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Resumo

“Biochip (1) e bouquet de 16 antigénios (2) para a detegdo
da doenca de Lyme aguda e crénica’”

A presente invencdc relaciona-se com um ensaio imuno-
detetéavel, semelhante a um Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA), para a detecdo de anticorpos contra Borrelia
burgdorferi f.1. (bactéria responsavel pelos sintomas da
doenca de Lyme), numa amostra recolhida de um paciente. O
ensalo desta invencdo ¢é mals especifico, mais sensivel e
mais preciso que as técnicas ELISA conhecidas, permitindo
uma melhor identificacéo dos referidos anticorpos
originados na reacdo imunoldgica do organismo infetado,
devido aos 16 antigénios selecionados e que podem também
ser fixados num Biochip.

A presenca de anticorpos contra Borrelia burgdorferi
f.1. capturados no Biochip, também pode ser detetada com
Quantum Dots, dque reconhecerdo o complexo antigénio-
anticorpo e permitirdo a observacdo de fluorescéncia no
Biochip.

A presente invencdo é Gtil no diagnédéstico da doenca de Lyme
aguda e crbénica, com a vantagem de se revelar um método
répido, simples, especifico, preciso e de baixo custo,

podendo ser aplicada na &rea c¢linica.



Descrigao

“Biochip e bouquet de 16 antigénios para a detegdo da
doeng¢a de Lyme aguda e crénica”

1 - Doenga de Lyme, uma doenga endémica

A doenca de Lyme é uma doenga endémica, provocada pela
bactéria Borrelia burgdorferi f.1., que afeta 63 paises a
volta do mundo, incluindo os 27 estados membros da Unido
Europeia. O Escritério Regional ©para a Europa da
Organizag¢do Mundial de Satde (WHO) estima que atualmente
surgem 85,000 novos casos de doenga de Lyme na Europa
(avaliando dados nacionais), porém teme-se que este numero
seja largamente maior, uma vez que na Europa o0sS casos
reportados s&do altamente inconsistentes e muitas infecdes
por parte desta doenca ndo sédo diagnosticadas corretamente.

O numero de casos reportados de doenca de Lyme
aumentou desde os 1inicios dos anos 90, e a distribuicgio
geografica expandiu-se devido as alteragdes do clima
{Lindgren, E. and Jaenson, Thomas G.T., 2006). No ano de
1993, estimou-se que esta doenca tinha um custo de 660
milhSes de euros para a sociedade, sendo o custo por
paciente de cerca de 40,750€ (Irwin T. Vanderhoof, PhD, CLU
et al., 1993). Desde entdo o nuUmero de casos mais do dque
duplicou, o que fez com que o custo para a sociedade
aumenta-se para mais de mil milhdes euros.

Os primeiros sintomas da doenca de Lyme incluem febre,
dor de cabeca, fadiga, depressdo e por uma erupcdo cuténea
caracteristica denominada por “erythema migrans”. Quando
detetada a tempo, a infecdo e os sintomas podem ser
eliminados recorrendo-se a antibidticos. Porém, se esta
doenca ndo for tratada, os sintomas podem afetar o sistema
nervoso central, o coracdo e as articulacdes, o gue se

torna muito dificil de tratar.




Ocasionalmente, os sintomas como a artrite persistem
apdés a infecdo ter sido eliminada, © gue sugere due a
Borrelia burgdorferi f.1. pode promover infeg¢des crdnicas e

infecdo-induzida autoimune (Steer et. al,2004).

2 -~ Borrelia burgdorferi f.1l., bactéria causadora da

doenga de Lyme

A Borrelia burgdorferi f.1. & uma bactéria pleomdrfica
com um ciclo de vida complexo que engloba uma multitude de
formas, incluindo a forma de saca-rolhas (denominada
parental, pois é a forma que esta bactéria possui quando
infeta o hospedeiro), a forma de cistos (sem parede
celular), entre outas formas.

Embora conhecidas hé mais de um século, as bactérias
com parede celular deficiente (CWDB), onde se inclui a
Borrelia, s foram ligadas clinicamente a doencgas
relevantes durante as Ultimas décadas. A falta de parede
neste tipo de bactérias faz com que estas sejam muito
dificeis de detetar segundo os métodos usuais de detecédo,
tais como o microscodpio de luz e teste seroldgicos padrio,
isto porque este tipo de bactérias desencadeia uma resposta
imunolégica diferente do normal. Como resultado, as CWDB
provocam infecbes dificeis de diagnosticar e tratar,
permanecendo no corpo durante um longo periodo de tempo e
causando doengas croénicas.

