Fosfato de potassio monobéasico
(KH2PO,), fosfato de sdédio dibasico (Na,HPQ,), cloreto de potéssio (KCI), cloreto
de sodio (NaCl), metanol e hidroxido de sédio (NaOH) foram obtidos da Merck
(Darmstadt, Alemanha). Esferas magnéticas de 1 um funcionalizadas com grupo
carboxilico (PMs) foram obtidas da Polysciences, Inc. (Prod. n° 86011, Warrington,
USA) e Invitrogen (Dynabeads® MyOne™ Carboxylic Acid, Prod. n® 65012,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Anticorpo monoclonal Anti-ADAM10
[11G2] (Produto ab59482), anticorpo policlonal anti-ADAM10 (Produto ab39180),
proteina recombinante ADAM10 humana (Produto PRO-476, Prospec), Anti-Mouse
IgG1 com HRP adsorvida (IgG-HRP) (Produto ab98693) foram obtidos da Abcam
(Cambridge, MA, USA). Peptideo fA42 (AS-24224) e anticorpo monoclonal Anti-
BA42 (Produto AS-55922) foram obtidos da Anaspec (Fremont, CA, USA). Anti-
IgG de camundongo (Produto M8642) foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA).
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Todos os reagentes utilizados no preparo das solugbes eram de pureza
analitica. Tampéo fosfato salino (PBS) 10 mmol L™* consistido de Na,HPO,4 10 mmol
L, KH,PO41,8 mmol L, KCI 2,7 mmol L e NaCl 137 mmol L, sendo que o pH
foi ajustado para o valor desejado. Tampao PBS com Tween 20 0,05% (m/v) (PBS-
TW). Anticorpos, antigenos e BSA foram dissolvidos/diluidos em PBS. EDC e NHS

foram preparados em &gua imediatamente antes do uso.

3.2 Instrumentacéo e material

Vinil Adesivo e folha de poliéster (transparéncia) foram adquiridos no
comércio local em S&o Carlos/SP.

Para a fabricacdo dos eletrodos descartaveis, utilizou-se uma impressora
de recorte Sillnouette Cameo (Silhouette, Brasil) e uma plotter de recorte (F1
Suprimentos, Brasil). Os experimentos eletroquimicos foram realizados utilizando
um multipotenciostato portatil pSTAT8000 da Dropsens (Metrohm, Espanha)
conectado a um computador utilizando o software DropView 8400. Uma bomba de
seringa (New Era Pumping System NE-1000, USA) e uma valvula injetora
(Rheodyne 9725i, Thermo Scientific, USA) foram utilizadas no sistema
microfluidico.

Para as medidas de pH, utilizou-se um pHmetro Digimed DM20
(Digimed, Brasil). As solucGes foram preparadas com agua purificada obtida em um
sistema de purificacdo Milli-Q da Millipore (Millipore, Bedford, USA). Imagens de
microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia eletronica de transmissédo
(MET) foram obtidas dos equipamentos FEI Inspect F50 e FEI Tecnai G2 F20 X-
twin 200KV, respectivamente.
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3.3 Sistema microfluidico

O sistema microfluidico utilizado para fazer as medidas dos
biomarcadores (FIGURA 3.2) consistiu de uma bomba de seringa, injetor manual e
o dispositivo microfluidico descartavel. A bomba de seringa foi utilizada para o
carreamento das solucGes aquosas para o canal microfluidico, sendo esta conectada
a valvula injetora manual e ao dispositivo microfluidico por meio de tubos PEEK.
Um computador pessoal foi utilizado para controle do potenciostato e registro da

resposta eletroquimica.

Bomba de
seringa
FIGURA 3.1 - Sistema microfluidico acoplado ao multipotenciostato.
3.4 Construcao do dispositivo microfluidico descartavel
O dispositivo microfluidico, que consiste no arranjo de oito eletrodos de

trabalho, eletrodo de pseudo-referéncia e eletrodo auxiliar, foi construido utilizando

material de baixo custo e uma impressora de recorte. A fabricacdo dos eletrodos de
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carbono serigrafados (do inglés screen-printed carbono electrode, SPCE) foi

previamente descrita pelo nosso grupo*?,

3.4.1 Eletrodos

O molde dos eletrodos foi desenhado pelo software Silhouette Studio™
v3.8 e recortado usando a impressora artesanal de recorte. Utilizando uma folha de
adesivo vinilico, o layout foi recortado e as partes adesivas ndo desejadas foram
retiradas por meio de uma ping¢a (FIGURA 3.2a). O vinil foi colado sobre uma folha
de poliéster e sobre ela foi aplicada a tinta de carbono (C2160602D2, Gwent
Electronic Materials Ltd, UK), com auxilio de um pequeno rodo (FIGURA 3.2Db).
Dessa maneira, a tinta de carbono pode se espalhar entre 0 molde do vinil e recobrir
0 substrato de poliéster. Em seguida os eletrodos foram submetidos a um tratamento
térmico por 30 minutos a 90 °C. Apds a secagem da tinta de carbono, retirou-se o
adesivo vinilico (FIGURA 3.2c) e obteve-se os SPCEs na folha de poliéster
(FIGURA 3.2d). O mesmo procedimento foi repetido para os eletrodos de pseudo-
referéncia de Ag/AgCI (FIGURA 3.2a’-d’), acrescido da etapa de deposicao da tinta
de Ag/AgCl (C2051014P10, Gwent Electronic Materials Ltd, UK) (FIGURA 3.2¢’).
A tinta foi aplicada sobre o SPCE e levada a cura por 30 minutos a 60 °C sendo, em

seguida, o adesivo removido.

3.4.2 Canal e montagem do dispositivo

Uma plotter de recorte foi utilizada para cortar o cartdo adesivo dupla
face de poliestireno. O adesivo dupla face foi utilizado como isolante na montagem
da célula microfluidica, em que o canal do mesmo foi adequadamente cortado e

montado de modo a permanecer apenas a area exposta dos eletrodos de trabalho,
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auxiliar e de pseudo-referéncia, bem como os contatos elétricos. A partir do corte do
cartdo, em um dos seus lados foi colado o conjunto de oito eletrodos de trabalho (2,0
mm de didmetro cada) e eletrodo auxiliar (28 mm x 1,8 mm). No outro lado foi
colocado a folha de transparéncia contendo o eletrodo de pseudo-referéncia
(30 mm x 1,25 mm) de Ag/AgCI (FIGURA 3.1e).

€

\ 8 Eletrodos de trabalho,
= contra eletrodo

FIGURA 3.2 - Representacdo esquematica da fabricacdo dos eletrodos de trabalho,
auxiliar e pseudo-referéncia: a e a’) O vinil adesivo com o0 corte dos eletrodos sdo
removidos com o auxilio de uma pinga; b e b’) transferéncia do vinil para a folha de
poliéster e aplicacdo de tinta de carbono; ¢) Remoc¢do do adesivo vinilico e ¢”)
deposicao da tinta de Ag/AgCl para produzir o eletrodo de pseudo-referéncia antes
da remocao de vinil; d e d”) Eletrodos de carbono e pseudo-referéncia impressos; e)
Esquema representativo da construcdo do dispositivo microfluidico; f) Dispositivo
microfluidico descartavel com os conectores de entrada e saida da solucéo; g) foto

do dispositivo.
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Na FIGURA 3.1f tem-se o esquema do dispositivo microfluidico
descartavel montado. As dimensdes do canal foram de 35 mm de comprimento por
4 mm de largura e 0,3 mm de espessura, com um volume interno de 42 uL. Foram
feitos dois furos nas extremidades do canal microfluidico para entrada e saida das
solugdes. Os furos foram fixados com dois conectores a base de poliéter-éter-cetona
(PEEK) de 0,2 mm, e presos com uma fita adesiva 3M Command™. A FIGURA

3.1g apresenta uma foto do dispositivo microfluidico descartavel finalizado.

3.5 Sintese das nanoparticulas de ouro decoradas com
glutationa (AuNPs-GSH)

As AUNPs-GSH foram utilizadas para modificar os eletrodos de
trabalho e ancorar as biomoléculas na superficie do mesmo. As AuNPs-GSH com
um didmetro de aproximadamente 5 nm foram preparadas pela reducdo do sal de
ouro usando borohidreto de sddio na presenca de glutationa®'8, como ilustrado na
FIGURA 3.3.

Para isto, pesou-se 79 mg de HAuCl,.3H,0 e 308 mg de glutationa que
foram dissolvidos em 2 mL de &cido acético e 12 mL de metanol, resultando em uma
solucdo de cor amarelo claro. Preparou-se uma solugédo de 20 mg mL™* de borohidreto
de sdédio e, mantendo-a em banho de gelo, adicionou-se gota-a-gota a solucgéo
anterior sob répida agitacdo, deixando-a agitando por 2h.

A solucéo foi filtrada utilizando uma membrana de filtragdo molecular
de 50 kDa e centrifugada a 3500 rpm. O precipitado foi lavado quatro vezes com
agua e ressuspenso em 15 mL de tampao HEPES 20 mmol L™ (pH 8,0). A dispersédo

foi estocada a 4 °C.
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FIGURA 3.3 — Esquema da sintese das nanoparticulas de ouro decoradas com

glutationa.
3.6 Desenvolvimento dos imunossensores

Neste trabalho, duas estratégias foram utilizadas no desenvolvimento
dos imunossensores para deteccdo dos biomarcadores da DA. A primeira foi o ensaio
do tipo sanduiche na deteccdo da proteina ADAM10 e a segunda estratégia foi

utilizar o método competitivo indireto para a determinagao do peptideo fA42.

3.6.1 Ensaio do tipo sanduiche para determinacdo do
biomarcador ADAM10

A construcdo do sensor baseado no imunoensaio do tipo sanduiche foi
divido em trés etapas, conforme representado na FIGURA 3.4. Inicialmente foi
realizada a modificacao dos eletrodos de trabalho ancorando o anticorpo monoclonal
anti-ADAM10 (Ab;) na sua superficie. A segunda etapa consistiu em modificar as
PMs com o anticorpo policlonal anti-ADAM10 (Ab,) e a enzima HRP (Ab,-PM-
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HRP). Com as etapas finalizadas, foi realizada a captura do biomarcador na amostra
por meio das Ab,-PM-HRP e incubado no canal microfluidico para contato e

reconhecimento pelo Ab;. As etapas detalhadas estdo descritas nas proximas secdes.

2° Modificacao das PMs
[ com Ab, ¢ HRP

7\

N
2

—» 3° Captura do biomarcador

7
l 1° Modificacao do eletrodo de
3

H trabalho com o Ab,

FIGURA 3.4 - Esquema das etapas de constru¢do do imunossensor baseado no

ensaio do tipo sanduiche.

3.6.1.1 Modificacao do eletrodo de trabalho como o anticorpo

monoclonal

Os eletrodos de trabalho foram modificados antes de sela-los contra o
cartdo dupla face. A modificacdo foi realizada pela técnica de Layer-by-layer (LbL),
gue consiste na adsorcao eletrostatica de camadas do polication PDDA e AuNPs-
GSH sobre o eletrodo de carbono seguida da imobiliza¢do covalente do Ab; sobre as
AUNPs-GSH3+1%_ O esquema simplificado da modificacdo esta representado na
FIGURA 3.5.
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FIGURA 3.5 - Esquema da modificacao dos eletrodos de trabalho por meio de filme
LbL de PDDA e AuNPs-GSH e imobilizacdo do covalente do Ab;. a) Adicédo da
solucdo de PDDA sobre a superficie do SPCE; b) Adicdo das AuNPs-GSH; ¢) Uma
solucdo mista de EDC/NHS foi adicionada para ativacdo dos grupos carboxilas da
GSH; d) Em seguida, uma solucdo do Ab; foi adicionada e deixada por
aproximadamente 18h; d) Finalizac@o do preparo do eletrodo com a adi¢do de BSA

para bloqueio dos sitios de ligacéo livres.

