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Resumo

“Biochip (1) e bouquet de 16 antigénios (2) para a deteg¢do
da doenca de Lyme aguda e crdnica”

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

A presenca de anticorpos contra Borrelia burgdorferi
f.1l. 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 Util no diagndéstico da doenca de Lyme
aguda e crénica, com a vantagem de se revelar um método
rdpido, simples, especifico, preciso e de baixo custo,

podendo ser aplicada na &rea clinica.



Descrigao

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

1 - Doen¢a de Lyme, uma doen¢a endémica

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

O numero de casos reportados de doenca de Lyme
aumentou desde os 1inicios dos anos 90, e a distribuicéao
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
milhdes 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 numero de casos mais do dJque
duplicou, o dque 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 erupc¢ido cutanea
caracteristica denominada por “erythema migrans’”. Quando
detetada a tempo, a infecdo e o0s sintomas podem ser
eliminados recorrendo-se a antibidéticos. Porém, se esta
doenca ndo for tratada, os sintomas podem afetar o sistema
nervoso central, o coracdo e as articulacdes, o dque se

torna muito dificil de tratar.




Ocasionalmente, os sintomas como a artrite persistem
apdés a infecdo ter sido eliminada, o gdque sugere dque a
Borrelia burgdorferi f.1. pode promover infec¢des crénicas e

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

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

doenga de Lyme

A Borrelia burgdorferi f.1. é uma bactéria pleomérfica
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 hd mais de um século, as bactérias
com parede celular deficiente (CWDB), onde se inclui a
Borrelia, sb foram ligadas clinicamente a doencas
relevantes durante as ultimas décadas. A falta de parede
neste tipo de Dbactérias faz com que estas sejam muito
dificeis de detetar segundo os métodos usuais de detecéo,
tais como o microscépio de luz e teste seroldgicos padriao,
isto porque este tipo de bactérias desencadeia uma resposta
imunolégica diferente do normal. Como resultado, as CWDB
provocam infeg¢des dificeis de diagnosticar e tratar,
permanecendo no corpo durante um longo periodo de tempo e
causando doencas crbnicas.

A existéncia de variantes pleomdérficas da espiroqueta
de Borrelia explica potencialmente, a habilidade que esta
bactéria possui para permanecer no hospedeiro como
adormecida, durante prolongados ©periodos de 1laténcia
clinica assintomatica. De acordo com os sintomas e duracéo
da doenca, existem 3 fases da doenca de Lyme:

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



2 - Infecgédo caracterizada pela inflamacéao de
diferentes 6rgaos, semanas ou até meses apds a transmissao
da Borrelia;

3 - 1Infecdo persistente, com inflamacdo crdénica de
diferentes 6rgdos e sistemas por mais de 1 ano.

A bactéria Borrelia burgdorferi f.1. foi implicada em
manifestacdes clinicas mais severas, tais como a
borreliosis neocortical (neuroborreliosis), a qual tem sido

associada & 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 & 1luz/som e um mal-estar geral, porém a
variedade de sintomas difere de paciente para paciente:
alguns ©pacientes apenas apresentam infecdes 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 diagnéstico que sao capazes de detetar a
doencga nas suas primeiras fases, quando esta é facilmente
tratada.

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

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

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



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

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

Os mesmos problemas de sensibilidade s&do encontrados
na avaliacdo do fluido cerebroespinal (CSF), onde os teste
serol6bgicos apenas detetam 10-30% dos pacientes com
neuroborreliosis.

Até a data, nido existe nenhuma ferramenta de
diagnéstico capaz de detetar com sensibilidade e
especificidade a resposta imunoldédgica desencadeada pelas
formas Borrelia burgdorferi .1, de parede celular
deficiente, as <quais sdo responsaveis pelos sintomas
crbnicos severos de borreliosis. Estas formas apresentam um
padrdo de expressdo Dproteico alterado, assim como
diferencas nos antigénios comparados com a forma
“parental”. Como resultado, estas formas ndo s&do 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 doen¢a 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 infegles por Borrelia
burgdorferi f.1l., que na primeira fase da doenca quer em
fases mais avancadas. Além disso, o uso de proteinas
recombinantes e antigénios sintéticos (tais como o
antigénio Arp e o antigénio DbpA) mostrou resultados
melhores e mais precisos em teste seroldégicos do que em

extratos bacterianos inteiros. A Ultima pesquisa nesta &area



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 combinagado
ainda n&do se encontra no mercado.