A existéncia de variantes pleombérficas da espiroqueta
de Borrelia explica potencialmente, a habilidade que esta
bactéria possui para permanecer no hospedeiro como
adormecida, durante prolongados ©periodos de laténcia
clinica assintomatica. De acordo com os sintomas e duracédo
da doenca, existem 3 fases da doenca de Lyme:

1 - Infecdo localizada da pele (“erythema migrans”);



2 - Infecéo caracterizada pela inflamacéao de
diferentes 6rgdos, semanas ou até meses apds a transmissdo
da Borrelia;

3 -~ Infecdo persistente, com inflamag¢do crdénica de
diferentes 6rgdos e sistemas por mais de 1 ano.

A bactéria Borrelia burgdorferi f.1. fol implicada em
manifestagdes clinicas mais severas, tais como a
borreliosis neocortical {neurcborreliosis), a gqual tem sido

associada a doenca de Alzheimer.

3 - Métodos de diagnéstico da doenga de Lyme

Os sintomas comuns provocados pela doenca de Lyme séo
sintomas semelhantes a uma gripe, dores de cabeca, dores
nas articulacdes, problemas gastrointestinais,
sensibilidade & luz/som e um mal-estar geral, porém a
variedade de sintomas difere de paciente para paciente:
alguns pacientes apenas apresentam infeces na pele
enquanto outros apenas desenvolvem sintomas tardios, como a
artrite.

Como apenas 60% dos pacientes desenvolvem
caracteristicas de “erythema migrans” e cerca de 25-30% dos
pacientes se lembra de ter sido picado, os restantes 10-15%
dos pacientes sé sdo confirmados por testes laboratoriais.
Os sintomas da fase tardia desta doenca sdo consequéncia,
em parte, da falta de sensibilidade e eficiéncia das
ferramentas de diagnbéstico que sdo capazes de detetar a
doenca nas suas primeiras fases, quando esta é facilmente
tratada.

O Centro de Controlo de Doencas (CDC) dos Estados
Unidos da América propde um critério de diagnbdéstico em dois
niveis, para o diagndéstico seroldégico da doenca de Lyme:

- Um primeiro nivel onde se realiza um ensaio
imunoldégico positivo (ELISA), seguido de um segundo nivel

onde se realiza um Western Blot (WB) para confirmar os



resultados do ensaio imunolégico (ELISA). Ambos os ensailos
possuem falta de sensibilidade e a interpretacdo do WB
varia de laboratério para laboratédrio.

Esta estratégia falha o diagndéstico da primeira fase
da doenca em 80% dos casos (Wilske, Bettina (2005)), e nado
distingue entre infecdo aguda ou crénica.

Os mesmos problemas de sensibilidade sdo encontrados
na avaliacdo do fluido cerebroespinal (CSF), onde os teste
serolbgicos apenas detetam 10-30% dos pacientes com
neuroborreliosis.

Até a data, ndo existe nenhuma ferramenta de
diagnéstico capaz de detetar com sensibilidade e
especificidade a resposta imunoldgica desencadeada pelas
formas Borrelia burgdorferi f.1,. de parede celular
deficiente, as quals s&o responsaveis pelos sintomas
crénicos severos de borreliosis. Estas formas apresentam um
padréao de expressdo proteico alterado, assim como
diferencas nos antigénios comparados com a forma
“parental”. Como resultado, estas formas ndo sdoc detetadas
com os correntes métodos comerciais baseados nos antigénios
contidos nos lisados celulares totais da forma “parental”

da Borrelia burgdorferi f.1..

4 - Métodos de diagnéstico da doenga de Lyme desenhado
pela STAB VIDA.

Nos Ultimos anos foram descritos, em artigos
cientificos e médicos, novos péptidos e proteinas
antigénicas para a detegdo de infegbes por Borrelia
burgdorferi f.1., gque na primeira fase da doenca gquer em
fases mais avancadas. Além disso, o uso de proteinas
recombinantes e antigénios sintéticos (Etais como o
antigénio Arp e o antigénio DbpA) mostrou resultados
melhores e mais precisos em teste seroldgicos do que em

extratos bacterianos inteiros. A Ultima pesquisa nesta &rea



aponta para uma combinacdo de antigénios num Unico ensaio,
como sendo a melhor maneira de combater os problemas dos
testes atuais. Porém, um ensaio que integre esta combinacgédo
ainda ndo se encontra no mercado.