Os SPCEs foram lavados com agua e, ap0s a secagem, colocados em
uma placa de Petri contendo papel umedecido a fim de manter a umidade elevada.
Sobre os eletrodos de trabalho foram adicionados 5 pL de uma solucdo contendo
PDDA 2 mg mL* preparado em NaCl 50 mmol L e deixados por 20 minutos. Apés
esse tempo, os eletrodos modificados foram lavados cuidadosamente com agua.
Apbs, 5 pL da dispersdo AuNPs-GHS foram adicionados sobre cada eletrodo de

trabalho e deixados por mais 20 minutos, sendo em seguida lavados.
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Uma vez modificada a superficie dos eletrodos com o LbL, para a
imobilizacdo do Ab,, foram adicionados 5 pL de uma solucdo recém preparada de
EDC 0,4 mol L't e NHS 0,1 mol Lt em agua. Essa solucéo foi deixada por 10 minutos
para a ativacdo dos grupos carboxilicos da GSH. Apds esse tempo, o eletrodo foi
mergulhado trés vezes em um béquer contendo &gua para a lavagem e seco,
cuidadosamente, com papel absorvente. Em seguida, 5 pL da solucéo de Ab; 10 pg
mL, preparada em tampdo PBS pH 7,4, foram adicionados e deixado por 18 horas
a 4 °C para a completa imobilizacdo do anticorpo sobre o eletrodo.

Por fim, os eletrodos foram lavados com tampéo PBS-TW e entdo uma
solucdo de BSA 0,5% foi aplicada por 1 hora a fim de bloquear sitios de ligacdo
disponiveis e, consequentemente, reacdes ndo especificas. Apos o bloqueio, 0s
eletrodos foram lavados com tampdo PBS-TW pH 7,4 e armazenado sob

refrigeracao.

3.6.1.2 Modificagcéo das PMs com Ab; e HRP

A modificacdo das PMs foi realizada segundo o protocolo fornecido
pelo fabricante (Polysciences, Inc) com algumas adaptacdes. A FIGURA 3.6
apresenta as etapas relativas a modificacdo das PMs com Ab, e HRP. Para isso, 98
uL de PMs comerciais (1,0 um de diametro) foram dispersas em 1 mL de tampéo
MES 50 mmol L pH 5,2. A disperséo foi separada magneticamente, por meio de
um suporte magnético Eppendorfs® com imas atuando na lateral dos mesmos, e entdo
adicionou-se uma solucédo de EDC 3,2 mg mL™ recém preparada para ativar o
grupamento carboxila, deixando em agitacdo suave por 30 min a temperatura
ambiente. A mistura resultante foi novamente separada magneticamente e o

sobrenadante foi descartado e lavado com tamp&do MES 50 mmol L,
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FIGURA 3.6 - Diagrama esquematico da modificacdo das PMs. a) PM comercial
contendo grupo carboxila; b) PM foi ativada com EDC por 30 min; ¢) incubagdo com
0s Ab,; d) apds as etapas de lavagem, a PM foi modificada com enzimas HRP de

modo a formar o bioconjugado HRP-PM-Abs.

Adicionou-se uma solucdo de Ab, 10 pg mL™* preparada em PBS pH
7,4. Em seguida, a mistura foi agitada lentamente por 24 horas a temperatura
ambiente para formar o conjugado PM-Ab,. O conjugado foi separado
magneticamente e lavado trés vezes com PBS-TW. Na PM-Ab, adicionou-se uma
solucdo de HRP 1,2 mg mL* preparada em PBS pH 7,0 e deixou-se agitando de 16
a 18h. Nesta etapa, ocorre a formacao de uma ligagcdo amida entre as aminas do Ab,
e da HRP e os grupos carboxilas da PM previamente ativados com 0 EDC. Apds essa
etapa, a mistura foi separada, descartando-se o sobrenadante, e fez-se sucessivas
lavagens com PBS-TW obtendo-se o bioconjugado HRP-PM-Ab,. O bioconjugado
foi entdo ressuspenso em 1 mL de glicina 1,0 mol L pH 8,0 deixando-se agitar por
30 minutos a fim de bloquear os sitios de ligacdo livres e evitar ligacbes nao
especificas. O conjugado HRP-PM-ADb, foi lavado, disperso em 400 puL de tampéo

PBS-TW e mantido sob refrigeracao por até 3 semanas.
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3.6.1.3 Captura da ADAM10 na amostra

O diagrama esquematico do processo da captura do biomarcador na
amostra esta exemplificado na FIGURA 3.7. Para o preparo das solucdes padrdo
contendo o biomarcador ADAM10, 20 pL do bioconjugado Ab,-PM-HRP e 20 pL
do padréo diluido em soro de bezerro foram adicionados a 320 uL de PBS (pH 7,4)
a fim de obter a concentracdo desejada. Para as amostras de plasma e liquor, 0 mesmo
volume de PMs bioconjugadas foi adicionado a solucéo previamente diluida em PBS
pH 7.4.

a . b C d e

Amostra . ¢ Ressuspensao
~ ¢
ou padrio _ | em PBS
78
Separagao
e lavagem \

Pré-concentragio

® A Incubagao
oo a37°C HRP-PM-Ab,/
Constituintes por 30 min Biomarcador

da amostra

FIGURA 3.7 — Diagrama esquematico da magneto-captura do biomarcador
ADAM10 na amostra utilizando bioconjugado HRP-PM-Ab,: a) amostra contendo o
biomarcador e 0s outros constituintes; b) adicdo das PMs modificadas; ¢) incubacéo
para a captura do biomarcador pelos anticorpos; d) separagdo magnetica das PMs
contendo o bioconjugado, seguido da lavagem para eliminacdo dos interferentes; e)

ressuspensao do bioconjugado em PBS contendo o biomarcador pré-concentrado.
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Essa solucdo foi misturada e incubada, sob agitacdo constante e lenta
num agitador rotativo, por 30 minutos a 37°C. Em seguida, foram separados
magneticamente, lavados trés vezes com uma solucédo de PBS-TW + BSA 0,5% (pH
7,4). Em seguida o sobrenadante foi descartado, e o bioconjugado HRP-PM-
Ab,/ADAM10 foi ressuspenso em 120 pL de PBS-TW + BSA 0,5% para posterior

medida eletroquimica.

3.6.1.4 Deteccao do biomarcador ADAM10

O dispositivo microfluidico contendo o arranjo de eletrodos
modificados com o Ab; foi inicialmente condicionado utilizando a solucéo
carreadora de PBS-TW + BSA 0,1% (pH 6,5) por aproximadamente 5 min antes da
injecdo do bioconjugado. A dispersdo de HRP-MB-Ab,/ADAM10 foi injetada no
sistema e o canal microfluidico foi preenchido com a dispersdo. O fluxo foi
interrompido por 30 min, de modo a permitir que a imunorreacdo ocorresse e o
sanduiche Ab;/ADAM10/Ab,-PM-HRP formasse. Apdés o tempo de incubagao, o
fluxo foi reiniciado e por meio da passagem da solugdo carreadora, as PMs ndo
conjugadas foram removidas do canal microfluidico por lavagem. A vazao otimizada
foi de 100 uL min!.

As medidas amperométricas foram realizadas em fluxo aplicando-se um
potencial fixo de -0,25 V vs. pseudo-referéncia de Ag/AgCl em PBS e injetando uma
mistura de HQ 2,0 mmol L e H,O, 0,2 mmol L? via alga de amostragem de 100 pL.
As solugbes de HQ e H,O, foram preparadas imediatamente antes do uso em tampao
PBS pH 6,5 previamente desaerado com gas N,. As correntes de pico catddica
referente a reducé@o da benzoquinona proporcionais a concentra¢do do biomarcador

foram registradas.
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3.6.2 Avaliacdo da constante de afinidade do anticorpo anti-
pA42 com a pA42

A modificacdo das PMs foi realizada segundo o protocolo fornecido
pelo fabricante (Invitrogen) com algumas adaptacdes. Para este estudo, 20 pL de
PMs foram dispersas em 1 mL de tampdo MES 50 mmol L pH 5,2. A disperséo foi
separada magneticamente, por meio de um suporte magnético Eppendorfs® com imés
atuando na lateral dos mesmos, e entdo adicionou-se uma solucéo mista de EDC 5,0
mg mL? e NHS 1,8 mg mL? para ativar o grupamento carboxila, deixando em
agitacdo suave por 30 min a temperatura ambiente. A mistura resultante foi
novamente separada magneticamente e o sobrenadante foi descartado. As PMs foram
lavadas com tampdo MES 50 mmol L.

As particulas ativadas, adicionou-se 1 mL de solugio de padrio pA42
25 pg mL* preparada em PBS pH 7,4. Em seguida, a mistura foi agitada lentamente
por 24 horas a temperatura ambiente para formar o conjugado PM-BA42. Apds essa
etapa, a mistura foi separada, descartou-se o sobrenadante e fez-se sucessivas
lavagens com PBS-TW ao conjugado formado. O PM-BA42 foi entdo ressuspenso
em 1 mL de glicina 1 mol L pH 8,0, para bloguear os sitios de ligacdo livres,
deixando-se agitar por 30 minutos. Por fim, o bioconjugado foi lavado, disperso em
500 pL de tampédo PBS-TW e mantido sob refrigeracéo.

O estudo da interacdo do anticorpo anti-BA42 com o PA42 baseou-Se no

Imunoensaio indireto, conforme representado na FIGURA 3.8.
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FIGURA 3.8 - Esquema da configuracdo do imunoensaio indireto para deteccdo do

anticorpo anti-BA42 usando as PMs modificadas com o peptideo.

Para o ensaio indireto, 20 pL da dispersdo PM-BA42 foram incubadas
com solugdes do anticorpo com concentragdes entre 10 pg mL™* a 1 ug mL* por 1h
a temperatura ambiente. Apos essa etapa, o bioconjugado foi lavado trés vezes com
PBS-TW e entdo incubado com uma solugédo de um anti-anticorpo anti-1gG contendo
0 marcador eletroquimico HRP (IgG-HRP) por mais 1 h.

O bioconjugado obtido foi adicionado ao eletrodo de trabalho sem
modificacdo contendo um imd, posicionado externamente sob o eletrodo, para
manter a imobilizacdo magnética das PMs sobre a superficie do SPCE.

As medidas amperomeétricas foram feitas aplicando um potencial fixo
de -0,25 V vs. pseudo-referéncia de Ag/AgCl em PBS e injetando uma mistura de
HQ 2,0 mmol L e H,0; 0,2 mmol L? via alga de amostragem de 100 pL. As
solucbes de HQ e H,O, foram preparadas imediatamente antes do uso em tampéo
PBS pH 6,5 previamente desaerado com N,. As respostas transientes de correntes
obtidas devido a presenca do marcador enzimatico foram registradas e avaliadas

frente a concentracdo do anticorpo nas solugGes padrdes.
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3.6.3 Ensaio  competitivo para determinacdo do
biomarcador pA42

O ensaio competitivo para deteccdo da BA42 foi necessario porque o
peptideo possui baixa massa molecular e ndo mais que um epitopo, impossibilitando
um ensaio do tipo sanduiche!?®1?’, O que foi confirmado via consulta aos principais
fornecedores, que ndo garantiram a possibilidade de deteccdo com mais de um
anticorpo.