Baseando-nos nas necessidades do mercado, dois

principais requisitos sdo claramente identificéaveis:

1- Melhoramento da técnica de WB, a qual exige um
trabalho 1laboratorial intensivo, consome muito
tempo e é dificil de padronizar. Sendo assim, a
nova ferramenta deveria ser robusta, facil de usar
e permitir interpretacdes 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 o0s novos
antigénios que foram reportados na literatura nos
ultimos anos, mas gque ainda ndo alcangcaram o UsoO
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 YLIOPISTO (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, OspC, C2, C6, OspEl/2, OspA, DbpA, LFAl, Arp,
Babesia microti, péptidos Ehrlichia, espiroqueta Borrelia
burgdorferi B3l, cisto Borrelia burgdorferi B3l, 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 diagnéstico

do paciente. O mesmo grupo de antigénios pode ser utilizado



como um teste de ELISA, inovador pela composicdo e caracter

inventivo de pelo menos 2 dos 16 antigénios.

5 - Como interpretar os resultados fornecidos pelo Leitor

de quimio-luminescéncia

O Biochip, como j& foi referido, estd carregado com 16
antigénios especificos para os anticorpos da doenga de
Lyme. A amostra de soro do organismo supostamente infetado
é recolhida e carregada numa das cémaras do Biochip,
aguarda-se alguns minutos para que a amostra entre no
Biochip. De seguida, remove-se o excesso de amostra e
carrega-se a céamara com uma mistura de reagentes e tampdes
quimicos, processo que se repete duas vezes. Apds este
procedimento, o Biochip é inserido no Leitor de gquimio-
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 estéao
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
ligacdo se verificar no Biochip, o Leitor de quimio-
luminescéncia iréa excitar estes Quantum Dots que por sua
vez transmitirdo fluorescéncia, lendo-se este sinal como um
resultado positivo da presenca de infec¢do na amostra.

Ou seja, se for transmitida fluorescéncia significa
que houve a ligagdo anticorpo-antigénio, logo chega-se a
conclusdo que o paciente estid infetado com a bactéria
Borrelia burgdorferi f.1l. 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.




Descrigao 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 dete¢do 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, sdo 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 infec¢do crdénica provocada por
Borrelia burgdorferi f.1.;

- LFA1l (Lymphocyte Function Antigen-1) e Arp
(Arthritis-related proteins GST-like self-antigen), séo
antigénios de infe¢do autoimune provocada por Borrelia
burgdoferi;

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

- Borrelia burgdorferi B31 spirochete,
B.burgdorferi B3l cysts, Borrelia garinii and Borrelia
azfelii, utilizados como lisados celulares de controlo
positivo para a infecdo por Borrelia e para as suas

espécies mais préoximas.



Neste bouquet, 14 dos antigénios 3j& 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), selecionéamos
o plasmideo pBAD/His A para expressdo induzivel em E.Coli.
A proteina serid expressa como uma proteina de fusdo com uma
6-His-tag na posig¢do N-terminal. A 6-His-tag é pequena, nao
imunogénica e permitird a purificacdo através de ligacdo a
matrizes de metais idnicos.

Inicialmente o plasmideo de expressdao foi amplificado

e purificado

(Midiprep QIAfilter Plasmid Purification Kit

#12243) . Seqguidamente, 2 pug do plasmideo e todo o amplicon
de DbpA purificado foram digeridos com os enzimas de
restrigcdo Xhol e HindIII durante a noite a 37° C, seguindo

as condicdes 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
o XhoI (20 u/ul) 2 2
HindIII (20 u/ul) 2 2
Volume Final 50 100

plasmideo e a proteina sao

0,8%

(a 100 V durante

70 minutos)

e

purificados

corridos num gel de agarose a

com



QiAQuick Gel Extraction. O DbpA clivado é depois ligado ao
plasmideo de digestdo, num racio de 1:3, durante 3 horas a
temperatura ambiente, e 5 pl transformados em células E.
coli NEB 5-alpha (25 pl). A mistura de transformacdo (200
nl) 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¢dao (pl) plasmideo

reagao de ligagao de
inserg¢ao 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/pl)

