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RESUMO

O SARS-CoV-2, identificado em 2020, foi responsavel por promover um cenario
de pandemia. O virus pertence a familia Coronaviridae e é responsavel por
causar, em casos graves, a Sindrome Respiratéria Aguda Grave. O diagnostico
da doenga Covid-19 é realizado por amostras de swabs nasofaringeos ou
sangue usando testes de RT-PCR ou testes imunoldgicos, que s&o invasivos, de
alto custo e demandam méao de obra qualificada para execucgado. Considerando
o contexto, a combinacdo de espectroscopia ATR-FTIR e classificacdo de
aprendizado de maquina em amostras de saliva conjugada a plataforma de
amostra de larga escala pode fornecer uma ferramenta de triagem alternativa
para Covid-19. O presente trabalho objetivou selecionar o melhor material a ser
utilizado para a confecgéo da plataforma de amostra bem como avaliou a saliva
de individuos Covid-19 (n: 100) e ndo Covid-19 (n:100) usando a técnica de ATR-
FTIR acoplado a um dispositivo de alto rendimento e ferramenta de aprendizado
de maquina. A analise PCA-LDA dos espectros salivares apresentou uma
sensibilidade de 78%, especificidade de 76% e acuracia de 77% entre pacientes
nao Covid-19 e Covid-19. Resumidamente, os dados obtidos permitiram a
selecdo de um material adequado para a confecg¢ao de plataforma de amostra e
as analises espectrais destacam o potencial das plataformas ATR-FTIR
acopladas a um dispositivo de alto rendimento como uma ferramenta
sustentavel, livre de reagentes e ndo invasiva para rastrear pacientes com Covid-
19.

Palavras-Chave: Covid-19, SARS-CoV-2, ATR-FTIR, diagndstico salivar.



ABSTRACT

SARS-CoV-2, identified in 2020, was responsible to promote a pandemic
scenario. The virus belongs to the Coronaviridae family and is responsible for
causing, in severe cases, Severe Acute Respiratory Syndrome. The diagnosis of
Covid-19 disease is performed by sampling nasopharyngeal swabs or invasive
blood from RT-PCR or immunological tests, which are of personalized use and
require technical work for execution. Considering the context, ATR-FTIR
spectroscopy and machine learning classification on saliva platform coupled with
large-scale sample may provide an alternative screening tool for Covid-19. The
work aimed to select the best material to be used to make the sample platform
well presented as a Covid-19 (n: 100) and not Covid-19 (n: 100) using an ATR-
FTIR technique coupled to a device performance and machine learning tool.
PCA-LDA analysis of salivary spectra showed a sensitivity of 78%, specificity of
76% and accuracy of 77% between non-Covid-19 and Covid-19 patients. Briefly,
the data obtained allowed a selection of a suitable material for the making of a
sample platform and how of the possible ATR-FTIR platforms coupled to a high-
performance device as a sustainable, reagent-free and non-invasive tool for

Covid patients. -19.

Keywords: Covid-19, SARS-CoV-2, ATR-FTIR, salivary diagnosis.
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1- INTRODUGAO

Em dezembro de 2019 a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) recebeu
notificacdo sobre uma doenca que apresentava sintomas respiratérios
relacionada a presenga do virus Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) na cidade de Wuhan na China. Em 11 de margo
de 2020 o mundo ja havia notificado 118.000 casos e 4.291 6bitos e entdo a
OMS declarou Covid-19 como pandemia (WHO, 2020). A doenga causada pelo
SARS-CoV-2 foi posteriormente chamada de Covid-19. O SARS-CoV-2 é um
virus envelopado, possui RNA de fita positiva e pertence a familia Coronaviridae
(KAHN e McINTOSH, 2005; BOOPATHI; POMA; KOLANDAVEL, 2020).