O desenvolvimento do imunossensor baseado na competicao indireta do
biomarcador também foi divido em trés etapas, conforme a FIGURA 3.9. Neste
ensaio, duas estratégias foram utilizadas, a primeira usando as PMs decoradas com
0 anticorpo de deteccdo (IgG) e enzimas HRP (IgG-PM-HRP) e a segunda o
anticorpo comercial adquiro ja conjugado com a HRP (IgG-HRP), sem PMs.

3° Incubacdo com o anticorpo
[gG-HRP ou IgG-PM-HRP

"'~

) 1‘ ——— 2° Imunorreagdes competitivas = _Zpay
N PN

1° Imobilizagcdo do biomarcador
sobre o eletrodo descartavel

FIGURA 3.9 - Esquema da construcdo do imunossensor baseado no ensaio
competitivo indireto usado para deteccdo as PMs decoradas com o anticorpo IgG e

HRP (esquerda) ou o anticorpo 1gG-HRP (direita).
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Inicialmente foi realizada a modificacdo dos eletrodos de trabalho
ancorando o peptideo BA42 na sua superficie. A segunda etapa consistiu em
adicionar uma solucdo mista de anticorpo anti-pA42 (concentracdo fixa) e padrao
BA42 (concentragcOes variadas) para que ocorresse as imunorreacdes competitivas
entre os biomarcadores livres e imobilizados. Na terceira e Gltima etapa, foi utilizado
como esquema de deteccédo o bioconjugado IgG-PM-HRP ou anticorpo de deteccéo
lgG-HRP.

3.6.3.1 Modificacdo do eletrodo de trabalho

A modificacédo dos eletrodos de carbono também foi realizada por meio
de filmes LbL formados por PDDA e AuNPs-GSH e a imobilizacdo covalente do
peptideo fA42 (FIGURA 3.10). Para isto, os eletrodos de carbono foram lavados
com agua e colocados em uma placa de Petri contendo papel absorvente umedecido.
Sobre os eletrodos de trabalho foram adicionados 5 pL de uma solucdo contendo
PDDA 2,0 mg mL™* preparada em NaCl 0,05 mol L e deixados por 20 minutos.
Ap0s esse tempo, os eletrodos modificados foram lavados cuidadosamente com
agua. 5 pL da dispersdo AuNPs-GHS foram adicionadas sobre cada eletrodo de
trabalho e mantidos por mais 20 minutos. Em seguida, o excesso AuNPs-GHS foi
retirado da superficie do eletrodo por retropipetagem.

Uma vez que a superficie dos eletrodos foi modificada com o filme LbL,
para a imobilizagdo do peptideo pA42, foram adicionados 5 pL de uma solugéo
recém preparada de EDC 0,4 mol L em solucédo aquosa de NHS 0,1 mol L™, que foi
deixada por 10 minutos, para a ativacdo dos grupos carboxilicos. Apds esse tempo,
0 eletrodo foi mergulhado trés vezes em um béquer contendo agua para a lavagem,
e seco cuidadosamente com papel absorvente. Em seguida, 5 pL da solucdo do

biomarcador BA42 1,0 ug mL* preparada em tampdo PBS 10 mmol L pH 7,4,
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foram adicionados e deixado por 18 horas a 4 °C para a completa imobilizacédo da

biomolécula sobre o eletrodo.
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FIGURA 3.10 - Esquema da modificacéo dos eletrodos de trabalho por meio do filme
LbL de PDDA e AuNPs-GSH e imobilizacdo da pA42. a) Adicdo da solucdo de
PDDA sobre a superficie do eletrodo de trabalho; b) Adicdo das AuNPs-GSH; c)
Uma solucdo mista de EDC/NHS foi adicionada para ativacdo dos grupos carboxilas
da GSH; d) Em seguida, uma solucdo de BA42 foi adicionada e deixada por
aproximadamente 18h; d) Finalizacdo do preparo do eletrodo com a adi¢éo de glicina

para bloqueio dos sitios de ligacéo livres.

Por fim, os eletrodos foram lavados com PBS-TW e bloqueados por 1
hora com solucéo de glicina 1,0 mol L™, a fim de evitar reacdes ndo especificas. Os
eletrodos foram lavados com tampdo PBS-TW pH 7,4 e armazenado sob

refrigeracao.
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3.6.3.2 Modificagcao das PMs com o anticorpo IgG e HRP

Uma aliquota de 20 puL das PMs modificadas com grupo carboxila
(Dynabeads® MyOne™) foi dispersa em 1 mL de tamp&o MES 50 mmol L pH 5,2.
A dispersdo foi separada magneticamente por meio de um suporte magnético, e,
entdo, adicionou-se uma solugdo mista de EDC (3,2 mg mL™?) e NHS (1,8 mg mL™?)
para ativar o grupamento carboxila, deixando em agitacdo leve por 30 min a
temperatura ambiente. A mistura resultante foi novamente separada magneticamente
e o sobrenadante foi descartado e lavado com tampao MES 50 mmol L.

Adicionou-se 1 mL da solucéo de anticorpo 1gG 10 pug mL™* preparada
em PBS pH 7,4. Em seguida, a mistura foi agitada por 24 horas a temperatura
ambiente para formacdo do conjugado PM-lIgG. O conjugado foi separado
magneticamente e lavado com PBS-TW. Adicionou-se uma solugédo de 1,2 mg mL™*
de HRP preparada em PBS pH 7,0. Apos essa etapa, a dispersdo foi separada,
descartou-se o sobrenadante e fez-se sucessivas lavagens com PBS-TW ao
bioconjugado formado (IgG-PM-HRP). As particulas modificadas foram entdo
ressuspensas em 1 mL de glicina 1 mol L pH 8,0 para bloguear os sitios de ligacéo
livres, deixando-se agitar por 30 minutos. O bioconjugado resultante foi lavado,

disperso em 400 puL de tampdo PBS-TW e mantido sob refrigeracéo.

3.6.3.3 Detec¢do do biomarcador fA42

O dispositivo microfluidico contendo o arranjo de eletrodos
modificados foi condicionado com PBS-TW (pH 6,5) utilizado com carreador por
aproximadamente 5 min.

Em um microtubo, adicionaram-se 5,0 pL de soro de bezerro comercial,

2,5 pL de anticorpo monoclonal 2,0 ng mL*? (concentracdo final 0,05 pg mL?) e
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92,5 uL da BA42 diluida em PBS pH 7,4 na concentracdo desejada (para volume
final de 100 pL). Para as amostras de plasma e liquor, a mesma concentracdo de
anticorpo anti-BA42 foi utilizada e a amostra foi previamente diluida em PBS pH
7,4. A solucdo foi injetada imediatamente no dispositivo microfluidico e incubada
por 1 h de forma a ocorrer as reacOes competitivas. Apods essa etapa, lavou-se o canal
microfluidico com PBS-TW de forma a eliminar os anticorpos nao ligados a pA42
imobilizada no eletrodo.

Para a detecc¢éo, utilizou-se as estratégias com o bioconjugado 1gG-PM-
HRP ou anticorpo de deteccdo IgG-HRP (FIGURA 3.11). O anticorpo secundario

foi incubado por 90 min.
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FIGURA 3.11 - Diagrama esquematico das etapas do ensaio competitivo indireto
baseado no uso da a) IgG-PM-HRP e b) IgG-HRP.

Apds a etapa de incubacéo, o fluxo foi reiniciado a fim de remover as
particulas ou anticorpos ndo ligados. As medidas amperométricas foram realizadas
aplicando um potencial fixo de -0,25 V vs. pseudo-referéncia de Ag/AgCl em PBS e
injetando uma mistura de HQ 2,0 mmol L* e H,0, 0,2 mmol L* via alca de
amostragem de 100 pL. As solu¢des de HQ e H,O, foram preparadas imediatamente

antes do uso em tampdo PBS pH 6,5 previamente desaerado com gas N,. As respostas
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transientes de corrente foram registradas e avaliadas frente as diferentes

concentracdes do biomarcador.

3.7 Participantes

Os niveis dos biomarcadores estudados foram detectados em amostras
de sangue e liquor de idosos divididos em duas coortes de individuos (Tabela 3.1 e
3.2).

3.7.1 Coorte 1

Amostras de plasma humano foram cedidas pelo Laboratorio de
Biologia do Envelhecimento (LABEN) sob a coordenacdo da Profa. Dra. Marcia
Cominetti. O sangue de idosos com idade igual ou superior a 60 anos foi obtido dos
servigos de saude do municipio de Sdo Carlos/SP. Todos os procedimentos éticos
foram seguidos, sendo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar), n® 427/2009.

As amostras foram divididas em trés grupos: 1) CT: individuos
controles saudaveis, sem sinais ou sintomas de declinio cognitivo ou doenca
neuroldgica; 2) TNCL: pacientes com diagndstico de TNCL, com Classificacdo
Clinica de Deméncia (CDR, do inglés Clinical Dementia Rating) 0,52, teste de
Pfeffer'?8 sem comprometimento e seguem os critérios de Petersen!?; e 3) DA:
pacientes diagnosticados com provavel DA em diferentes estagios: leve (DA1),
moderada (DA2) e avancada (DA3), de acordo com a CDR'?8 e com os critérios do
National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke and

Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association®.
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As amostras foram coletadas em tubos contendo solugdo de citrato de
sodio (3,8%) e glicose (136 mmol L1). Apds as coletas, os tubos foram mantidos a
temperatura de 4 °C durante o periodo de armazenamento e transporte. Os tubos,
imediatamente apos a coleta, foram misturados por inverséo e entdo centrifugados a
1.200 rpm por 10 minutos, obtendo-se assim o plasma rico em plaquetas (PRP). A
partir do PRP, as plaguetas foram coletadas por centrifugacdo a 2.400 rpm por 10

minutos. O plasma residual sem plaquetas foi armazenado a -80 °C antes do ensaio.

3.7.2 Coorte 2

A coorte 2 consistiu em amostras de liquor e soro de individuos
cognitivamente saudaveis e de doentes com TNCL e DA. As amostras foram obtidas
de sujeitos com mais de 55 anos acompanhados pela Policlinica da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas (FCM-UNICAMP) sob
coordenacdo do Prof. Dr. Marcio L. F. Balthazar. Os controles saudaveis foram
identificados como sendo cognitivamente normais, ndo apresentavam nenhuma
queixa de memoria ou distdrbio neurolégico ou psiquidtrico. Os sujeitos
apresentaram desempenhos normais no Mini Exame do Estado Mental (MEEM)*?°,
com CDR igual a zero. Todos os participantes com TNCL tiveram uma pontuacao
de CDR de 0,5. O diagnostico de provavel deméncia por DA seguiu 0S mesmos
critérios estabelecidos na coorte 1%,

O Comité de Etica em Pesquisa Médica do Hospital da UNICAMP
aprovou o estudo e o termo de consentimento livre e esclarecido foi obtido de todos
0s participantes antes do inicio do estudo (dos sujeitos ou de seus cuidadores
responsaveis, se incapaz), de acordo com a Declaracéo de Helsinki%,

As amostras de sangue foram centrifugadas a 2500 rpm durante 10

minutos para separar o soro. Amostras de liquor foram centrifugadas a 700 rpm por
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10 minutos. Ambos os processos de centrifugacdo foram realizados a 4 °C e
posteriormente separados em microtubos e armazenados a -80 °C até o0 momento da

analise.
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TABELA 3.1 - Coorte 1: Variaveis demograficas e clinicas dos sujeitos.