Baseando-nos nas necessidades do mercado, dois

principais requisitos sdo claramente identificéaveis:

1- Melhoramento da técnica de WB, a dqual exige um
trabalho laboratorial intensivo, consome muito
tempo e é dificil de padronizar. Sendo assim, a
nova ferramenta deveria ser robusta, fécil de usar
e permitir interpretacgdes inequivocas dos
resultados dos testes.

2- Evitar a necessidade de dois testes, para tornar o
diagnéstico seguro, e permitir que as infecdes
cronicas sejam detetadas, incluindo o0os novos
antigénios que foram reportados na literatura nos
ultimos anos, mas que ainda ndo alcancaram o uso
clinico.

Com estas premissas em mente, um consdércio das PME
APPLIED RESEARCH USING OMIC SCIENCES SL (AROMICS), B-C-A
BORRELIOSE CENTRUM AUGSBURG BETRIEBS GMBH
& CO KG (BCA), microLIQUID sl (MLD) , STAB VIDA,
INVESTIGACAO E SERVICOS EM CIENCIAS
BIOLOGICAS LDA. (STAB VIDA), MICRO BIO DEVICES S.R.L (MICRO

BIO), JYVASKYLAN YLIQPISTO (JYU), SERVILOG SA (WOW),
desenvolveu uma ferramenta robusta, especifica e de alta
sensibilidade. Esta ferramenta consiste num Biochip, onde
estdo incorporados 16 antigénios especificos (IgG, IgM, E.
coli lysate, 0OspC, C2, C6, OspEl/2, OspA, DbpA, LFAl, Arp,
Babesia microti, péptidos FEhrlichia, espiroqueta Borrelia
burgdorferi B31, cisto Borrelia burgdorferi B31l, Borrelia
garinii, Borrelia azfelii) para os anticorpos da doenga
Lyme. Este Biochip depois de carregado com amostras de soro
do paciente, e apds alguns procedimentos é colocado num
Leitor de quimio-luminescéncia, que iré dar o diagnbstico

do paciente. 0 mesmo grupo de antigénios pode ser utilizado



como um teste de ELISA, inovador pela composicgdo e caréacter

inventivo de pelo menos 2 dos 16 antigénios.

5 - Como interpretar os resultados fornecidos pelo Leitor

de quimio-luminescéncia

0 Biochip, como j& foi referido, estd carregado com 16
antigénios especificos para os anticorpos da doenca de
Lyme. A amostra de soro do organismo supostamente infetado
& recolhida e carregada numa das cémaras do Biochip,
aguarda-se alguns minutos para dgque a amostra entre no
Biochip. De seguida, remove-se o0 excesso de amostra e
carrega-se a camara com uma mistura de reagentes e tampdes
quimicos, processo que se repete duas vezes. Apds este
procedimento, o Biochip é inserido no Leitor de quimio-
luminescéncia (inventado pelos autores desta patente), que
possui um software facil de utilizar.

Os anticorpos de segunda ligacdo, que reconhecem os
anticorpos IgG e IgM aprisionados pelos antigénios estéo
ligados a Quantum Dots e quando um anticorpo da amostra se
liga a um antigénio fica-se, com uma ligacdo anticorpo-
antigénio-anticorpo secundario-Quantum Dots. Assim, se esta
ligagédo se verificar mno Biochip, o Leitor de quimio-
luminescéncia irad excitar estes Quantum Dots dque por sua
vez transmitirdo fluorescéncia, lendo-se este sinal como um
resultado positivo da presenca de infecdo na amostra.

Ou seja, se for transmitida fluorescéncia significa
que houve a 1ligagdo anticorpo-antigénio, logo chega-se a
conclusdo que o paciente estd infetado com a Dbactéria
Borrelia burgdorferi f.1. e desenvolveu sintomas de doenca
de Lyme. Se ndo for transmitida fluorescéncia significa que
a ligacdo anticorpo-antigénio ndo ocorreu, logo o paciente

ndo desenvolveu a doenca de Lyme.