O SARS-CoV-2 em alguns meses foi espalhado para todos os continentes,
promovendo um cenario de pandemia que gerou uma for¢ca tarefa dos
profissionais envolvidos na area da saude visando mapear todas as
manifestagdes clinicas, epidemiologia, forma de transmissdo e contagio, bem
como a patogénese da enfermidade, em busca de controlar e/ou minimizar o
avanco desta doenca infecciosa (TEODOSIO; LEANDRO, 2020).

O sequenciamento do RNA viral permitiu a implementacdo de testes
utilizados no diagndstico da nova doencga, porém os testes padroes apresentam
diversas barreiras para o uso generalizado e entre elas destaca-se o valor
aquisitivo alto de tais tecnologias, metodologias laborosas que demandam méo
de obra altamente qualificada, longo tempo para execucédo e dificuldade para
obtencdo de amostra (KRUTTGEN, 2021). Nesse cendrio fez-se necessario o
estudo de novas técnicas, rapidas, seguras e eficientes para o diagndstico e que
pudessem ser facilmente replicadas, tornando acessivel o diagndstico precoce

dessa patologia que tomou de assalto a humanidade.

1.1-SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2, causador da doenca Covid-19, € envelopado e pertence a

grande familia Coronaviridae, que inclui diversos virus presentes em animais. O
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contagio humano de um virus dessa familia foi relatado pela primeira vez em
1960, onde observou-se que virus responsaveis pelo desenvolvimento de
bronquite infecciosa, hepatite de camundongo e gastroenterite transmissivel de
suinos possuiam morfologia similar quando vistos sob microscopia eletrénica
(KAHN e McINTOSH, 2005).

A partir de testes laboratoriais foi possivel demonstrar que SARS-CoV-2 tem
uma origem provavel em morcegos do género Rhinolophus e € similar a outras
cepas de coronavirus que também causam doencas em humanos, a SARS-CoV-
1 e MERS-CoV (BENVENUTO et al, 2020).

O SARS-CoV-2 & composto por um genoma de RNA de fita positiva com
tamanho de 29,7 kb e possui quatro proteinas estruturais (Fig. 01) denominadas
de proteina espicula (S), proteina envelope (E), nucleocapsideo (N) e proteina
de membrana (M) e cada uma delas desempenha um papel definido que
proporciona ao virus as suas caracteristicas (BOOPATHI; POMA;
KOLANDAVEL, 2020).

Proteina Envelope (E) Hemaglutinina esterase (HE)

Figura 01. Estrutura do SARS-CoV-2. Adaptado de Journal of Global

Resources, 2020.

As proteinas presentes em maior quantidade no capsideo viral sdo as
proteinas M e S, esta ultima se localiza proxima a proteina E e juntas
desempenham um importante papel para o processo de estruturagcédo viral
(WESTERBECK & MACHAMER, 2019). Considera-se que a proteina M seja o
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organizador central da estrutura do virus ao passo que a proteina S esta
relacionada a ligagdo do virus a sua célula hospedeira bem como fusdo da
mesma (GUPTA et al., 2020). A proteina integral de membrana E executa um
papel fundamental para estrutura viral proporcionando permeabilidade da
membrana viral a célula hospedeira bem como contribuindo para interagdo com
a célula hospedeira (GUPTA et al., 2020). Por fim, o virus apresenta localizada
em sua superficie a proteina hemaglutinina-esterase (HE) que, de acordo com
estudos recentes, ndo é necessaria para o processo de replicacdo, porém atua
na interacdo do virus com o seu hospedeiro (BOOPATHI; POMA;
KOLANDAVEL, 2020).

Deste modo, SARS-CoV-2 invade a célula por meio da ligagdo da proteina
S presente em seu capsideo com células hospedeiras que possuam o receptor
da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2), em seguida a proteina S sofre
uma divisdo que permite a endocitose do virus por meio de fusdo da membrana
viral com célula hospedeira, tornando possivel a liberagdo do material genético
viral no interior da célula humana, desencadeando a producdo de mediadores
inflamatodrios, o que causa o aumentando das secregdes e a inflamagao severa

que da origem as manifestagdes clinicas da Covid-19 (WU et al., 2020).