Plasmideo de | 2 - -

insercdo (~25

ng/nl)

T4 ADN ligase |1l 1 -

(3U/ul, 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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Sdo obtidas 5 minipreps positivas digeridas, das quais
2 se seleciona para sequenciacdo. Apds confirmado que a
sequéncia corresponde exatamente ao gene DbpA (incluido o
His-tag), 200 ul de uma das <culturas positivas das
minipreps transformadas com TOP1l0, crescem em 200 ml de LB
(100 pg de ampicilina/ml) a 37°C durante a noite.
Seleciona-se TOP10 porque é 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 nl, ~100 ng) em células TOP10O (15 ul), 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 expressdao da proteina recombinante Arp (rArp),
é utilizada a proteina 6-His-tag com o mesmo plasmideo
utilizado na expressdo do DbpAR, plasmideo pRAD/His A
(Invitrogen) .

O plasmideo recombinante ¢é amplificado e purificado
como descrito na seccdo anterior para o DbpA, mas em vez de
HindIII usa-se ECoRI.

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

37°C, seguindo as condicdes da seguinte tabela:




1

Reagentes para a | Plasmideo Arp (ul)
digestdo com XhoI and | (pl)
EcoRI

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 wnul). A mistura de
transformacdo (200 pl) é colocada em placas Luria-Bertani
(LB), contendo estas placas 50 pg de ampicilina por ml, e

crescem durante a noite a 37°C.
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Reagentes Racio 1:3|Sem 0| Sem plasmideo de
para a reagdo | (pl) plasmideo insergao e
de ligagéao insergao (pl) |ligase (pl)
Agua 12.7 14.5 15.5
desionizada e

livre de

nucleases

Tampdo T4 |2 2 2

Ligase (10x)

Plasmideo de|2.5 2.5 2.5

ADN (~10

ng/ul)

Plasmideo de|1l.8 - -
insercdo (~25

ng/ul)

T4 ADN ligase |1l 1 -
(3U/11,
Promega,

#M1801)

Volume Final 20 20 20

Varias coldénias positivas sdo amplificadas em 2 ml de
LB (50 npg de ampicilina/ml), purificadas (Miniprep
QIAfilter Plasmid Purification Kit #37104), digeridas com
Xhol/EcoRI a 37°C durante a noite, e corridas em gel de
agarose (1%), para confirmar a presenca do gene Arp.

Duas colédénias positivas das minipreps sdo selecionadas
para sequenciacdo. Apdés confirmado que a sequéncia
corresponde exatamente ao gene Arp (incluido o His-tagqg),
200 pl de wuma das culturas positivas das minipreps
transformadas com TOP1l0, crescem em 200 ml de LB (100 ug de

ampicilina/ml) a 37°C durante a noite. A partir deste 200




13

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 nul), e cresce em placas
de LB (100 png/ml ampicillin) a 37°C durante a noite.

No fim, uma das coldbénias ¢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 imunocabsorvente 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.l. presentes numa amostra de
um organismo possivelmente infetado. O aperfeicoamento da
técnica de ELISA da presente invencdo reside na utilizacio
de um bouquet especificamente desenhado para a detecdo de
anticorpos contra Borrelia burgdorferi f.1l., que suprime as
reacdes de ligacdo nédo-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, wuma vez que 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 fungdes s&o integradas sem
conexbes 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 microfluidos e
uma elevada relagcdo de aspeto para permitir forcas

capilares fortes.

c) possuil estruturas denominadas bombas capilares que
permitem o transporte da amostra e dos reagentes até a
cédmara de detecdo. Esta estrutura tem uma taxa de fluxo na
ordem dos 0,4 uL/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 detecédo.

d) possui uma cémara de detecdo, na qual as
imunoglobulinas, do soro humano, contra os antigénios de
Borrelia sé&do capturadas pelos antigénios imobilizados, com
uma capacidade de imobilizacdo 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 confiéavel.

f) Procedimentos para a imobilizacdo dos antigénios na
cédmara de detecdo e o revestimento de gDots com anticorpos
contra soros humanos, para serem 1incorporados Como
reagentes para dentro do chip. A qualidade do revestimento
da superficie da cémara, e os gDots foram avaliados

utilizando técnicas do estado-da-arte.