Descrig¢dao detalhada da invengdo

1. Bouquet de 16 antigénios

Foi concebido um conjunto inovador de antigénios, a
que chamamos um novo bouquet de 16 antigénios, especificos
no todo ou em parte para a detegdo da doenga de Lyme, sendo
eles os seguintes:

- IgG e IgM, ambos utilizados como controlo
positivo da reacdo imunoldgica;

- Lisados celulares de E. Coli, utilizados como
controlo negativo para infecdo de Borrelia burgdorferi
f.1.;

- OspC (Outer Surface Protein C), C2 19-mer
(DAASVNGIAKGIKGIVDAA) e Cé 25-mer
(MKKDDQIAAAMVLRGMAKDGQFALK) todos juntos, s&o antigénios de
infecdo aguda provocada por Borrelia burgdorferi f.1.;

- OspEl/2 (Outer Surface Protein E1/2) juntos,
OspA (Outer Surface Protein A) e DbpA (Decorin binding
protein A), sdo antigénios de infecdo crénica provocada por
Borrelia burgdorferi f.1.;

- LFAl (Lymphocyte Function Antigen-1l) e Arp
(Arthritis-related proteins GST-like self-antigen), sé&o
antigénios de infecdo autoimune provocada por Borrelia
burgdoferi;

- Péptidos de Babesia microti (com a sequéncia
IVEFNAIFSNIDLNNSSTVKNEIIK) e Ehrlichia (com a sequéncia
SAVSNRKLPLGGVIMALVAAVAPIHSALLA), provenientes de
coinfeccdes;

- Borrelia burgdorferi B31 spirochete,
B.burgdorferi B31 cysts, Borrelia garinii and Borrelia
azfelii, wutilizados como lisados celulares de controlo
positivo para a infecdo por Borrelia e para as suas

espécies mais préximas.



Neste bouquet, 14 dos antigénios Ja& tinham sido
descobertos e 2 antigénios foram descobertos e produzidos
especificamente para este bouquet de detecdo da doenca de

Lyme, sendo eles os antigénios DbpA e Arp.

1.1. Clonagem do antigénio Decorin binding protein A

(DbpA)

Para expressar o antigénio DbpA (rDbpA), selecionémos
o plasmideo pBAD/His A para expressdo induzivel em E.Coli.
A proteina seréd expressa como uma proteina de fusdo com uma
6-His-tag na posig¢do N-terminal. A 6-His-tag é pequena, nio
imunogénica e permitird a purificacdo através de ligacdo a
matrizes de metais idnicos.

Inicialmente o plasmideo de expressdo foi amplificado
e purificado (Midiprep QIAfilter Plasmid Purification Kit
#12243) . Seguidamente, 2 ug do plasmideo e todo o amplicon
de DbpA purificado foram digeridos com os enzimas de
restricdo Xhol e HindIII durante a noite a 37° C, seguindo

as condic¢des da tabela abaixo descrita:

Digestio com Xhol e | Plasmideo DbpA (pl)
HindIII (nl)
Agua desionizada e | 25,5 35

livre de nucleases

ADN template 15 50
NEB 2 buffer (10x) 5 10
BSA (100x) 0,5 1
2
2

Xhol (20 u/ul) 2
HindIII (20 u/ul) 2
Volume Final 50 100

plasmideo e a proteina sdo corridos num gel de agarose a

0,8% (a 100 V durante 70 minutos) e purificados com



Q0iAQuick Gel Extraction. O DbpA clivado é depcis ligado ao
plasmideo de digestdo, num racio de 1:3, durante 3 horas a
temperatura ambiente, e 5 ul transformados em células E,
coli NEB 5-alpha (25 pl). A mistura de transformacdo (200
ul) é colocada em placas Luria-Bertani (LB), contendo estas
placas 50 pg de ampicilina por ml, e crescem durante a

noite a 37°C.

Reagentes Racio 1:3|Sem o plasmideo | Sem

utilizados na | (pl) inserg¢ao (pl) plasmideo

reagao de ligagdo de
insergao e
ADN ligase
(nl)

Agua desionizada e |5 7 8

livre de nucleases

Tampdo T4 Ligase |2 2 2

(10x)

Plasmideo de ADN|10 10 10

(~10 ng/ul)

Plasmideo de | 2 - -

insercédo (~25

ng/ul)

T4 ADN ligase |1 1 -

(3U0/u1, Promega,

#M1801)