1.2-Covid-19

De acordo com o Ministério da Saude, a Covid-19 é a doencga ocasionada
pelo virus SARS-CoV-2 podendo levar tanto a infecgbes assintomaticas quanto
a quadros graves evoluindo para 6bito. A OMS indica que, em média, 80% dos
individuos acometidos pela Covid-19 se apresentam assintomaticos ou
oligossintomaticos e destes, apenas 20% necessitam de assisténcia médica por
demonstrarem algum nivel de dificuldade respiratéria. Usualmente, os sintomas
caracteristicos da doenga sédo desenvolvidos no periodo entre 2 e 14 dias apos

a exposic¢ao do individuo ao virus (CDC, 2019).

Pacientes oligossintomaticos podem apresentar, além de sintomas gripais

tradicionais, uma alteragao quimiossensorial tanto de olfato quanto de paladar e
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estas alteragbes se revertem dentro de algumas semanas de forma

concomitante com a melhora dos demais sintomas apresentados (WU, 2020).

Alguns pacientes apresentam uma evolugdo grave e abrupta do quadro
clinico, desenvolvendo a denominada Sindrome Respiratéria Aguda Grave
(SRAG), onde a capacidade respiratoria e niveis de oxigenagcdo se tornam

diminuidos, impactando na necessidade de ventilagdo mecanica (WU, 2020).

Até o dia 17 de janeiro de 2022 a Covid-19 se disseminou de forma
indiscriminada por diversos paises ocasionando 329.675.422 casos confirmados
e 5.543.277 obitos registrados a nivel global de acordo com dados atualizados
(JHU, 2022). No Brasil, o primeiro caso registrado ocorreu na cidade de Sao
Paulo, em fevereiro de 2020, com um individuo do sexo masculino recém
chegado da lItalia, apresentou sintomas e foi diagnosticado com a doenga. A
partir deste evento 0 numero de novos casos aumentou exponencialmente
chegando a 23.015.128 casos confirmados e 621.327 &bitos registrados de
acordo com dados atualizados até o dia 17 de janeiro de 2022 (JHU, 2022).

1.3-Principais testes diagnéstico da Covid-19

1.3.1- Reacdo em cadeia da polimerase com transcricdo reversa em tempo real
(RT-PCR)

A técnica é altamente sensivel e especifica e permite a identificagdo do RNA
viral e o diagnostico por meio dela pode ser realizado utilizando amostras
coletadas tanto de naso e orofaringe quanto a partir de saliva, escarro ou
aspirado traqueal (CORMAN et al., 2020). Quatro principais genes podem ser
considerados para o processo de identificagdo: N, E, S e RdRP. O gene E
apresenta uma sensibilidade maior sendo o marcador indicado pelo Ministério
da Saude (BRASIL, 2020). No formato utilizado, o complexo primer/sonda do
gene E reconhece especificamente betacoronavirus relacionados a morcegos
permitindo a deteccao tanto de SARS-CoV-1 quanto de SARS-CoV-2 (CORMAN
et al., 2020).
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1.3.2- Testes imunoldgicos

A reagdo do sistema imunologico a presenca do virus leva a uma
producdo de anticorpos especificos, cuja presenga determinam a existéncia de
infeccdo pregressa. O tempo de producdo é especifica a cada classe de
anticorpo sendo de 7 a 10 dias ap6s inicio de sintomas para a imunoglobulina M
(IgM) e acima de 10 dias para a imunoglobulina G (IgG) (VIEIRA, 2020). Tais
testes se baseiam na identificacdo de anticorpos especificos e sao realizados

preferencialmente em amostras sanguineas.

Além dos testes que avaliam a presencga de anticorpos especificos, uma
outra alternativa € a detecg¢do do antigeno. O teste se baseia na determinagéo
qualitativa de antigenos SARS-CoV-2, detectados por meio de anticorpos
especificos presentes no dispositivo. O resultado é obtido rapidamente e sua

interpretacéo nédo exige equipamentos especificos (MAK, 2020).