Variavel CT TNCL DAl DA2 DA3
Casos (n/%) 10/22 10/22 10/22 8/18 7116
Média da idade (faixa) 73(65-86) 69 (60-78) 75 (66-84) 79 (69-89) 71 (60-90)
Género feminino (%) 80 50 80 63 43

CT: Sujeitos controles (saudaveis); TNCL: Pacientes com transtorno neurocognitivo leve; DA: Pacientes com Doenca de Alzheimer

TABELA 3.2 - Coorte 2: Variaveis demograficas e clinicas dos sujeitos.

Valor de corte!®!

Variavel CT TNCL DA
(pg/mL)
Casos (n/%) 8/33.3 7129.2 9/37.5

Média da idade (faixa) 64 (57-69) 71 (65-81) 73 (59-81)
Género feminino (%) 100 71 78
BA42 Liquor (pg/mL) 541.8 + 302.2 530.3 £ 365.2 334.8 £118.9 <416.0
tTau Liquor (pg/mL) 80.3 +38.4 103.3 + 32.8 139.8 £81.5 >76.7
pTau Liquor (pg/mL) 35.0+16.6 38.2+9.7 58.8 + 33.7 >36.1

CT: Sujeitos controles (saudaveis); TNCL: Pacientes com transtorno neurocognitivo leve; DA: Pacientes com Doenca de Alzheimer;
tTau: proteina Tau total; pTau: proteina Tau fosforilada
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3.8 Método comparativo para determinacdo dos

biomarcadores

Os niveis dos biomarcadores ADAM10 e BA42 nas amostras de sangue
e liquor foram comparados com um segundo meétodo. Os testes estatisticos foram
avaliados por meio do Software MedCalc Statistical.

Para as amostras da coorte 1 um kit ELISA comercial da Cloud-Clone
Corp. (Produto n°® SEA766Hu, Houston, USA) foi utilizado. As amostras ndo
necessitaram de uma diluicdo prévia e a medida foi feita em leitora de ELISA
Labtech LT-4000 (Labtech International Ltd, Uckfield, UK) em 450 nm. O ensaio
foi realizado pela Dra. Patricia Regina Manzine Moralles do LABEN/UFSCar.

As concentracdes do peptideo BA42, pTau e tTau nas amostras de liquor
foram quantificados usando uma plataforma multiplexada Luminex® 1001S
(Luminex, Austin, TX, EUA) baseada em microesferas multiplexadas que permite a
analise simultanea de trés biomarcadores. Medidas da BA42, pTau e tTau foram
realizadas usando kits comerciais Fujirebio (USA) BA42 (INNOTEST® B-
amyloid(1-42) (96T)), pTau (INNOTEST® (181P)) e tTau (INNOTEST® hTAU Ag).
O ensaio foi realizado pela MSc. Thamires N. C. Magalhdes da FCM/UNICAMP.

3.9 Tratamento estatistico dos dados

Os testes estatisticos para avaliacdo dos resultados foram
calculados/analisados pelos programas MedCalc statistical software, GraphPad
Prisma 7 e OriginPro 8.6. A curva ROC (do inglés Receiver Operating
Characteristic) foi utilizada para avaliar a sensibilidade e especificidade do

imunossensor. A curva ROC ¢é uma importante ferramenta que permite avaliar a



48

precisdo na tomada de decisdes para o desenvolvimento de métodos de
diagnoéstico®®?133, Para construir uma curva ROC, traca-se um diagrama que
represente a sensibilidade (verdadeiros positivos) em funcdo de 100-especificidade
(falsos positivos) para um conjunto de valores de "ponto de corte*34. A sensibilidade
¢ a capacidade do teste detectar amostras verdadeiramente positivas, ou seja,

diagnosticar corretamente as amostras dos pacientes com DA, e é calculada como:

Verdadeiros positivos

Sensibilidade (%) =
ensibilidade (%) Falsos negativos + Verdadeiros positivos

A especificidade é a capacidade do teste detectar os falsos positivos, ou

seja, classificar corretamente as amostras dos individuos saudaveis.

e Falsos positivos
100 — Especificidade (%) =

Verdadeiros negativos + Falsos positivos

A éarea sob a curva ROC (AUC, do inglés area under the curve) é a
medida da exatiddo do teste diagnostico, isto €, quanto mais a curva se aproxima do
canto superior esquerdo do diagrama, melhor é sua discriminacdo entre individuos
com e sem a doenca. A AUC é dada em valores entre 0 e 1, no qual um valor de 0
indica um teste sem nenhuma precisdo, enquanto que AUC igual a 1 possui zero

falsos positivos e zero falsos negativos, ou seja, um teste perfeitamente preciso®.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo microscopica do eletrodo de trabalho

modificado

A morfologia do eletrodo de carbono e das etapas de modificagdo com
o filme LbL de PDDA e AuNPs-GSH foi avaliada por meio da técnica de microscopia
eletronica de varredura (MEV). Imagens de MEV do SPCE sem modificacdo e apds
as modificacbes com PDDA (SPCE/PDDA) e AuNPs-GSH (SPCE/PDDA/AUNPs-
GSH) sdo mostradas na FIGURA 4.1.

200 nm - : ) et Snm :

L | - r

FIGURA 4.1 - Imagens de MEV do eletrodo de trabalho: a) SPCE sem modificacéo
e modificados com: b) SPCE/PDDA e c) SPCE/PDDA/AUNPSs. Insercdo: imagens
dos eletrodos antes e ap0s as modificages tiradas com um microscopio optico
portatil digital. d) Imagem de MET das AuNPs-GSH.
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Conforme apresentado na FIGURA 4.1a, o SPCE apresentou uma
morfologia tipica de eletrodos a base de tinta de grafite com estrutura rugosa®. Ao
se adicionar o polication PDDA, héa a formacao de um filme sobre o SPCE (FIGURA
4.1b), apresentando uma superficie mais lisa!®. Ao adicionarmos as AuNPs-GSH,
aglomerados de nanoparticulas se formaram (FIGURA 4.1c), alterando a superficie
do eletrodo. Além disso, um aspecto dourado na superficie do eletrodo (FIGURA
4.1c, inserto) pode ser observado apos a etapa modificacdo com as AuNPs-GSH,
confirmando a bicamada LbL formada sobre o eletrodo de trabalho. Na FIGURA
4.1d observa-se a imagem de MET para a dispersdo coloidal de AuNPs-GSH
utilizada para modificar os eletrodos, no qual pode-se observar particulas com
aproximadamente 5 nm de didmetro, conforme j& descrito por Mani e

colaboradores!é,

4.2 Deteccao dos biomarcadores utilizando a HRP com

marcador enzimatico

O sinal analitico do biomarcador foi dado indiretamente por meio da
enzima HRP como marcador eletroquimico. Na FIGURA 4.2 esta representado o
esquema do ciclo eletrocatalitico da enzima HRP na presenca do substrato H,O, e do
mediador redox HQ. Como observado, a enzima HRP, € oxidada pelo seu substrato
H.O,, que € entdo reduzida a sua forma nativa promovendo a oxidacdo da
hidroquinona para benzoquinona!!®. A benzoquinona é reduzida na superficie do
eletrodo durante a aplicacdo de um potencial de -0,25 V por meio da transferéncia

de dois elétrons e dois prétons.
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FIGURA 4.2 - Representacdo esquematica do ciclo catalitico da enzima HRP na
superficie do eletrodo modificado. HRPq = enzima HRP reduzida (forma nativa),
HRP.x = HRP oxidada.

4.3 Determinacdo do biomarcador ADAM10

A técnica de amperometria foi utilizada para deteccdo dos
biomarcadores neste trabalho. Para a medida amperométrica, um potencial de -0,25
V foi aplicado durante a passagem da solugdo de PBS-TW + BSA 0,1% (pH 6,5)
pelo canal microfluidico. Os sinais transientes de corrente foram obtidos
simultaneamente para os oito eletrodos do arranjo ao injetar uma solucdo mista de
H,0, 0,2 mmol L e HQ 2,0 mmol L em PBS pH 6,5.

A FIGURA 4.3 apresenta o perfil referente aos sinais transientes de
corrente obtidos para o branco (linha vermelha) e 555 fg mL* de ADAM10 (linha
preta). Ao estabilizar a corrente, foram injetados 100 pL da solu¢do mista de H,O, e

HQ obtendo-se os sinais referente a medida amperométrica. Nota-se uma maior
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intensidade da corrente obtida para a amostra contendo a ADAM10 quando
comparado ao branco analitico. O sinal de corrente obtido para o branco pode ser
atribuido a ligacdes ndo especificas das particulas magnéticas modificadas® somado

ao processo de oxidacao do proprio mediador pelo substrato na superficie do SPCE.
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FIGURA 4.3 - Sinais transientes de corrente obtidos para a ADAM10 555 fgmL?te
branco analitico por meio da solucdo carreadora de PBS-TW + BSA 0,1% com
injecdo de uma mistura H,O, 0,2 mmol L e HQ 2,0 mmol L. Tempo de incubagéo

de 30 min e potencial aplicado de -0,25 V.

4.3.1 Estudo das condicOes experimentais

A vazdo da solucdo carreadora durante a medida amperomeétrica e o
tempo de incubacgéo do conjugado HRP-PM-Ab;/ADAM10 no dispositivo contendo
0 Ab; imobilizado na superficie do eletrodo foram estudados.

O fluxo da solucédo carreadora PBS-TW + BSA 0.1% durante a medida
amperometrica foi avaliado por meio de diferentes vazdes, sendo elas de 50, 100 e

200 pL mint Os resultados estdo apresentados na FIGURA 4.4,
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Como observado na FIGURA 4.4a, na vazédo de 50 pL min* obteve-se
um pico alargado com menor valor de corrente. Esse efeito foi atribuido ao maior
tempo de retencédo da solugdo dentro do microcanal. Ja na vazédo de 200 pL min?to
sinal da corrente de pico diminuiu consideravelmente. Supde-se que, como a solucéo
mista de HQ e H,0, passa relativamente rapida pelos eletrodos modificados com
HRP, o ciclo catalitico ndo ocorre em grande extensdo, levando a uma menor
producdo enzimética de BQ e, consequentemente, a uma menor resposta de corrente,
0 que diminui o pico amperométrico observado. Ja a vazdo de 100 pL min
apresentou uma corrente de pico com boa resolucdo e pouco alargamento. Desta
maneira, 100 pL min? foi a vazdo selecionada uma vez que apresentou maior

resposta para o sistema proposto (FIGURA 4.4b).
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FIGURA 4.4 - a) Sinais transientes de corrente obtidos para a ADAMI10
555 fg mL'em diferentes vazdes da solucdo carreadora PBS-TW + BSA 0,1% com
injecdo de uma mistura H,O, 0,2 mmol L e HQ 2,0 mmol L. Tempo de incubacéo
de 30 min e potencial aplicado de -0,25 V. b) Gréafico das correntes resultantes da

ADAM10 variando a vazdo da solucdo carreadora em 50, 100 e 200 puL mint,
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O tempo de incubacdo é diretamente responsavel pela formacdo da
estrutura tipo sanduiche na superficie do imunossensor. Diferentes tempos de
incubacdo do bioconjugado HRP-PM-Abi/ADAM10 no dispositivo microfluidico
também foram estudados, variando o tempo em 10, 20 e 30 minutos. Os resultados
obtidos sdo apresentados na FIGURA 4.5. Uma maior corrente de pico foi obtida
quando o biomarcador foi incubado por 30 min, indicando que esse tempo foi 0
suficiente para que ocorresse a interacdo antigeno-anticorpo. Esse tempo foi
selecionado para as proximas medidas. Tempos maiores que 30 minutos nao foram
estudados, uma vez que as analises tornar-se-iam relativamente longas. Além disso,
tempos maiores que 30 min podem levar a processos de dissociacdo entre o complexo
antigeno-anticorpo®.