Volume Final 20 20 20

Varias coldénias positivas sdo amplificadas em 2 ml de
LB (50 pg de ampicilina/ml), purificadas (Miniprep
QIAfilter Plasmid Purification Kit #37104), digeridas com
Xhol/HindIII a 37°C durante 2 horas, e corridas em gel de

agarose (1%), para confirmar a presenca do gene DbpA.
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S&o obtidas 5 minipreps positivas digeridas, das quais
2 se seleciona para sequenciacdo. Apbds confirmado que a
sequéncia corresponde exatamente ao gene DbpA (incluido o
His~tag), 200 pl de wuma das culturas positivas das
minipreps transformadas com TOPl0, crescem em 200 ml de LB
(100 pg de ampicilina/ml) a 37°C durante a noite.
Seleciona-se TOP10 porque & uma estirpe de recA/endA, capaz
de transporter L-arabinose, mas ndo a metaboliza. Estes 200
ml de cultura, o ADN de DbpA construido sdo purificados com
Qiafilter Plasmid Midi kit (Qiagen #12243, transformado
(2.8 pl, ~100 ng) em células TOP10 (15 pl), e cresce-se em
placas de LB (100 pg/ml ampicillin) a 37°C durante a noite.

No fim, uma das coldénias é novamente repicada para

gerar stocks em glicerina e para expressar rDbpA.

1.2. Clonagem do antigénio Arthritis-related proteins
GST-like self-antigen (Arp)

Para a expressdo da proteina recombinante Arp (rArp),
é utilizada a proteina 6-His-tag com o mesmo plasmideo
utilizado na expressdo do DbpA, plasmideo pBAD/His A
(Invitrogen) .

0 plasmideo recombinante é amplificado e purificado
como descrito na seccédo anterior para o DbpA, mas em vez de
HindIII usa-se EcoRI.

1 png de plasmideo e todo o gene Arp amplificado e
purificado sdo digeridos com Xhol e EcoRI durante 3 horas a

37°C, seguindo as condigdes da seguinte tabela:
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Reagentes para a | Plasmideo Arp (ul)
digestio com XholI and| (pl)
EcoR1

Agua desionizada e | 40 11.5

livre de nucleases

ADN template 1.5 30
NEB 4 buffer (10x) 5 5
BSA (100x) 0.5 0.5
XhoI (20 u/ul) 1.5 1.5
EcoRI (20 u/ul) 1.5 1.5
Volume Final 50 50

O plasmideo e a proteina sdo corridos num gel de
agarose a 0,8% (a 100 V durante 70 minutos) e purificados
com QiAQuick Gel Extraction. O Arp clivado é depois ligado
ao plasmideo de digestdo, num racio de 1:3, durante 75
minutos a temperatura ambiente, e 5 ul transformados em
células E. coli NEB b5-alpha (25 ul). A mistura de
transformacdo (200 ul) é colocada em placas Luria-Bertani
(LB), contendo estas placas 50 ug de ampicilina por ml, e

crescem durante a noite a 37°C.
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Reagentes Racio 1: Sem o | Sem plasmideo de
para a reacgdo | (pul) plasmideo insercao e ADN
de ligacgdo insergao (ul) | ligase (pl)

Agua 12.7 14.5 15.5

desionizada e

livre de

nucleases

Tampao T4 |2 2 2

Ligase (10x)

Plasmideo de|2.5 2.5 2.5

ADN (~10

ng/ul)

Plasmideo de|1.8 - -

insercdao (~25

ng/ul)

T4 ADN ligase |1l 1 -

(3U0/nul,

Promega,

#M1801)

Volume Final |20 20 20

Varias coldénias positivas sdo amplificadas em 2 ml de

LB (50 ng

de
QIAfilter Plasmid Purification Kit #37104),
Xhol/EcoRI a 37°C durante a noite,

ampicilina/ml),

purificadas

(Miniprep

digeridas com

e corridas em gel de

agarose (1%), para confirmar a presenca do gene Arp.

Duas coldénias positivas das minipreps sédo selecionadas

para

corresponde exatamente ao gene Arp

200 ul de

transformadas com TOP10,

ampicilina/ml)

uma

sequenciacéo.

a 37°C durante a noite.

das

Apébs

culturas

confirmado

que

positivas

a sequéncia

(incluido o His-tag),

das minipreps

crescem em 200 ml de LB (100 ug de
A partir deste 200
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ml de cultura, o ADN de Arp construido é purificado com
Qiafilter Plasmid Midi kit (Qiagen #12243, transformado (1
ul, ~100 ng) em células TOP10 (15 pl), e cresce em placas
de LB (100 pg/ml ampicillin) a 37°C durante a noite.

No fim, uma das coldénias ¢é novamente repicada para

gerar stocks em glicerina e para expressar rArpn.