15

g) integracdo de bombas e de vAlvulas no Biochip com
baixo custo, uma vez gque 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 reservatérios.

h) uma arquitetura aberta do design do Biochip, que

pode ser adaptado para outras aplicacdes e doencas.

4. Interpretagiao dos resultados do Biochip

Inicialmente recolhe-se uma amostra do paciente, que
est4d possivelmente infetado com a doengca 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 solucgdo 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 uL 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
solugdo de 1/10 de fqgDot525, e de 1/100 fgDot625 e deixa-se
na referida entrada durante 9 minutos. Novamente, remove-se
o0 excesso da solucdao anterior e volta-se a fazer uma
lavagem com 3 uL de uma solucdo de 0,1% de Tween 20/PBS.
Apbds realizado este procedimento o Biochip estd pronto para
ser lido num Leitor de quimio-luminescéncia apropriado.

Os gDots referidos acima sao fundamentais, pois sé&o
agentes reveladores gque permitirdo a identificacdo da
ligacdo entre o primeiro agente de ligag¢do da reagao (um
dos 16 antigénios fixados no Biochip) com 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 quando 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 nao houver esta ligag¢do, significa dque a
amostra do paciente ndo possui anticorpos contra a bactéria
Borrelia burgdorferi f.l. e o paciente ndo se encontra

infetado com a doenca de Lyme.

5. Quantum Dots, agentes reveladores

QuantumDots (gDots) ou nanocristais sdo um grupo
distinto de compostos fluorescentes que diferem dos
fluoréforos convencionais na medida em que tém
caracteristicas espectrais tunicas. O0Os seus ntcleos de
metais pesados sdo0 responsaveis por essas caracteristicas
espectrais originais e séao compostos por material
semicondutor, seleneto de cddmio (CdSe) ou fosfeto de indio
e gélio (InGaP) . Os nucleos possuem normalmente
propriedades tecnoldédgicas de revestimento que permite a sua
conjugacdo 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 conjugacdo com outras
biomoléculas, tais como anticorpos e proteinas.
Estes nanocristais s&do ajustédveis 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 emisséo
muito estreitos, tém foto-estabilidade excecional, séo
fdceis de usar, e podem ser usados numa infinidade de

aplicagdes. O uso destes nanocristais em aplicacdes
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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 aplicacdes,
tais como citometria de fluxo, imuno-histoquimica ou no
nosso caso, como moléculas de deteccdo para oOs SOros
humanos.

No caso desta invencdo, foram escolhidos os gDots 525
e o0os gDhots 625. O numero 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 emissdo a
525 nm (gDots 525) e 625 nm (gDots 625). Ambos os dDots
serdao conjugados com 0s nossos segundos agentes de ligacao
(IgG ou IgM) formando o complexo segundo agente de ligagédo-
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 seréao
excitados ao comprimento de onda referido acima, e
transmitiréo fluorescéncia, acusando um diagnéstico

positivo para a doenca de Lyme.
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REIVINDICAGOES

1. Sistema para detetar e monitorizar a presenga de anticorpos
associados a diferentes estidgios da doenga de Lyme, presentes em

amostras bioldgicas, compreendendo
— um bouquet de antigénios;

— um biochip;

- um leitor ético de biochip; e
caracterizado pelo facto de

os anticorpos presentes nas amostras bioldgicas serem detetados
especificamente para autoimunidade e coinfecc¢do aguda, crénica,
relacionada com a doenga de Lyme, o bouquet de antigénios
compreendendo dezasseis antigénios, em particular IgG e IgM,
lisados celulares de E. coli, OspC, OspA, DbpA e Arp, OspEl/2,
LFAl, Arp, péptidos de Babesia microti e Ehrlichia, espiroquetas
de Borrelia burgdorferi B31, cistos de Borrelia burgdorferi B31,

