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Objetivos

Desenvolver um biossensor colorimétrico
vestivel baseado na adaptacdo da técnica
lateral flow para a analise de biomarcadores
proteicos em suor.

Métodos e Procedimentos

O dispositivo microfluidico para coleta e analise
de suor foi preparado com adesivos dupla face
(ARcare® 90106) cortados a laser de CO:
(Cortadora KW 600, KAWAI) em dois tamanhos
(40 e 50 mm de didametro) com entradas de suor
de 2 mm, e com pardmetros otimizados
(Velocidade - 95 mm/s; Power - 20% e Corner
Power — 14%). Em uma face do adesivo foram
coladas as membranas do teste lateral flow - de
conjugacdo (similar a fibra de vidro), de
deteccao (nitrocelulose) e de absorcéo, também
cortadas a laser — sendo estas recobertas por
uma camada de plastico filme (Figura 1).

Para otimizar o design do dispositivo, foram
realizados testes in vitro, adicionando 10 pL de
agua em cada entrada de amostra para medir o
tempo de deslocamento do liquido pelo teste e
otimizar a quantidade de entradas.
Para avaliar a concentracéo ideal de anticorpo
(Ab) para conjugacdo com AuNPs, foi realizada
uma titulacdo com diferentes concentragfes do
anticorpo em PBS 1x. Apos isso, foi adicionado
NaCl (agua ultrapura, 1 mol/L) para, através da
agregacdo das AuNPs, verificar se estas
estavam completamente revestidas com os Abs,
por meio da mudanca de coloragéo?.

Figura 1: Dispositivo lateral flow vestivel feito a partir
do adesivo ARcare® 90106 e plastico filme.
O protocolo geral otimizado de conjugacéo
AuUNP-Ab envolve a centrifugacdo de 1 mL de
AUNPs por 15 minutos (9.000 rpm), seguida da
ressuspensdo em tampdo de conjugacao,
bloqueio com BSA 1%, ressuspensdo em de
tampéo de lavagem e em tampao de conjugado.
O lateral flow foi otimizado com diferentes pares
antigeno-Ab nos tipos sanduiche e competitivo,
através da modificacdo das membranas de
conjugados e teste?. Na primeira, aplicou-se 30
ML da solugdo de AuNP-Ab. Na segunda, foi
adicionado 1 yL de antigeno (1 g/L) para o teste
do tipo competitivo e 1 uL de Ab (1 g/L) para o
teste do tipo sanduiche. Por fim, foi adicionado
10 uL de amostra em cada entrada e, ao
controle, foi adicionado uma solugao de 10 uL
de tampdo de corrida.

Resultados

Ao aderirmos os dispositivos em substratos
flexiveis, estes ndo mostraram vazamentos,
além de continuarem firmemente aderidos apés
a movimentacao desta por cerca de 5 minutos,
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sendo que os dispositivos de 50 mm de didametro
continuaram aderidos por toda a sua extensao.
Na otimizacdo do design, observou-se que
dispositivos com mais entradas foram mais
eficientes, levando tempos mais curtos para o
liguido percorrer o teste. Isso € comprovado
guantitativamente pela Figura 2, que demonstra
gue o tempo para o liquido percorrer o teste é
menor no dispositivo de 5 entradas.
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Figura 2: Comparacgéo entre os dispositivos de 1 a 5
entradas de amostra nos testes in vitro.

Na titulacdo, os resultados demonstraram que a
concentracdo minima de anticorpo necessaria
para o conjugado ndo agregar é de 10* g/mL.
O protocolo de conjugacdo eletrostética foi
otimizado ajustando a composi¢ao dos tampdes
e os parametros de centrifugacdo. O protocolo
de conjugacdo 3 foi o mais bem-sucedido
(Tabela 1), sem apresentar perda de coloragéo
ou AuNPs, e com o conjugado migrando no
papel mesmo apds secagem.

Tabela 1: Condi¢des usadas em cada uma das
conjugac¢tes AuNP + Anti-BSA.

Condicées Conjugacéo 1 (A) Conjugacédo 2 (B) Conjugagéo 3 (C)

Concentracao Baixa Alta (1/5 e 1/10 do Alta (= 1/11 do
AuNP (1/2 do volume) volume) volume)
Parametros 30 minutos 30 minutos 15 minutos
centrifugacéo (10000 rpm) (10000 rpm) (9000 rpm)

Caseina 1%/Sem

Bloqueio Sem blogueio Sem blogueio

bloqueio

Diversos testes lateral flow foram realizados
utilizando pares de anticorpo-antigeno distintos,
incluindo o par da proteina S do SARS-CoV-2 e
da clusterina. A partir disso, o lateral flow foi
otimizado no que tange ao volume de
conjugados e ao tipo de teste - sanduiche ou
competitivo. Nesse sentido, o teste com maior
sucesso foi 0 realizado a clusterina, sendo do
tipo competitivo, conforme previsto pela
literatura®, e com a adi¢do de 10 uL da solugdo

de conjugados na membrana de amostra
(Figura 3). O teste com a proteina S do SARS-
CoV-2 falhou, provavelmente, devido a sua
desnaturacéo por estar armazenada ha longos
periodos.
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Figura 3: Teste lateral flow otimizado do tipo
competitivo. A esquerda, teste com adigéo do
antigeno (+) e a direita, teste sem a presenca de
antigeno.

Conclusoes

Os resultados indicam que o dispositivo
microfluidico com adesivo dupla-face € uma
alternativa simples e barata a litografia macia,
com boa eficiéncia em testes in vitro. Ademais,
o0 dispositivo integrado ao lateral flow se
apresenta como um potencial biossensor
colorimétrico vestivel para andlise rapida e de
baixo custo de biomarcadores proteicos no suor.
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