O tempo total de ensaio entre a captura/incubacdo da ADAM10 pelos

anticorpos e a medida eletroquimica foi de aproximadamente 70 min.
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FIGURA 4.5 - a) Sinais transientes de corrente obtidos para a ADAM10 555 fg mL-
L em diferentes tempos de incubacdo com injecdo de uma solucdo mista de H,0, 0,2
mmol L e HQ 2,0 mmol L. Vazédo de 100 pL min? e potencial de -0,25 V. b)
Gréafico das correntes resultantes variando o tempo de incubacdo do bioconjugado
HRP-PM-Ab;/ADAM10 no canal microfluidico.
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4.3.2 Desempenho analitico do dispositivo microfluidico para

determinagéo do biomarcador ADAM10

A quantificagdo de ADAMI10 foi realizada em solucdes padrao
preparadas em meio de soro de bezerro, uma vez que essa consiste em uma matriz
complexa, apresentando composicao similar ao soro humano. Utilizou-se um novo
dispositivo descartavel para a medicéo em cada diferente concentracéo.

O imunossensor forneceu picos com elevada relacdo sinal/ruido para a
proteina ADAM10, com desvio padrdo relativo (RSD) de 5,8% para um arranjo de
oito eletrodos (FIGURA 4.6), demostrando excelente precisdo intra-dispositivo. A

repetitividade inter-dispositivo apresentou um RSD inferior a 8%.
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FIGURA 4.6 - Sinais transientes para a ADAM10 555 fg mL™? obtidos para um
arranjo microfluidico de 8 eletrodos. Vazéo de 100 pL min, potencial de -0,25 V e

solucdo de deteccdo H,0, 0,2 mmol L e HQ 2,0 mmol L.
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A curva analitica obtida é apresentada na FIGURA 4.7a, sendo que o
valor do branco ja foi devidamente subtraido dos resultados obtidos. Como pode-se
observar as correntes de pico aumentaram linearmente com o logaritmo da
concentracdo de ADAM10 numa faixa de 5,6 fg mL* a 1,4 pg mL™. O limite de
deteccédo (LD) foi considerado como sendo o primeiro ponto da curva analitica, neste

caso de 5,6 fg mL™.
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FIGURA 4.7 - a) Curva analitica para o biomarcador ADAM10 (n>5). b) Respostas
transientes de corrente obtidas para diferentes concentracdes de ADAM10. Vazéo de
100 pL mint, potencial de -0,25 V e solugédo de detecgdo H,O, 0,2 mmol L e HQ

2,0 mmol L.

A equacdo da reta obtida, referente a curva analitica, foi igual a | (nA)
=7,2 (+1,0) - 14,7 (+0,8) x log [ADAM10] (fg mL™1), com coeficiente de correlagéo
linear (r?) igual a 0,983 e sensibilidade analitica de 14,7 nA mL fg* log [ADAM10].
A boa precisdo do dispositivo pode ser observada pelas pequenas barras de erro
obtidas. Os sinais transientes de corrente utilizados para a construcdo da curva

analitica estdo apresentados na FIGURA 4.7b. A capacidade do imunoensaio detectar
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concentragcOes muito baixas do biomarcador oferece ao paciente um recurso menos

invasivo devido ao pequeno volume de amostra necessario para realizar a anélise.

4.3.3 Determinagdo da ADAM10 em amostras de plasma

humano

Amostras de plasma da coorte 1 foram avaliadas utilizando o
imunoensaio desenvolvido. A coorte 1 inclui 10 amostras de individuos saudaveis,
10 com TNCL e 25 de pacientes com DA em diferentes estagios (leve, moderado e
avancado). A elevada sensibilidade do dispositivo permitiu uma grande diluigdo das
amostras dos pacientes, o que é importante para diminuir ligacdes ndo especificas e
eliminar a interferéncia de constituintes presentes no plasma. Assim, as amostras
foram diluidas 40.000 vezes em PBS.

A guantificacdo de ADAM10 nas amostras foi também realizada com o
ensaio imunoenzimatico ELISA para fins de comparagdo com o método proposto.
Os niveis de ADAM10 encontrados pelos dois métodos sdo apresentados na
FIGURA 4.8 separadamente para cada grupo da coorte 1. Ambos os métodos
apresentaram concentragdes de ADAM10 similares para todos os sujeitos avaliados,
demonstrando boa concordancia entre os valores obtidos com excelente exatid&o.
Para os grupos estudados ndo foi observado diferenca significativa entres os dois
métodos (teste t, p = 0,72).
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FIGURA 4.8 - Gréficos de barra para as concentracdes obtidas da proteina ADAM10

em plasma humano determinadas usando o imunoensaio proposto e o0 método

comparativo ELISA. Resultados dos grupos a) CT, b) TNCL e c) DA.

Tendo como base os resultados obtidos, avaliou-se o uso do dispositivo

de ADAM10 nos sujeitos CT dos pacientes com TNCL,

DAL, DA2 e DAS3, a fim de se avaliar a aplicacdo do método para o diagnostico da

iveis

Ve

para diferenciar os n

DA. Os valores das concentracdes médias de ADAM10 e respectivos desvios padréo

foram de 1419 + 242 pg mL* para as amostras dos controles saudaveis, 1700 + 294

pg mL* para os sujeitos com TNCL, 1935 + 409 pg mL™ para pacientes com DA

leve, 2029 + 495 pg mL™* para DA moderada e 2244 + 376 pg mL* para a DA

avancada. Como pode-se observar na FIGURA 4.9, hd um aumento da concentracéo

de ADAMI10 plasmatica de sujeitos doentes em comparacdo com 0s controles
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saudaveis e também com a progressdo da doenca, de acordo com os estagios da DA.
Niveis do biomarcador nos individuos saudaveis e nos pacientes com TNCL e DA

(nos diferentes estagios da doenca) foram significativamente diferentes (p <0,05).
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FIGURA 4.9 - Diagrama de caixas para os niveis de ADAM10 encontrados no
plasma humano dos sujeitos CT, com TNCL, DAL, DA2 e DAS3, *p <0,05.

Os resultados obtidos para os niveis de ADAM10 no plasma dos
pacientes foram também analisados utilizando a curva ROC. A AUC em torno de 0,5
sugere nenhuma discriminacéo (teste ndo consegue diferenciar pacientes com e sem
a doenca), valores entre 0,7 e 0,8 é considerado aceitavel, de 0,8 a 0,9 é considerado
bom, e AUC maior que 0,9 é considerada excelente!®2,

Curvas ROC para o biomarcador utilizando o dispositivo microfluidico
e 0 ELISA sdo mostradas na FIGURA 4.10. A partir dos resultados obtidos com as
mesmas amostras CT e DA pelo imunoensaio microfluidico e ELISA, a AUC foi de

0,89 e 0,92, respectivamente. Esses valores de AUC séo considerados excelentes!®2,
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FIGURA 4.10 - Curvas ROC para deteccdo da ADAM10. Respostas para dos sujeitos

controle vs. DA.

A analise das curvas ROC demonstrou que o imunoensaio microfluidico
proposto alcancou 72% de sensibilidade e 100% de especificidade (ponto de
corte >1765 pg mL?), enquanto que o método ELISA apresentou 83% de
sensibilidade e 90% de especificidade (ponto de corte >1532 pg mL™).

A FIGURA 4.11 apresenta a curca ROC para o imunossensor e ELISA
a partir dos dados dos CT versus os pacientes com TNCL e DA. O dispositivo
desenvolvido permite diferenciar individuos saudaveis de pacientes com TNCL ou
DA com 62% de sensibilidade e 100% de especificidade (ponto de corte >1765 pg
mL?) e o ELISA com sensibilidade de 65% e especificidade de 100% (ponto de
corte >1665 pg mL™?). A AUC para o imunossensor e ELISA foi de 0,85 e 0,90,

respectivamente.
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FIGURA 4.11 - Curvas ROC para deteccdo da ADAM10. Respostas de sujeitos

controle vs. pacientes TNCL + DA.

Com a inclusdo dos pacientes com TNCL no grupo de pacientes
diagndsticos com DA, pode-se notar a diminuicdo da AUC, bem como a
sensibilidade e especificidade para ambos os métodos (com excecdo da
especificidade para ELISA). Essa reducdo no desempenho ja era esperado, uma vez
que a concentracdo de ADAM10 nos pacientes com TNCL & menor que nos
pacientes com DA, dimimuindo levemente a precisdo do método, ja que fica mais
dificil de diferenciar os doentes do grupo CT. Porém, ainda assim é possivel
diferenciar os grupos com excelente exatiddo. Esses resultados demonstram que a
deteccdo do biomarcador ADAM10 em amostra de plasma surge como uma
alternativa viavel para o diagnostico precoce diferencial da DA.

A possibilidade do imunoensaio desenvolvido permitir diferenciar
niveis de ADAM10 dos sujeitos de cada grupo independente foi avaliada. Os dados
obtidos com o dispositivo sdo apresentados como diagrama de pontos (FIGURA
4.12) e os dados do grupo CT vs. cada grupo de individuos diagnosticados (TNCL,
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DA1, DA2 e DA3) sdo mostrados como pontos em dois eixos verticais. A linha
horizontal indica o valor de corte, isto &, a concentracdo de ADAM10 plasmaética que
o0 dispositivo proposto consegue discriminar o grupo doente do grupo sadio com

determinada especificidade e sensibilidade.
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FIGURA 4.12 - Diagrama de pontos dos niveis do biomarcador ADAM10
comparando, independentemente, o grupo controle com os diferentes estagios: a)
grupo CT vs. TNCL, testet p =0,03; b) CT vs. DAL, teste t p=0,001; c) CT vs. DA2,
teste t p = 0,003; d) CT vs. DA3, teste t p <0,0001.

A FIGURA 4.12a mostra o diagrama de pontos para 0s niveis de

ADAM10 no plasma do grupo CT e grupo com TNCL. O melhor valor de corte
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obtido foi >1616 pg mL, com sensibilidade de 70% e especificidade de 80%. As
FIGURAS 4.12b-d apresentam os diagramas de pontos para os CTs e pacientes com
provavel DA. Para DAL (FIGURA 4.12b), o melhor valor de corte foi >1616 pg mL"
1com 78% de sensibilidade e 80% de especificidade. Nos resultados entre os sujeitos
CT e DA2 (FIGURA 4.12c), o valor de corte foi >1765 pg mL™* com sensibilidade
de 75% e especificidade de 100% e para pacientes com DA3 (FIGURA 4.12d), um
valor de corte de 1765 pg mL™* com sensibilidade de 85% e especificidade de 100%
foram obtidos. Todos o0s grupos foram estatisticamente diferentes.

Nota-se uma melhora da capacidade discriminatdria do teste com o
avanco da doenca, ou seja, quanto mais avancado o estagio da DA, mais preciso é o
diagndstico. Como os niveis do biomarcador estdo aumentados em pacientes doentes
guando comparado com os saudaveis, fica mais facil separa-los. Esses resultados
indicam a capacidade do dispositivo em diferenciar os estdgios da DA com boa
precisdo em todos 0s casos.