1.4-Secregao Salivar

As glandulas salivares maiores paroétida, submandibular e sublingual sdo
responsaveis por cerca de 90% da secrecdo salivar. Nao obstante, existem
também glandulas salivares menores que podem ser encontradas no labio
inferior, lingua, palato, bochechas e faringe (HUMPHREY e WILLIAMSON, 2001;
DE PAULA et al., 2017). A secrecao das glandulas salivares menores, fluido
crevicular gengival, compostos derivados do sangue e refluxo gastrointestinal
contribuem com os 10% restantes da composicao salivar final (DODDS et al.,
2005; HOLMBERG e HOFFMAN, 2014).

O fluxo salivar é controlado por meio do sistema nervoso autbnomo (SNA),
sob estimulo do SNA simpatico e parassimpatico. O estimulo advindo do SNA
simpatico faz com que a saliva secretada se torne mais viscosa e rica em
proteinas, todavia o volume salivar € menor, ao passo que, sob estimulo do SNA
parassimpatico a secreg¢ao salivar € aumentada (PEDERSEN et al., 2002;
OBAYASHI, 2013).
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O estimulo advindo do SNA parassimpatico seguido da liberagdo de
acetilcolina propicia a ativagao de receptores colinérgicos muscarinicos dos tipos
M1 e M3, o que desencadeia uma cascata de sinalizagdo com liberagdo de Ca?*
a nivel intracelular através dos reticulos endoplasmaticos presentes nas células
acinosas. A elevacao intracelular de Ca?* induz a uma abertura de canais de CI-
presentes na regido apical da membrana celular, deste modo, o CI- é secretado
no lumen. A presenga do Na* e CI" no lumen acinar gera um gradiente osmatico
nas células acinosas, o que faz com que a agua tenha um fluxo transcelular por
meio de transportadores de agua tipo Aquaporina 1 na membrana basolateral e
Aquaporina 5 na membrana luminal. Igualmente, o gradiente osmatico gerado
possibilita o fluxo de agua através da via paracelular. Dessa forma, a saliva
inicialmente secretada no lumen, rica em Na*, Cl-e agua, € um fluido isotonico
quando comparado ao sangue (estagio 1). Esta saliva primaria sofre
modificagdes ao longo do epitélio ductal, nesta etapa a maior parte de Na* e CI-
€ reabsorvida ao passo que K* e HCOs ~ sdo secretados (estagio 2). Dessa
maneira, em fungdo do epitélio ductal apresentar uma baixa permeabilidade a
agua em situagoes fisioldgicas, a saliva final € hipoténica quando relacionada ao
sangue (Fig. 02). A saliva final contém componentes inorganicos, sendo os
principais CI-, HCOs~, K* e, em uma quantidade menor, Ca?*, Mg?* e fosfato
(DODDS et al., 2005; MESE e MATSUO, 2007; CATALAN et al., 2009;
CARPENTER, 2013; SABINO-SILVA et al., 2013).

Secregdo do fluido Reabsor¢do NaCl
Secregao K*

Estagio 2

Estagio 1

Figura 02. Formag&o do fluido salivar. Adaptado de CATALAN et al., 2009.
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O processo de secrecao salivar sob estimulo do SNA simpatico ocorre pela
interacdo da noradrenalina e/ou adrenalina via receptores beta-adrenérgicos.
Esta interacdo promove uma acao reduzida dos transportadores Aquaporinas 5
e, desse modo, uma quantidade menor de fluido é secretado. A ativacdo desses
receptores é responsavel pelo aumento da quantidade intracelular de adenosina
3’, 5’-monofosfato ciclico (AMPc) que ativa a proteina quinase A (PKA). O
conteudo que é liberado possui uma alta concentragdo de proteinas que
desempenham diversas fungbes biolégicas importantes na manutengdo do
equilibrio homeostatico da cavidade oral (VATTA et al., 2002; MELVIN et al.,
2005; MESE e MATSUO, 2007).