Borrelia garinii e Borrelia azfelii;
e em que

o referido biochip compreende um primeiro reservatdédrio (1)
adequado para conter amostras biolégicas, um segundo
reservatdério (2) para o tampdo de lavagem, um terceiro
reservatdédrio (3) para os quantum dots, uma 4&rea de detecdo e
campo de visdo (4) compreendendo vadlvulas, cdmaras de reagdo e
cémaras de anédlise em que as cédmaras de reagdo e andlise
apresentam revestimentos de antigénios, com pelo menos uma
primeira bomba (5), uma segunda bomba (6) e nove canais

microfluidicos (7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 14 e 15).

2. Sistema de acordo com a reivindicag¢do 1, caracterizado por as

amostras bioldégicas serem soro ou fluido cerebrospinal.



3. Sistema de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por o

tampdo de lavagem ser solucdo 0,1% Tween 20/PBS.

4. Sistema de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por os
quantum dots fluorescerem entre 400 e 900 nm, preferencialmente
entre 500 e 700 nm, e mais preferencialmente a 525 nm e 625 nm,

e serem conjugados com anticorpos anti-IgG ou anti-IgM humanos.

5. Sistema de acordo <com as reivindicagdes anteriores,
caracterizado por a area de trabalho e campo de visdo (42) do
biochip medir até 1 mm de comprimento e até 1 mm de largura,
preferencialmente 350 pm de largura, e compreender pelo menos

dezasseis cdmaras de reacdo e andlise.

6. Sistema de acordo <com as reivindicag¢des anteriores,
caracterizado por cada cédmara de reacado e andlise compreendida
na &rea de detegdo e campo de visdo (42) ter até 50 pum de

comprimento, até 50 pm de largura e até 15 pm de profundidade.

7. Sistema de acordo com as reivindica¢des anteriores,
caracterizado por o biochip compreender bombas fluidicas
capilares (43) e (44) com uma taxa de fluxo de pelo menos 0,2
RL/minuto, preferencialmente com uma taxa de fluxo de 0,4

RL/minuto.

8. Sistema de acordo <com as reivindicag¢des anteriores,
caracterizado pelo facto de o leitor 6tico do biochip compreender
um detetor de fluorescéncia contendo uma estrutura interna que
compreende uma fonte de luz, de preferéncia LED, uma camara, um

tubo de lente, sistema de iluminacdo K&hler, um sistema de foco



automdtico, uma estrutura mecédnica e um posicionador de objetivo

fixo.

9. Sistema de acordo com a reivindicag¢do 8, caracterizado pelo
facto de o leitor ético do biochip conter ainda uma estrutura
intermedidria que compreende protegdes leves, uma estrutura de
alojamento, um painel de encaixe, um reforcgador, um
compartimento de computador e uma estrutura externa que
compreende o invdélucro principal, um ecra tétil, orificios de
ventilagdo e uma porta de acesso, onde o detetor de fluorescéncia
é desenhado especificamente para usar marcadores fluorescentes
de quantum dot e é especificamente adaptado para ser acoplado
opticamente e alinhado com um sistema de insercdo e remocgao de
biochip através de um sistema de fixagdo e o sistema de foco
automdtico possui um campo de visdo de detecdo de até 1 mm de
comprimento, preferencialmente 480 pm, e até 1 mm de largura, de
preferéncia 480 pm, e que o campo de visdo de detegdo compreende
o campo de detegdo do biochip (4) com tolerdncia de cerca de 65

pm no eixo X e Y para precisdo de posicionamento.

10. Sistema, de acordo com a reivindicagdo 9, caracterizado pelo
facto de o sistema de fixagdo do leitor &ético do biochip
compreender trés pontos de contacto de referéncia com travdes
mecdnicos (16) com posicdo ajustavel e dois impulsores (34) que
empurram o biochip contra esses travdes, em que, além dos grampos
X, Y, dois grampos eldsticos mantém o biochip em posigdo ao longo
do eixo Z e as molas de retorno (l17) puxam os impulsores para

trds para permitir a insercdo e remocdo do biochip.