Com relacdo ao diagndstico precoce, a distingdo do TNCL seria uma
forma de identificacdo preventiva de pessoas com maior risco de desenvolver a
doenca. O dispositivo apresentou AUC de 0,74 para a curva ROC do grupo CT vs.
TNCL, o que é considerado aceitavel para as condicdes clinicas reais e com
diagndstico padréo de referéncia validos®.

Os resultados indicaram a boa capacidade do imunoensaio desenvolvido
em medir os niveis da proteina ADAM10 em amostras de sangue, bem como aplica-
lo no diagndstico precoce da DA. Ainda, a proteina permitiu diferenciar os estagios
da doenca, o que a torna um potencial biomarcador para a DA, podendo ser aplicado
também no monitoramento da doenca. Levando em conta que os biomarcadores
atualmente utilizados para o diagnéstico da doenca encontram-se no liquor, o que
implica em métodos extremamente invasivos, a ADAM10 mostra-se como uma

excelente alternativa pouco invasiva para o diagndstico da DA.
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Ademais, o dispositivo apresentou excelentes vantagens frente ao
método padrdo ELISA, como curto tempo de analise, cerca de 70 min para o método
proposto contra 4 h para o ELISA; o LD foi cerca de 5.000 vezes menor (5,6 fg mL-
! do imunossensor vs. 28 pg mL™* para 0 ELISA), o que requer pequeno volume de
amostra, sendo apenas 5 pL de plasma suficiente para o ensaio; além disso, o
dispositivo microfluidico apresentou baixo custo quando comparado ao método
padrdo, com simplicidade operacional e descartabilidade.

Recentemente, Sogorb-Esteve e colaboradores publicaram um trabalho
no qual demostram que os niveis de ADAM10 nas formas maturas (completas e
truncadas), mas ndo as imaturas, estdo diminuidas no liquor de pacientes com DA
comparado ao controle®*”. A fim de investigar esta informacéo, foi avaliado uma
segunda coorte de individuos na qual comparou-se as concentracdes de ADAM10 no
liqguor e soro dos mesmos pacientes. A FIGURA 4.13a mostra o grafico de barras
para os niveis do biomarcador para as duas amostras.

Analisando a FIGURA 4.13b, observa-se que os niveis de ADAM10
encontrados no liquor foram cerca de dez vezes menores que no soro. Em ambas
amostras, nota-se um aumento da concentragdo de ADAM10 com o desenvolvimento
da doenga em comparacao aos sujeitos controle. Embora os valores de ADAM10 no
liqguor ndo apresentarem diferenca estatistica significativa, um nimero limitado de
amostras foi analisado, o que pode levar a interpretacdes inconclusivas. Apesar disso,
os niveis de ADAM10 no soro sdo estatisticamente diferentes entre 0s grupos
controle e doentes (TNCL + DA).
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FIGURA 4.13 - a) Grafico de barras com os niveis da proteina ADAM10 no liquor
(barra azul) e soro (barras em vermelho) humano da coorte 2 usando o0 imunossensor
proposto. b) Diagrama de caixas para os niveis de ADAM10 encontrados no soro e
liquor dos sujeitos CT, com TNCL e DA da coorte 2. Uma tendéncia no aumento dos
niveis de ADAM10 com a progressdo da doenca foi observada em amostras de liquor

(teste t p = 0,18) e soro (teste t p = 0,04) dos mesmos pacientes (n = 10).

O aumento dos niveis de ADAM10 no liquor corrobora com os valores
encontrados nos fluidos sanguineos (para as duas coortes). Os resultados
controversos deste trabalho com os encontrados por Sogorb-Esteve et al.*’ pode
estar relacionado com os diferentes anticorpos usados em ambos 0s estudos. Além
disso, niveis baixos de BA42 e altos de tTau e pTau no liquor das amostras com DA
foram encontrados quando analisados pelo método Luminex®, confirmando o
diagnodstico®®! (Tabela 3.2). Ainda, é importante ressaltar, que as formas solGveis da
ADAMI10 encontradas no sangue e no liquor terdo comportamentos distintos em
relacdo as formas ancoradas nas membranas de plaquetas e neurdnios. Por esses
motivos, supde-se que 0s niveis aumentados de ADAMI10 no liquor e soro

correspondem as formas sollveis e inativas da ADAM10. Isso pode explicar 0s
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resultados encontrados para niveis reduzidos de ADAM10 em plaquetas de pacientes

com DA>>138
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4.4 Determinacao do biomarcador pA42

4.4.1 Constante de associac¢ao do anticorpo anti-f442

Para a deteccdo do peptideo BA42 foi necessario um imunoensaio
competitivo, visto que o biomarcador € pequeno (42 aminoacidos com ~4,5 kDa),
possuindo apenas uma epitopo para reconhecimento do anticorpo, entdo, ndo seria
possivel a quantificacdo via ensaio do tipo sanduiche. Entretanto, a sensibilidade do
ensaio competitivo é limitada pela constante de afinidade do anticorpo utilizado, por
isso, sua avaliacdo é importante para verificar sua aplicabilidade®°.

Neste trabalho foi proposto um método para avaliar a constante de
associagdo (Ka) entre o anticorpo anti-pA42 e o biomarcador BA42 baseado no
modelo da Isoterma de Langmuirt4®14! na qual avaliou-se a variacéo da corrente para
0 célculo da Ka. A Ka pode ser facilmente obtida pela medida da corrente em
diferentes concentracdes de anticorpo ap6s a incubacao com uma superficie contendo

uma concentracédo fixa de antigeno (BA42), conforme equacéo 2.

= + @

Ka Imax Imax

C 1 C
I

onde | € a corrente no equilibrio, C é a concentracdo de anticorpo, Imax € a corrente
guando C ¢ infinita e Ka € a constante de associacéo/ligacéo.

A FIGURA 4.14a mostra a variacdo da corrente obtida para cinco
determinacgdes independentes da interacdo pA42/anti- BA42 variando a concentra¢do
do anticorpo de 10 pg mL? a 1 pg mL*. A partir dos resultados do gréafico da
FIGURA 4.13a, foi construido a isoterma de Langmuir para a interacdo antigeno-
anticorpo (FIGURA 4.14b).
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FIGURA 4.14 - a) Grafico da variacdo da corrente monitorada apos a interacédo de
diferentes concentracdes do anticorpo anti-BA42 com antigeno BA42 (n > 5). b)
Isoterma de Langmuir linearizada para a interacdo anti-BA42/BA42 obtida para o

calculo da Ka utilizando a equacdo 2. Insercdo: aproximacdo da curva para 0S
primeiros pontos da isoterma.

Conforme a equacdo 2, é possivel encontrar o valor da Ka para a
interacdo entre anti-BA42/BA42 utilizando a razdo entre o coeficiente angular e linear
da isoterma de Langmuir (FIGURA 4.14b). A Ka calculada foi de 3,7x10° L mol.
A afinidade do anticorpo pode ser demonstrada em termos da constante de
dissociacdo (Kp). Kp e Ka sdo inversamente proporcionais, de modo que quanto
menor o valor da Kp, maior sera a afinidade do anticorpo por seu alvo!#?143, Neste
caso, 0 valor de Kp obtido foi de 2,7x10** mol L.

As constantes de dissociacdo para interacdo proteina-ligante pode ter
varias ordens de magnitude (FIGURA 4.14), sendo que a ligacdo de mais alta

afinidade relatada é entre a biotina-avidina, com Kp = 1x10® mol L1 144,
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Protein Ligand K, (m)*
Avidin (egg white)* Biotin 1X 1077
Insulin receptor (human) Insulin 1X10°1°
Anti-HIV immunoglobulin (human)* gp41 (HIV-1 surface protein) 4 %1070
Nickel-binding protein (E. coli) Ni2* 1.%.1077
Calmodaulin (rat)s Ca?t 3X10°6
2X10°3

Typical receptor-ligand interactions

Sequence-specific protein-DNA
Biotin-avidin

Antibody-antigen Enzyme-substrate
: ] |
L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J
1072 103 1ot g0 10 106 10t 1072
high affinit low affinit;
g Y Ky (M) Y

FIGURA 4.15 — Constantes de dissociacao para diferentes proteinas-ligantes. Fonte:
NELSON, D. L. & COX, M. M, 200844,

A maioria dos anticorpos possui valores da Kp na faixa de umol L a
nmol L, sendo que anticorpos que possuem alta afinidade geralmente sédo
considerados na faixa de nmol L' a pmol L 144145 demonstrando que o anticorpo
anti-pA42 possui afinidade elevada pelo alvo fA42.

Stefanescu e colaboradores determinaram a afinidade do anticorpo
policlonal anti-BA42 interagindo com o peptideo BA16, e uma Kp na ordem de
nanomolar foi encontrada®®. Apesar dos pesquisadores analisarem a interacdo do
anticorpo anti-BA42 com outro alvo, o estudo fornece uma ideia, em termos de

comparacdo, da alta afinidade do par antigeno/anticorpo utilizado neste trabalho.
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4.4.2 Avaliacdo dos imunoensaios para quantificacdo da
pA42

Varias estratégias para deteccdo do peptideo fA42 foram utilizadas a
fim de encontrar uma faixa de trabalho suficientemente sensivel para ser aplicado em
amostras reais. Diferentes tipos de imunoensaios foram testados utilizando BA42 e

0s resultados estdo apresentados adiante.

4.2.2.1 Imunoensaio competitivo direto

Iniciaram-se os estudos por meio do imunoensaio competitivo direto,
uma vez que esse ensaio envolve apenas uma etapa de incubagdo com o marcador,
reduzindo o tempo de analise. Duas estratégias de desenvolvimento do imunossensor
foram estudadas. A primeira imobilizando o peptideo no eletrodo e incubando o
analito com as PMs modificadas com anticorpo e enzima (FIGURA 4.16a). Na
segunda, imobilizou-se o anticorpo sobre o eletrodo e as imunorreacdes competitivas
foram por meio das PMs decoradas com enzima e peptideo ¢ o analito “livre” em
solucdo (FIGURA 4.16h).
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FIGURA 4.16 - llustracdo do imunoensaio competitivo direto para a deteccdo da
BA42: a) estratégia de deteccao baseada na modificacdo dos eletrodos com o peptideo
BA42 e incubacdo de uma solucdo contendo o peptideo BA42 livre e as PMs
conjugadas com o anticorpo e marcador eletroquimico e b) estratégia de deteccéo
baseada na modificacdo dos eletrodos com anticorpos anti-fA42 e incubacgdo do
peptideo BA42 livre e conjugado nas PMs com o marcador eletroquimico.

Na FIGURA 4.164, os resultados para a deteccdo de concentracdes de
BA42 livre na faixa de 0 a 1000 pg mL™* sdo apresentadas. Observa-se que houve
uma peguena competicdo entre a BA42 imobilizada e 1000 pg mL™* de BA42 livre,
inibindo cerca de 20% do sinal em relagcdo ao branco (amperograma). No entanto,
para as concentracdes do biomarcador entre 10 e 100 pg mL™?, o sinal se manteve
praticamente constante. A diferenca significativa s6 é notada em concentracfes
superiores a 1000 pg mL™. Isso pode ter ocorrido devido ao grande nimero de
anticorpos imobilizados na superficie das PMs, e, consequentemente, um grande

numero de sitios de ligacdo disponiveis, fazendo com que o anticorpo nao fosse o
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reagente limitante da reacdo®, por isso, a competicdo s6 comegou a ocorrer em
concentracdes mais elevadas de BA42.