1.5-Saliva como fluido diagnéstico

A composicdo da saliva humana apresenta agua (98%) e outros
componentes tais como células descamadas, compostos organicos e
inorganicos e microorganismos (NAVAZESH; KUMAR, 2008). Sabe-se que a
saliva apresenta grande potencial em refletir a concentracdo de componentes
sanguineos fisiologicos, além de uma expressiva diversidade de moléculas
inseridas no organismo em decorréncia de alguma dependéncia terapéutica,
estado emocional, hormonal, imunoldgico e influéncias tanto metabdlicas quanto
nutricionais (BANDODKAR E WANG, 2014; SAXENA et al., 2017).

Apesar da concentracio proteica presente na saliva ser cerca de 10 vezes
menor que no plasma, existe uma similaridade de cerca de 27% dos
componentes, indicando o seu potencial uso diagndstico em alternativa ao
plasma (LOO, 2010). Proteinas possuem a capacidade de deslocarem-se a partir
da circulagao sanguinea de glandulas salivares por meio de transporte ativo,
difusdo passiva ou ultrafiltracdo. Um outro mecanismo de secrecao proteica
pode se dar de forma direta através das glandulas salivares (MELVIN et al.,
2005). Independente do mecanismo de secregdo, estas proteinas possuem
potencial utilizacdo para o desenvolvimento de novos modelos para testes
diagndsticos e para monitoramento nao-invasivos de varios processos
patolégicos (RATHNAYAKE et al., 2013).
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A saliva, ao contrario de alguns outros fluidos bioldgicos, pode ser coletada
de maneira facil e indolor, apresentando baixo nivel de desconforto, além de se
demonstrar facil manipulagdo e armazenamento, apresentar um risco reduzido
de contaminagdo em comparagdo ao sangue, nao requer equipamentos ou
profissionais especializados para sua obtencao e possibilita a coleta em diversos
tipos de patologias e faixas etarias (PFAFFE et al., 2011). Sua coleta pode ser
realizada de forma nao-estimulada, onde a amostra € obtida de forma passiva
em recipiente apropriado. Uma outra forma é a utilizagcdo de materiais
absorventes, sendo o algodao e o polietileno os mais comuns (NAVAZESH,
1993; YOSHIZAWA et al., 2013; CHOJNOWSKA et al., 2017).

Até o presente momento ndo existe um critério padrao (padrao ouro) para
coleta de saliva, por esta razdo o processo de pesquisa se torna restrito pois a
reprodutibilidade de resultados € complexa de ser analisada. Em decorréncia
disto, algumas variagdes sao observadas nos resultados pelo método utilizado
para coleta e sua influéncia sobre a quantidade de componentes presentes na
saliva (YOSHIZAWA et al., 2013; CHOJNOWSKA et al., 2017). Todavia tal
limitacdo tem pouca significancia quando comparada as diversas vantagens
observadas pela utilizagcdo de saliva como fluido diagndstico para diversas
doengas. O potencial de uso da saliva como meio diagndstico para diversas
patologias ja foi relatado para diversos tipos de canceres (LEE et al., 2012; XIAO
et al., 2012; ZHANG et al., 2010), refluxo gastroesofagico (DY et al., 2016),
malaria (BUPPAN et al., 2010), sindrome de Sjogren (BALDINI et al., 2011),
diabetes mellitus (REZNICK et al., 2006) e outras doengas.

1.6-Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR)

A Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)
baseia-se na analise de amostras, tanto organicas quanto inorgénicas, por meio
da mensuragéo de interacdo entre radiagdo eletromagnética no infravermelho

(IV) e as moléculas que se encontram nas amostras em analise (STUART, 2005).