2. A utilizagdo do conjunto inovador de antigénios num

novo teste de ELISA

Um ensaio imuncabsorvente ligado a enzima competitivo
(ELISA) para a detecdo de anticorpos ja& é conhecido. A
nossa técnica assemelha-se a um teste de ELISA porém é mais
inovador, mais sensivel, mais especifico e mais preciso do
que as técnicas conhecidas de ELISA. O teste inovador
semelhante a um teste de ELISA da presente invencdo ¢é
particularmente adequado para a deteccdo de anticorpos
contra Borrelia burgdorferi f.1l. presentes numa amostra de
um organismo possivelmente infetado. O aperfeicoamento da
técnica de ELISA da presente invencdo reside na utilizacdo
de um bouquet especificamente desenhado para a detecdo de
anticorpos contra Borrelia burgdorferi f.l., que suprime as
reacdes de ligagdo ndo-especificas entre o analito e o
primeiro agente de ligacdo da reacdo. Além disso, o teste
ELISA foi melhorado utilizando-se a técnica de remocdo de
possiveis contaminantes, uma vez gque sdo utilizados

antigénios alvo altamente especificos.

3. Biochip

O Biochip contém o bouquet de antigénios (descritos no
ponto 1, e representado pela figura 1 do caderno de
desenhos) em cémaras microfluidicas, e foi construido da

seguinte forma:
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a) no Biochip todas as funcbes s&do integradas sem
conexdes externas (reservatdérios de entrada, valvulas

misturadoras, &area de detecdo e bombas de fluidos);

b) o Biochip (representado na figura 2 do caderno de
desenhos) possui as propriedades desejadas de suavidade da
parede e humidade da estrutura de canais de micrcfluidos e
uma elevada relagdo de aspeto para permitir forcas

capilares fortes.

c) possui estruturas denominadas bombas capilares que
permitem o transporte da amostra e dos reagentes até a
camara de detecdo. Esta estrutura tem uma taxa de fluxo na
ordem dos 0,4 pL/min, permitindo um tempo de teste inferior
a 20 minutos, e é capaz de bombear todo o volume de teste

da amostra através da cémara de detecdo.

d) possui uma camara de detecdo, na qual as
imunoglobulinas, do soro humano, contra os antigénios de
Borrelia sé&o capturadas pelos antigénios imobilizados, com
uma capacidade de imobilizacgdo superior a 1000 moléculas de
proteina. As cédmaras sdo desenhadas para serem compativeis
com um Leitor de quimio-luminescéncia especifico e incluem

as estruturas requeridas de direcionamento de ondas.

e) a abordagem da producdo de um novo Biochip de baixo

custo, altamente reprodutivel e confidvel.

f) Procedimentos para a imobilizac¢do dos antigénios na
cédmara de detecdo e o revestimento de gDots com anticorpos
contra soros humanos, para serem incorporados  como
reagentes para dentro do chip. A qualidade do revestimento
da superficie da cédmara, e os gDots foram avaliados

utilizando técnicas do estado-da-arte.
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g) integracdo de bombas e de valvulas no Biochip com
baixo custo, uma vez que nao sao necessarios atuadores
externos. Este é um projeto muito simples, que compreende o
bombeamento, valvulas, canais microfluidicos (cuja altura
estd demonstrada na figura 3 presente no caderno de

desenhos), e reservatédrios.

h) uma arquitetura aberta do design do Biochip, dque

pode ser adaptado para outras aplicacdes e doencgas.

4. Interpretagdo dos resultados do Biochip

Inicialmente recolhe-se uma amostra do paciente, que
estd possivelmente infetado com a doenca de Lyme. Esta
amostra pode ser fluidica (urina, sangue total, soro,
plasma, fluido cérebroespinal, suor, saliva) ou tecidular
(lisados de tecidos). Adiciona-se 3 uL da solugdo filtrada
e diluida (1/200) da amostra em 0,1% de Tween 20/PBS e
deixa-se na entrada apropriada do Biochip durante 9
minutos. Seguidamente remove-se o excesso de amostra e
lava-se a respetiva entrada com 3 ulL de uma solucgdo
filtrada de 0,1% de Tween 20/PBS. Volta-se a remover o
excesso da solucdo anterior e adiciona-se 3 uL de uma
solucdo de 1/10 de fqDot525, e de 1/100 fgDot625 e deixa-se
na referida entrada durante 9 minutos. Novamente, remove-se
o excesso da solucdo anterior e volta-se a fazer uma
lavagem com 3 UL de uma solucdo de 0,1% de Tween 20/PBS.
Apbs realizado este procedimento o Biochip estd pronto para
ser lido num Leitor de gquimio-luminescéncia apropriado.