Uma alternativa para alcancar maior sensibilidade analitica na anélise
no biomarcador foi testada invertendo a imobilizacdo do antigeno e anticorpo. O
anticorpo anti-BA42 foi conjugado no eletrodo ¢ a fA42 nas PMs (FIGURA 4.16b).
Respostas das correntes transientes para uma faixa de concentragdo de 0 a 112 ng
mL* de BA42 foram obtidas. Nota-se uma diminuigdo da corrente de pico com uma
tendéncia logaritmica em concentragdes na ordem de ng mL™. Para as concentragdes
inferiores, nenhuma variagdo do sinal analitico foi observada, indicando que néo
houve competicdo entre os analitos. Esse efeito pode estar relacionado com o
tamanho das PMs utilizadas neste estudo. Como elas sdo demasiadamente grandes
(1 pm) comparadas ao peptideo, pode ocorrer um impedimento estérico de forma
gue a competicdo sé aconteca em concentracdes mais elevadas.

Pesquisas na area de neurologia demonstram niveis de fA42 no sangue
de pacientes com DA préximos a 10 pg mL1 147149 Nesse sentido, faz-se necessario
um metodo suficientemente sensivel para que a pA42 possa ser determinada no
plasma humano, e as estratégias avaliadas ndo alcancaram esse limite de
quantificagdo. Desta forma, optou-se por estudar o imunoensaio baseado na

competicéo indireta.

4.2.2.2 Imunoensaio competitivo indireto

O ensaio competitivo indireto foi realizado utilizando duas estratégias,
sendo em uma o anticorpo secundario conjugado nas PMs marcadas com HRP (IgG-
PM-HRP) e na outra o anticorpo secundario comercial j& marcado com a enzima
(IgG-HRP).
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Para o ensaio com as PMs, imobilizou-se o peptideo BA42 no eletrodo
e variou-se a concentracdo de BA42 livre durante a competicdo numa faixa de 0 a
236,8 pg mL*. As respostas de corrente transientes para diferentes concentragdes de

BA42 e a respectiva curva analitica estdo apresentados na FIGURA 4.17.
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FIGURA 4.17 - a) Respostas transientes de corrente para o0 branco e diferentes
concentracdes de BA42. Imunoensaio competitivo indireto com as PMs conjugadas
com os anticorpos de deteccédo e enzimas HRP. Vazéo de 100 pL min™, potencial de
-0,25 V e solugdo de deteccdo H,0, 0,2 mmol Lt e HQ 2,0 mmol L. b) Curva

analitica para o biomarcador A42 (n > 5).

Observa-se, na FIGURA 4.17a, uma inibicdo do sinal analitico
inversamente proporcional ao branco num intervalo de concentracao de BA42 de 0,87
a236,8 pg mL1. Esse comportamento indica que o imunoensaio competitivo indireto
€ mais sensivel para detectar o peptideo do que o competitivo direto.

A curva analitica obtida esta apresentada na FIGURA 4.17b, na qual o
valor do branco ja estd devidamente subtraido. As correntes de pico decresceram
linearmente com o logaritmo da concentracao de BA42 e a equacado da reta referente
a curva analitica foi igual a I (LA) = - 0,0083 (+0,0033) - 0,031 (+0,002) x log [BA42]
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(pg mL1), com coeficiente de correlacdo linear (r?) igual a 0,983 e sensibilidade
analitica de 0,031 pA mL pg? log [BA42]. A boa precisdo intra-dispositivo pode ser
observada pelas pequenas barras de erro em cada concentracédo de curva analitica. O
LD foi considerado como sendo o primeiro ponto da curva analitica, sendo este de
0,87 pg mL™.

Avaliou-se também a resposta do imunossensor para o anticorpo 1gG-
HRP como anticorpo de deteccdo. As mesmas condicdes do ensaio anterior foram
adotadas, substituindo as PMs pelo anticorpo secundario marcado. As respostas de
correntes transientes para diferentes concentracdes de BA42 e a respectiva curva

analitica estdo apresentados na FIGURA 4.18.
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FIGURA 4.18 - a) Respostas transientes de corrente para o0 branco e diferentes
concentragdes de PBA42. Imunoensaio competitivo indireto com anticorpo de
deteccdo conjugado com a enzima HRP. Vazdo de 100 pL min?, potencial de
-0,25 V e solucdo de deteccdo H,0, 0,2 mmol Lt e HQ 2,0 mmol L. b) Curva

analitica para o biomarcador fA42 (n > 5).

Na FIGURA 4.18a nota-se uma competicdo do anticorpo pelos

biomarcadores livres e imobilizados numa faixa de concentracdo de 1,8 a 499,2 pg
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mL. A curva analitica obtida esta apresentada na FIGURA 4.18b, na qual o valor
do branco ja esta devidamente subtraido. As correntes de pico decresceram
linearmente com o logaritmo da concentracdo de BA42 e a equacdo da reta obtida foi
| (MA) = - 0,052 (+0,008) - 0,072 (+0,004) x log [BA42] (pg mL?), com coeficiente
de correlacdo linear (r?) igual a 0,977 e sensibilidade analitica de 0,072 pA mL pg*
log [BA42]. O LD foi considerado como sendo o primeiro ponto da curva analitica,
sendo este de 1,8 pg mL™,

O uso do IgG-HRP como anticorpo de deteccdo ganha em sensibilidade
analitica quando comparado com o imunossensor com as PMs bioconjugadas,

conforme pode ser observado na FIGURA 4.19.
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FIGURA 4.19 — Comparacdo da sensibilidade analitica dos ensaios competitivo
indireto para a deteccdo do biomarcador pA42 usando na deteccdo a 1IgG-PM-HRP
(— com PM) ¢ IgG-HRP (— sem PM).

Esse resultado pode estar relacionado com o impedimento estérico
devido ao elevado tamanho das PMs, fazendo com que o bioconjugado se oriente de

tal modo que ndo se ligue ao anticorpo na superficie do transdutor>®*°!, Assim,
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pouco varia a quantidade de 1gG-PMs-HRP na superficie do eletrodo e uma menor
diferenca do sinal pode ser observada. Entretanto, quando comparado a precisao
intra-dispositivo, observa-se que os desvios padrdo com o uso do IgG-HRP séo
maiores que quando utilizado a IgG-PM-HRP, demonstrando que o uso das PMs
colabora para uma boa repetibilidade do imunossensor84859.152,

Nota-se que a faixa de trabalho para o ensaio competitivo ndo é tdo
ampla como um do tipo sanduiche (ver curva analitica para o biomarcador
ADAM10), possuindo um intervalo de trabalho com concentragdes mais elevadas e
estreita, caracteristico para esse tipo de imunoensaio’?.

Contudo, o imunoensaio competitivo indireto utilizando o IgG-HRP
como anticorpo de deteccdo foi escolhido para prosseguir os estudos de quantificacio
da BA42 nas amostras reais, uma vez que demostrou maior sensibilidade analitica

para a determinacdo do biomarcador.

4.4.3 Determinacgdo da fA42 em amostras de soro e liquor

Amostras de soro e liquor da coorte 2 foram estudadas, sendo elas 8
controles saudaveis, 7 com TNCL e 9 de pacientes com DA. Amostras de soro foram
analisadas sem prévia diluicdo, uma vez que os valores encontrados na literatura para
a BA42 em amostras de sangue'*’~149 estavam dentro do intervalo linear do método.

O ensaio competitivo indireto na determinagdo da BA42 em amostras de
soro foi aplicado e o resultado das correntes transientes resultantes estéo
apresentados na FIGURA 4.20.
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FIGURA 4.20 - Respostas transientes de corrente para o branco, padrdo BA42 e
amostras de paciente com DA e CT. Vazédo de 100 yuL min, potencial de -0,25 V e

solucdo de deteccdo H20, 0,2 mmol L e HQ 2,0 mmol L.

Observa-se que as correntes de pico referente as amostras foram
inferiores a maior concentracdo do padrdo do biomarcador, ficando fora da faixa
linear da curva analitica. Para investigar esse ocorrido, fez-se uma voltametria ciclica
das amostras/padréo/branco, nas mesmas condi¢Ges de ensaio, a fim de avaliar o
perfil voltamétrico de cada solucéo.

Os voltamogramas ciclicos referente a cada medida estdo demonstrados
na FIGURA 4.21. Na FIGURA 4.21a, tem-se 0s voltamogramas ciclicos para as
amostras de liquor e soro de pacientes com DA e das solug6es do branco e padréo
BA42. Observa-se que o perfil voltamétrico para a amostra de soro (linha vermelha)
possui um comportamento diferente das outras respostas, apresentando um pico de
reducdo em aproximadamente -0,1 V, com um leve ombro no potencial referente a
reducédo da benzoquinona (-0,25 V). Esse comportamento pode estar relacionado ao
efeito de matriz, uma vez que 0 soro € uma amostra bastante complexa e néo foi

previamente diluida, sugerindo um bloqueio na superficie do eletrodo e,
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consequentemente, o ndo reconhecimento do anticorpo de detec¢do. Além disso,
outras espécies podem ter sido adsorvidas na superficie do eletrodo durante a
incubacao da amostra, levando ao aparecimento de um novo pico catodico durante a
varredura. Esse efeito foi observado em diferentes amostras de soro, tanto para as
amostras de pacientes com DA quanto para os CT (FIGURA 4.21b). Isso explica as
menores correntes de pico obtidas nas medidas amperométricas das amostras reais

em comparacdo ao branco e o padréo do peptideo.
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FIGURA 4.21 - Voltamogramas ciclicos obtidos para a) branco, padrdo BA42 e
amostras de paciente com DA e CT e b) diferentes amostras de paciente com DA e
CT, injetando uma solucdo mista de H,O, 0,2 mmol L* e HQ 2,0 mmol L™
Parametros da VC: v=50 mV s?, AEs =2 mV.

Pérez-Grijalba et al. ja haviam demonstrado o efeito de matriz em
amostras de plasma para quantificacdo dos peptideos BA40 e BA42, no qual foi
possivel verificar que a deteccdo é prejudicada em amostras ndo diluidas quando
comparado ao plasma diluido'®. Observa-se que para a amostra de liquor (linha
preta, FIGURA 4.21a), hd uma corrente de pico para a reducao da benzoquinona bem

definida e no mesmo potencial de reducdo das medidas do branco e do padréo.
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Apesar do liquor ser uma amostra menos complexa que o sangue'®, ele também foi
previamente diluido para os ensaios, o que pode ter colaborado para o sucesso do
Imunoensaio competitivo.

Como néo foi possivel obter sinais analiticos quantificaveis para as
amostras de soro humano, prosseguiu-se os estudos de detec¢do do biomarcador
BA42 apenas nas amostras de liquor.

Amostras de liquor da coorte 2 foram diluidas 10 vezes em tampdo PBS
pH 7,4 para trazer as concentrac6es do peptideo na faixa sensivel do imunossensor.
A validacdo da precisdo analitica foi realizada por comparacdo dos resultados do
imunossensor com a plataforma Luminex®. Os niveis de BA42 encontrados pelos

dois métodos estdo apesentadas em conjunto para cada amostra na FIGURA 4.22.

a 12504 [ |Plataforma Luminex® b 12504 plataforma Luminex®
I Imunossensor [ Imunossensor
1000 1000+
TJ N
E 750 T 7504
g g
% 500 g 500
&) &
250- 250- {
0- 0 Y T T v T T
1 2 3 4 5 6
Amostra Amostra
c 1250

[ ] Plataforma Luminex®
Imunossensor
10004 -

Amostra

FIGURA 4.22 - Graficos de barra para niveis do biomarcador fA42 em amostra de
liguor humano analisados utilizando o imunoensaio proposto e uma plataforma

Luminex®. Resultados dos grupos a) controle, b) com TNCL e ¢) com DA.
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Ambas metodologias apresentaram concentracdes similares do
biomarcador para a maioria dos sujeitos avaliados, com algumas flutuagdes entre os
niveis da BA42 para algumas amostras. O teste t (p = 0,22) confirmou que ndo ha
diferenca significativa entre a média dos dois métodos.