11. Sistema, de acordo com a reivindicagdo 9, caracterizado pelo
facto o sistema de insercdo e remocgdo do leitor ético do biochip

compreender uma pecga de material de ag¢o inoxidavel magnético e



um mecanismo de direcionamento com dois carrinhos de
direcionamento (18) por carril, onde na posigdo fechada a gaveta
é bloqueada por um eletroiman (19) em que o contacto entre a
gaveta e o eletroiman garante um alinhamento perfeito do eixo X
entre o detetor e o biochip, mantendo o detetor isolado da luz
e, na posigdo aberta, a gaveta € Dbloqueada com dois imanes
permanentes (20) para manté-lo em posig¢do durante o carregamento

do biochip.

12. Método de utilizacgdo do sistema para detetar e monitorizar
a presenga de anticorpos associados a doenga de Lyme, em amostras
bioldégicas, definido nas reivindicagdes 1 a 11, caracterizado

pelos seguintes passos:
a) execugdo de um algoritmo no leitor oético;

b) adigdo de 3 pl de uma solugdo filtrada e diluida (1:200) da
amostra bioldgica em 0,1% Tween 20/PBS durante até 9 minutos a

cémara respetiva;
c) lavagem com 3 pl da solugdo filtrada de 0,1% de Tween 20/PBS;

d) adigdo de 3 pl de uma solugdo diluida (1:10) de quantum dot
525 e uma solugdo diluida (1:100) de quantum dot 625 por até 9

minutos;

e) uma segunda lavagem com 3 pl da solugdo filtrada de 0,1% de

Tween 20/PBS;

f) inserg¢do do biochip na gaveta do leitor ético;

g) insercdo de informacdo disponivel da interface web; e
h) pressionar o botdo de inicio;

i) em que o dispositivo coloca o biochip num sistema de foco
automdtico durante até 2 minutos, opcionalmente aguarda pelo fim
da migragdo, realiza a andlise de imagem durante até 2 minutos,

armazena e exibe os resultados na pagina web em até 5 segundos.



13. Método de acordo com a reivindicagdo 12, caracterizado por
as amostras bioldégicas serem preferencialmente soro ou fluido

cerebrospinal.

14. Método de utilizagcdo do sistema definido nas reivindicacgdes
1 a 11, de acordo com as reivindicacgdes 12 a 13, caracterizado
pelo facto de o biochip ser inserido e removido através de um
sistema de fixacdo que compreende trés pontos de contacto de
referéncia com travdes mecanicos (16) de posicdo ajustavel e
dois impulsores (34), que empurram o biochip contra os travdes
em que, adicionalmente aos grampos X e Y, dois grampos eldsticos
sustentam o biochip em posigdo ao longo do eixo Z e as molas de
retorno (35) puxam os impulsores para trds para permitir a

insergdo e remocgao do biochip.

15. Método de utilizacdo do sistema definido nas reivindicacgdes
1 a 11, de acordo com as reivindicagdes 12 a 14, caracterizado
pelo facto de o sistema de fixagdo ser parte de um sistema de
gaveta compreendendo uma pec¢a de material de ag¢o inoxidavel
magnético e um mecanismo de guia com dois carrinhos de
direcionamento (18) por carril, onde a posigdo fechada da gaveta
é bloqueada por um eletroiman (19), e o contacto entre a gaveta
e o eletroiman garante um alinhamento perfeito do eixo X entre
o detetor de fluorescéncia e o biochip, mantendo o detetor de
fluorescéncia isolado da luz e, na posicdo aberta, a gaveta é
bloqueada com dois imanes permanentes (20) para manté-lo em

posigdo durante o carregamento do biochip.