Os gDots referidos acima s&do fundamentais, pois séao
agentes reveladores gque permitirdo a identificacdo da
ligagdo entre o primeiro agente de ligacdo da reacdo (um
dos 16 antigénios fixados no Biochip) <c¢om o analito

(amostra) e por sua vez com o segundo agente de ligacdo da
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reacdo (anticorpo IgG ou IgM). Se houver a ligacdo entre o
primeiro agente de ligacdo de reacdo, o analito e o segundo
agente de ligacdo da reacdo gquando o Bichip for 1lido no
Leitor de quimio-luminescéncia apropriado ird ser emitida
fluorescéncia, indicando que os teste foi positivo para a
doenca de Lyme e o paciente estd infetado com a bactéria
Borrelia. Se ndo houver esta 1ligacdo, significa que a
amostra do paciente ndo possui anticorpos contra a bactéria
Borrelia burgdorferi f.l1. e o paciente ndo se encontra

infetado com a doenca de Lyme.

5. Quantum Dots, agentes reveladores

QuantumbDots (gDots) ou nanocristais sdo um grupo
distinto de compostos fluorescentes que diferem dos
fluordforos convencionais na medida em que tém
caracteristicas espectrais Unicas. O0s seus nucleos de
metais pesados sdo responsdvels por essas caracteristicas
espectrais originais e sao compostos por material
semicondutor, seleneto de céadmio (CdSe) ou fosfeto de indio
e gélio (InGaP) . Os nucleos possuem normalmente
propriedades tecnoldgicas de revestimento que permite a sua
conjugagdo com varias biomoléculas, incluindo anticorpos,
proteinas e ©péptidos. Este revestimento ¢é também um
polimero anfifilico, que proporciona uma superficie soluvel
em Agua dque pode modificar a conjugagcdo com outras
biomoléculas, tais Como anticorpos e proteinas.
Estes nanocristais sdo ajustéveis em tamanho (2-50 nm),
normalmente de 10-20 nm, possuem forma esférica, é esta
forma esférica que permite que os gDots sejam ajustados
para um comprimento de onda de emissdo especifico. Os gDots
sdo intrinsecamente brilhantes, tém espectros de emissédo
muito estreitos, tém foto-estabilidade excecional, sio
fadceis de usar, e podem ser usados numa infinidade de

aplicacdes. 0O uso destes nanocristais em aplicacgdes
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biomédicas estd apenas a emergir e a ganhar popularidade.
Devido as suas caracteristicas espectrais fundamentais os
gDots tém alto desempenho numa variedade de aplicacgdes,
tais como citometria de fluxo, imuno-histoquimica ou no
nosso caso, como moléculas de detecgcdo para o0S S0Oros
humanos.

No caso desta invencgdo, foram escolhidos os gDots 525
e os gDots 625. O numerc a frente de gDots corresponde ao
pico de emissdo do referido gDot, no nosso casso os gDots
escolhidos para esta invencdo irdo ter picos de emissédo a
525 nm (gDots 525) e 625 nm (gDots 625). Ambos os gDots
serdo conjugados com 0s nossos segundos agentes de ligacdo
{IgG ou IgM) formando o complexo segundoc agente de ligacgéo-
gDot. Este complexo por sua vez ir-se-&4 ligar ao complexo
primeiro agente de ligacdo-analito (soro humano), no caso
do soro possuir anticorpos contra Borrelia burgdorferi
f.1.. Se o complexo primeiro agente de ligacdo-analito-
segundo agente de ligacdo-gDot quando o Biochip for
colocado no Leitor de quimio-luminescéncia os gDots seréo
excitados ao comprimento de onda referido acima, e
transmitirdo fluorescéncia, acusando um diagnéstico

positivo para a doenca de Lyme.




18

Bibliografia

Lyme borreliosis in Europe: influences of climate and
climate change, epidemiology, ecology and adaptation
measures. Elisabet Lindgren and Thomas G.T. Jaenson.
World Health Organization Regional Office for Europe
2006
. Irwin T. Vanderhoof, PhD, CLU et al. (1993) Lyme
Disease: The cost to society. Contingencies,
Jan./Feb., p. 42-48
. The emergence of Lyme Disease. Steere et al., The
Journal of Clinical Investigation, 2004.