O IV é absorvido pela matéria promovendo alteragdes no momento dipolo

das ligacbes entre os atomos presentes na amostra em avalicdo. Estas
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alteracdes podem ocorrer através de vibragdes ou rotacdes que darao origem a
modos vibracionais especificos que podem determinar o espectro de frequéncia
de cada amostra. Todavia, somente moléculas que possuem momento dipolo
entre as ligacbes atbmicas sao capazes de tornarem-se ativas no IV (STUART,
2005).

A técnica de espectroscopia por FTIR se baseia na regiao infravermelha do
espectro eletromagnético e pode ser subdividida em trés faixas com relacéao a
sua proximidade com o espectro de luz visivel sendo elas: IV proximo (13000 —
4000 cm™), IV médio (4000 —400cm-") e IV distante (< 400 cm™"), como pode ser
observado na Figura 03 (STUART, 2005).

Aumento de energia

curto longo
— Comprimento de onda L

107 nm 10%nm 1 nm 10°nm 10° nm Im 10°m

Raio Gama Raio X Ultravioleta ll Infravermelho Micro ondas Ondas de radio

10%Hz  10%Hz 10°Hz 10"Hz 10"%Hz 10" Hz 10" Hz 10° Hz 10°Hz 10°Hz 107 Hz

Alta Baixa
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luz visivel

7 X 10" Hz 4 x 10" Hz

Figura 03. Espectro de ondas eletromagnéticas. Adaptado de Western

Governors University.

Atualmente, os espectrofotémetros utilizados para analises biolégicas
promovem uma emissao de radiacao IV na faixa do IV médio, e apresentam o
interferdmetro de Michelson como componente, elemento que substituiu a grade
de difragdo que era utilizada nos modelos mais antigos de espectrofotémetros
dispersivos. O interferémetro de Michelson € composto por um divisor de feixes
(“beamspilitter”), um espelho fixo e um espelho mével. Na parte referente ao
divisor ocorre uma divisao do feixe IV continuo em duas partes. A porcao que é
transmitida atingira o espelho fixo ao passo que a fracado refletida sera
direcionada ao espelho moével e, quando estas se recombinam, ocasionam

interferéncias construtivas e destrutivas, conforme o posicionamento do espelho
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mével em relagdo ao espelho fixo. O feixe resultante sera direcionado para
amostra, onde ocorrerao as absor¢cdes e, posteriormente, prosseguira até o
detector (Fig. 04) (AL-SAEED; KHALIL, 2009).

Espelho fixo
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Figura 04. Esquema de funcionamento de um espectrofotdmetro FTIR
(BENETTI, 2014).

De forma geral, a configuragao do mecanismo para a obtengao dos espectros
FTIR pode ser realizada de diferentes modos sendo transmisséo, transflexéo e
reflexdo total atenuada (ATR) as mais usuais (Fig. 05). As analises espectrais
avaliadas no ATR nao necessitam nenhum tipo especial de substrato ou preparo
de amostra, utilizando apenas o material em estudo, podendo ser este sélido ou
liquido. O mesmo é colocado diretamente sobre o elemento de reflexao interna,
o que faz com que o processo para analise seja rapido e simples, se tornando o
meétodo mais apropriado para processos relacionados a diagnésticos de
desordens patologicas (TATULIAN, 2003; DORLING E BAKER, 2013).
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Figura 05. Representacao esquematica a dos trés principais modos de
amostragem para espectroscopia FTIR. (A) transmissao; (B) reflexao e (C)
reflexao total atenuada (DORLING; BAKER, 2013).