16. Método de utilizagdo do sistema definido nas reivindicagodes
1 a 11, de acordo com as reivindicagdes 12 a 15, caracterizado
pelo facto de o sistema de foco automdtico compreender um suporte

de translagdo do eixo Z com uma mesa guiada por rolamento de



esferas motorizada por um servo motor DC escovado e opera através

trés etapas:

a) varre uma grande gama de distédncias entre o biochip e a
objetiva, na ordem de 1lmm, com grandes etapas de movimento na
ordem de 50um, entre cada captura de imagem, em que o movimento
do eixo Z é continuo e as imagens sdo tiradas em tempo real e a

distédncia em que a imagem é a mais nitida é registada;

b) digitaliza com precisdo, com pequenos movimentos da ordem de
alguns micrémetros, preferencialmente entre 5 e 50um, o
intervalo de distédncia determinado pelo primeiro passo para
encontrar a distédncia de foco, o eixo Z se move e, em seguida,
uma imagem é adquirida quando o eixo Z é parado e, assim que
toda a segunda etapa do varrimento é varrida, o eixo Z volta a

posigdo correspondente a imagem mais nitida; e

c) desce o eixo Z por uma disténcia correspondente a profundidade
dos canais microfluidicos do biochip, preferencialmente entre 15
e 20 um e desce o0 eixo Z em até 10 um para compensar a diferenca
ética entre o filtro de campo brilhante e os filtros de

fluorescéncia.

17. Método de utilizacdo do sistema definido nas reivindicacgdes
1 a 11, de acordo com as reivindicagdes 12 a 16, caracterizado
pelo facto de o algoritmo extrair a localizagdo exata das
diferentes cémaras de reacdo na imagem nitida recolhida e

produzir um relatdrio, compreendendo:
a) reduzir para uma imagem de menor resolugao;

b) transformagdo da imagem do dominio temporal para dominio de

frequéncia, usando a transformada de Fourier;

c) correlacdo da imagem de frequéncia com a mesma através da

auto—correlacao;



d) inversdao da transformada de Fourier da imagem auto-

correlacionada;
e) mapeamento da “imagem de Fourier inversa” no dominio de pixel;

f) célculo da média e desvio padrdo das intensidades de pixel da

imagem original de menor resolucgao;

g) cdlculo do fator de correlacdao entre a imagem original, como

média e desvio padrdo, e pixels da "imagem de Fourier inversa";

h) cdlculo da pontuacgdo com base no fator de correlacgcdo minimo

da etapa anterior;

i) procura do campo de visdo, sua posicdo e orientacdo através
da correspondéncia de padrdes, em que os padrdes sdo criados
desenhando cerca de 16 regides de interesse alinhadas com o
padrdo, sendo essas cerca de 16 regides correspondentes as areas
em que os dados sao usados para fornecer resultados dos testes

de diagnéstico; e

j) o algoritmo de correspondéncia de padrdes ser usado com O

padrdo armazenado na etapa anterior;

em que o novo algoritmo de andlise de imagem funciona em 4 etapas
consecutivas, ou seja, determinagdao do melhor tempo de exposigado
da cémara, determinacdo de residuos e sua remocdo, determinacéao
da fluorescéncia de fundo e andlise de camaras de reacdo sem

residuos e fluorescéncia de fundo.

18. Método de utilizacadao do sistema definido nas reivindicacdes
1 a 11, de acordo com as reivindicag¢des 12 a 17, caracterizado
pelo facto de compreender a execucdo de um algoritmo customizado

no leitor oético e:

a) adicdo de 3 pl de uma solugdo filtrada e diluida (1:200) da
amostra bioldgica em 0,1% Tween 20/PBS durante até 9 minutos a

cémara respetiva;



b) lavagem com 3 pl da solugdo filtrada de 0,1% de Tween 20/PBS;

c) adigdo de 3 pl de uma solugdo diluida (1:10) de quantum dot
525 e uma solugdo diluida (1:100) de quantum dot 625 durante até

9 minutos;

d) uma segunda lavagem com 3 pl da solugdo filtrada de 0,1% de

Tween 20/PBS;

e) insercdo do biochip na gaveta do leitor &ético;

f) insercdo de informagao disponivel da interface web; e
g) pressionar o botdo de inicio;

h) em que o dispositivo coloca o biochip num sistema de foco
automdtico durante até 2 minutos, opcionalmente aguarda pelo fim
da migracgdo, realiza a andlise de imagem durante até 2 minutos,

armazena e exibe os resultados na padgina web em até 5 segundos.

Lisboa, 29 de julho de 2020
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Figura 2. ~ Representacdo esquematica do Biochip.

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