Observa-se, na FIGURA 4.23, que ha uma diminuicdo da concentragéo
de BA42 em liquor de sujeitos doentes em comparacdo com 0s controles saudaveis.
Para os resultados obtidos com o imunossensor, entre o grupo CT e TNCL néo ha
diferenca estatistica entre as médias da concentracdo do biomarcador (teste t p =
0,26). Ja os niveis de fA42 no liquor de sujeitos saudaveis comparado aos com DA

sdo estatisticamente diferentes (teste t p = 0,0094).

1200
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0 T 1 1
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FIGURA 4.23 - Diagrama de caixas para os niveis de pA42 encontrados no liquor
humano dos sujeitos CT, com TNCL e DA, *p = 0,0094.

Para avaliar a precisdo do diagnostico, os dados dos niveis de pA42
obitdos foram analisados utilizando a curva ROC para o dispositivo microfluidico e
0 método comparativo, FIGURA 4.24. O grupo TNCL foi incluido no grupo doente
(doente = TNCL + DA).
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FIGURA 4.24 - Curvas ROC para deteccdo do biomarcador fA42. Respostas de
sujeitos controle vs. pacientes TNCL + DA.

A partir dos resultados obtidos com as mesmas amostras dos pacientes
CT e doentes, a AUC foi de 0,80 e 0,61 para 0 imunoensaio proposto e método
comparativo, respectivamente. O valor de AUC para o dispositivo é considerado
aceitavel**?, com boa capacidade em discriminar o grupo controle do doente. Ja o
método Luminex®, a AUC sugere que o teste de diagnéstico ndo tem capacidade
discriminatoria®®?.

Apesar das vantagens do uso da BA42 como biomarcador DA para
auxiliar no diagnostico da doenca, ainda existem alguns desafios na sua implantagéo,
como o estabelecimento de valores otimos de corte. Diferentes valores sao
encontrados na literatura®3:1>>1% isso ¢, em parte, devido a variabilidade dos valores
de AP42 obtidos em laboratérios clinicos com diferentes métodos®™’, além da

heterogeneidade da populacdo mundial.
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Avaliou-se a precisdo do método em diferenciar os sujeitos saudaveis
dos doentes seguindo o valor de corte encontrado por Forlenza e colaboradores®s!.
Os pesquisadores avaliaram amostras de liquor de uma coorte brasileira e o valor de
corte da BA42 que melhor discriminou os grupos foi < 416 pg mL™.

A FIGURA 4.25 apresenta o diagrama de pontos para os niveis de pA42
no liquor dos grupos CT e doentes. Para o valor de corte < 416 pg mL™, o dispositivo

distingue os grupos com 64% de sensibilidade e 88% de especificidade.

1000 —
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FIGURA 4.25 - Diagrama de pontos dos niveis do biomarcador pA42 para 0 grupo

controle vs. doentes, teste t p = 0,0061.

A sensibilidade do diagndstico pode ter sido limitada devido ao nimero
de amostras relativamente pequeno em comparag¢ao com aqueles usados em estudos
multicéntricos em grande escala. Ainda assim, o teste apresentou uma boa
especificidade em identificar os falsos positivos.

Os resultados obtidos para a deteccdo da BA42 com o dispositivo
proposto foram comparados com alguns trabalhos mais recentes encontrados na

literatura utilizando imunossensores eletroquimicos, conforme a TABELA 4.1.



TABELA 4.1 - Imunossensores eletroquimicos para detec¢do de Ap42

Titulo Deteccéo (ngrr?L'l) Amostra Referéncia
Comepetitive electrochemical
immunosensor for amyloid-beta 1-42 Voltametria de onde 100 N0 aplicado 99
detection based on gold nanostructurated quadrada P
Screen-Printed Carbon Electrodes
Comepetitive electrochemical
immunoassay for detection of 3-amyloid . * : e 100
(1-42) and total p-amyloid peptides using Amperometria 22,6 Liquor artificial
p-aminophenol redox cycling
Gelsolin bound B-amyloid peptides(1- . :
40/1-42): Electrochemical evaluation of Voltametria - Liquor t_emdos 101
: : . : . 126 cerebrais de
levels of soluble peptide associated with de pulso diferencial
LA ratos
Alzheimer's disease
Alzheimer’s disease: Development of a
sensitive label-free electrochemical Voltametria de onde ) 102
) X . 5,2 Na&o aplicado
immunosensor for detection of amyloid quadrada
beta peptide
Alzheimer's disease biomarkers detection
in human samples by efficient capturing Liguor
through porous magnetic microspheres Cronoamperometria 19 (Plasma e Soro 103
and labelling with electrocatalytic gold <LD)

nanoparticles
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Modified screen-printed electrode for
development of a highly sensitive label-

Espectroscopia de

froe | C impedancia 2.6 x 10%*  N&o aplicado 105
ree impedimetric immunosensor to detect .
: i eletroquimica
amyloid beta peptides
Electrochemical impedance spectroscopy Espectroscopia de
analysis of A-beta (1-42) peptide using a impedancia 1 Nao aplicado 106
nanostructured biochip eletroquimica
Redox probe-free readings of a p-
amyl_0|d—42 plastic antibody sensory Voltametria de onde 0.4 Soro artificial 158
material assembled on copper@carbon quadrada
nanotubes
An ultrasensitive electrochemical
aptasensor for early diagnosis of Voltametria 0.4 Liquor e soro 159
Alzheimer’s disease, using a fern leaves- de pulso diferencial ’ fortificados
like gold nanostructure
Liquor de
Este trabalho Amperometria 0,87 pacientes com

DA e saudaveis

*Valores foram expressos em pM e convertidos para pg mL™.
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Conforme pode ser observado na TABELA 4.1, muitos dos trabalhos
descritos na literatura ndo aplicaram os imunossensores em algum tipo de amostra.
Alguns deles determinaram o peptideo em amostras fortificadas ou de animais, sendo
que apenas De La Escosura-Mufiiz et al.'%® quantificaram a BA42 em liquor de
paciente doente. Entretanto, ndo foi encontrado, até o presente momento, nenhum
imunossensor eletroquimico aplicado na deteccdo do biomarcador para um ndmero
significativo de amostras, de modo a verificar a real precisdo do dispositivo em
detectar a DA e/ou diferenciar pacientes doentes dos saudaveis. Desta maneira, esse
é o primeiro dispositivo eletroquimico utilizado para diagndstico da DA por meio de
estudos dos niveis da BA42 em liquor de sujeitos saudaveis e doentes.

Desta maneira, os resultados demonstram a capacidade do dispositivo
ser aplicado na analise da DA, tanto no diagndstico precoce como na avaliacdo da
evolucdo (ou ndo) da doenca ou na resposta a um tratamento. O estudo com dois
biomarcadores pode aumentar ainda mais a precisdo do diagnostico da DA,
fornecendo uma simples e nova direcdo nos estudos com plataformas descartaveis

de baixo custo.
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5 CONCLUSAO

Um dispositivo microfluidico totalmente descartavel e de baixo custo
foi desenvolvido para deteccdo dos biomarcadores da DA em amostra de plasma e
liguor humano. A determinacdo da ADAM10 como biomarcador da DA utilizando
um imunossensor eletroquimico foi descrito pela primeira vez na literatura. O limite
de detegcdo obtido com o imunoensaio proposto (5,6 fg mL™?) foi cerca de cinco mil
vezes menor ao obtido com kit ELISA comercial (28 pg mL™* informado pelo
fabricante) utilizado como metodo comparativo. A capacidade de deteccdo de
concentragdes muito baixas do biomarcador em amostra de plasma sanguineo
oferece ao paciente um recurso minimamente invasivo devido ao baixo volume de
amostra necessario para fazer a medida. Como a amostra pode ser significativamente
diluida, contribui ainda para a eliminacdo de possiveis interferentes.

Atualmente, os biomarcadores classicos para o diagnostico da DA sdo
medidos em amostra de liquor do paciente. Para um diagnostico de rotina, esse
procedimento € inviavel, pois requer a puncdo lombar que € um procedimento
altamente invasivo. Como ndo ha biomarcadores sanguineos para o diagnostico da
DA, a utilizacgdo da ADAMI10 como possivel novo biomarcador torna-se
extremamente interessante.

O baixo custo de construcdo do imunossensor também foi um atrativo.
Cada dispositivo tem um custo em material de aproximadamente R$ 26,00. Como
cada dispositivo contem 8 eletrodos, cada medida teria um custo médio de ~R$ 3,30,
enguanto que um kit ELISA comercial tem custo de aproximadamente R$ 41,00 reais
por medida. Assim, a facilidade de fabricacdo aliado ao baixo custo tornam o
dispositivo viavel, podendo vir a ser utilizado em larga escala o que pode levar a uma

reducéo significativo dos custos de producéo.
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Os niveis de ADAM10 obtidos apresentaram valores significativamente
aumentados no plasma de pacientes com TNCL e AD em comparagdo com 0S
individuos cognitivamente saudaveis, tornando essa proteina um potencial
biomarcador para a DA. O imunoensaio proposto possibilitou ainda o diagnostico
precoce da DA, permitindo diferenciar as concentracfes da ADAM10 em pacientes
com TNCL dos controles saudaveis, além de distinguir os diferentes estagios da DA
com 6tima precisao.

Embora um numero limitado de amostras terem sido avaliadas, esse
estudo forneceu um método alternativo para avaliar o diagnostico e monitoramento
da DA. Novos estudos devem ser realizados com maior nimero de pacientes e incluir
outros tipos de deméncia, a fim de avaliar se os niveis plasméaticos de ADAM10
também estariam alterados ou se essas alteracOes seriam especificas para deméncia
devido a DA.

Para o biomarcador BA42, foi possivel calcular Ka e Kp para o par
antigeno-anticorpo, que forneceu uma ideia da sensibilidade do imunoensaio,
demonstrando que o anticorpo anti-BA42 possui alta afinidade pelo alvo pA42.

Apls estudar diferentes estratégias para 0 ensaio competitivo na
deteccdo da PA42, concluiu-se que o método competitivo indireto utilizando o
anticorpo secundario conjugado com a enzima HRP demostrou melhor desempenho
e sensibilidade analitica na determinacdo do peptideo, sendo entdo escolhido para a
guantificacdo em amostras reais.

Apesar da aplicabilidade do imunossensor para detectar a BA42 no soro
ter sido prejudicada devido ao efeito de matriz, foi possivel quantificar seus niveis
no liquor dos pacientes. As concentracbes encontradas foram estatisticamente

diferentes entre o grupo controle e doentes, com boa especificidade entre as amostras.
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Ambos imunossensores apresentaram resultados semelhantes aos
respectivos métodos comparativos, demostrando boa concordancia entre os valores
obtidos, sem diferenca significativa entre eles.

E por fim, a associa¢do dos biomarcadores, principalmente a ADAM10,
com o dispositivo microfluidico pode ser uma ferramenta confiavel para auxiliar no
diagndstico precoce e monitoramento da DA, trazendo novas alternativas para

melhorar a qualidade de vida dos pacientes.
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