. Wilske, Bettina (2005)'Epidemioclogy and diagnosis of
Lyme borreliosis', Annals of Medicine.

. http://www.cdc.gov/ncidod/dvbid/lyme/1ld humandisease d
iagnosis.html

2013-07-24




e Nl e
Redwiandicasdes

Ay
WAL

N
Yy RPN
3 L T

SN
REEEI R

« : .
R SR Sy A A e
B O N SR GO AN SRR

X
Faok
RuUNs ey
O R Nt R
~ 2 x4 N
3 AT Sy O
i3 RN RERE R
A
L
R
Tt
R
."\
PR
AN R
SRR R A
S N NN W{ ey
RS i LRE
RS SR T I S A s
&

Survadioss
P N R SRS




N

e

SR Y Y
SRR NN AA

Sl Y e
DR W SRR TR S

cpaveed @ g
ELSHRRNEANGS \Ex oS N

ST

N

W

2

3 ; 3 . .
Vi SOy T T S T
AT ARE Iy QG AE
B R AP (S O
TR LRE e SRR R R R TR on
b
RN
%
R N FORIAN o
Py o SNy oy
SO S SilaRA Ll S ee

Taaen

SR

. N
SRRy S

SR R
X

B e T

wiaves
FECSIUE NI K

VR

Yoot

NN A
LR

oY
SR

R Sy
N P
ST A RJCTANE

X 1
S W

Y $raen o ae o5

t
SARATSE A




-

Jae

RSO

A
SR PR R
AN AR

N
ot SR w R

NN
> N
Runadinis, &
S

3y
B30 2 "\-‘
R

AR
S
N '{‘

AN
eI
R

Ay

N

By

Py

oY

RS

SR e S
RS R RERAR S \»\‘

fo
AN

WY Ry
SEAENRm J8Y

AT ¥ g R ~\
\L\ ha : SRR

& Ay =

KA

oy e
3

5%
oy

&
LBHTO
3 ¥ R RS

ARRERNE

Famyam O
RESRIRARS AR

OIS

ARV

S R
<\\- AR SN 10

RGN

o e
SR TR

RRRAE RS

N
N
SRRl

Sk
\.\ ESSRR




S
REBSNERERE

.
CRRgE

L
S

TN
‘\\‘ Sl

B 3 3
. g + e
TS YT Y By S Yoy
LIWR N donde & PR SRR

3
SRR RS

asdey
T N g YT
R RERR N A AR

SRR

N T
R RGN W tERe

Ny v
e AR

¥
yoed

Sy \.-. R \\~ i
SR N e

o “\ < .\\ ~ :§ ‘_\\ Yy N
e LR \‘-«\ B g AREARAE L

N

F Ao o

T~ %
REV XER

SRy A
AR ESREE SR

NI . 3
R s oy T
e AR RN

v TR AT Y S
AR 1 SR RN

vyt
& Nt &

B N =

A

N redoy

2 T
e \.\:- .\ B AN

y
WY




N
c st e

&

SRR ER AN e

N
3 LAY AN
e DR R e RRERG N E ¢

3
1
ReXy

Iy
A LA

N 3 X
S sann o votvinglomg
SRRTRRRARR Nl W S|V IR SO

Ry o - )
Faoy

QAALERS

N ~3 S e
STEN N YUY
e PRI o & WG RR e e

iy
RER RS &

E sy

R RE e

SAX




3
$ ey
3 R

N
ARY

SR A N
RS

N i
RIS IeS
RS ER IR

a8 ANy
JEWNY

R T
AR IR

Wi S
AN N

\\\ iy
R R S

¢
N
AN

R RO R

s
SRR

BN R
RER ARSI

v N
SHETARA ‘3 3

FANTY o R

e
\: RN \\

SR
A TR AR

e R e A R
SRS R QAo RIS TR RRE

R
TR W .k PRRRNS

e artrs
RRCIREREE RS 90

ATy
PRI \

S R A
AR RIAER

PR AR

VIR
EORN

RN

e BN LA NIV AN R
QI SRR A,.é & a3 SalaTs




e iy

3
)

ey Ly
FRES

£k

SRR

e
FOSi SR

Ny

N Y
AR N,




Caderno de desenhos

Figura 1. — Representacdo esquemdtica dos antigénios no

Biochip
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Figura 2. ~ Representacdo esquemadtica do Biochip.

Figura 3. - Representacdo esquemdtica da altura dos canais
que constituem o Biochip.
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