A utilizacao de espectroscopia de infravermelho como alternativa diagnéstica
tem avancado na ultima década por se mostrar uma técnica eficaz para
avaliacdes quantitativas e qualitativas na caracterizacéo de diversos compostos
biolégicos (BELLISOLA; SORIO, 2012). Sabe-se que a determinacao de uma
molécula é dada através de sua estrutura que € unica, assim, cada biomolécula
pode apresentar um espectro ATR-FTIR original que representara o modo
vibracional de sua ligacao estrutural (SEVERCAN et al., 2010; OJEDA;
DITTRICH, 2012). Os modos vibracionais |V caracteristicos de amostras
biolégicas refletem impressdes bioquimicas que podem ser correlacionadas com
a existéncia ou nao de processos patolégicos. Adicionalmente, estes modos
vibracionais |V sao ainda capazes de fornecer uma base para determinar de
forma quantitativa diversos analitos presentes na amostra que possuem
potencial diagnéstico (KHAUSTOVA et al., 2010; CAETANO JUNIOR et al.,
2015).

O potencial diagnostico totalmente livre de reagentes, rapido, utilizando
baixos volumes de amostra com alta especificidade proporciona varios
beneficios no que se refere ao desenvolvimento de estratégias para intervencao
terapéutica que minimize morbidades e reduza mortalidade de modo
concomitante a reducao de recursos econémicos empregados em sistemas de

saude (BUNACIU et al., 2017). Além disto, entre as diversas técnicas que podem
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ser utilizadas como uma ferramenta diagndstica na atualidade, as avaliagdes por
meio de ATR-FTIR despertam interesse singular devido ao fato de apresentar
uma alta sensibilidade na deteccdo de alteragcbes moleculares ou bioquimicas
em amostras biolégicas (BAKER et al., 2014).

A técnica ATR-FTIR ja foi utilizada na detecgao de diversas doengcas como
como artrite (STAIB et al., 2001), hepatite C crénica (SCAGLIA et al., 2011),
cancer pulmonar (LEWIS et al., 2010; SUN et al., 2013; WANG et al., 2014),
Alzheimer (PARASKEVAIDI et al., 2017), malaria (ROY et al., 2017), cancer de
ovario (GAJJAR et al., 2013), colorretal (DONG et al., 2014) e cérebro (HANDS
et al., 2016). Até o presente momento, ndo ha estudos utilizando espectroscopia

ATR-FTIR para diagnéstico salivar de Covid-19.

2- OBJETIVOS

2.1- Objetivo Geral

Identificar um padréo espectral salivar para o diagndstico da Covid-19 por

meio da espectroscopia infravermelha com transformada de Fourier.

2.2- Objetivos especificos

Patente I:

Criar uma plataforma de amostra individual, reutilizavel e sustentavel para

uso em larga escala em um sistema de espectroscopia de infravermelho (FTIR).

Artigo I
Comparar o padrao espectral salivar em pacientes ndo-Covid-19 e Covid-
19 por meio de ATR-FTIR, para ser empregado como uma ferramenta alternativa

de biomarcador salivar para triagem de Covid-19.
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Patente 1
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Patente |

Relatorio Descritivo da Patente de Invengao: “PLATAFORMA DE AMOSTRA
REUTILIZAVEL PARA USO EM ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO,
SISTEMA, KIT, METODO E USO DA MESMA”.

Campo da Invengéao

[01] O presente pedido de patente refere-se a uma plataforma de amostra
individual reutilizavel e sustentavel para uso em um sistema de espectroscopia
de infravermelho. A referida plataforma pode ser usada com amostras biologicas
para diagndéstico de doengas ou em técnicas forenses, deteccédo de compostos
organicos e inorganicos com aplicagdes industriais, na agropecuaria e em areas

de toxicologia.

[02] Ainda o presente pedido de patente se refere a um sistema de plataformas
de amostra que compreende mais de uma da referida plataforma de amostra
individual e ainda pode compreender uma estrutura de suporte para as

plataformas de amostra.

[03] Ainda o presente pedido de patente refere-se a um método para reduzir o
tempo de preparo e aumentar a escala na analise de amostras em um sistema
de espectroscopia de infravermelho, bem como o uso da referida plataforma de
amostra, ou sistema compreendendo as referidas plataformas de amostra, em
um sistema de espectroscopia de infravermelho, mais particularmente

espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR).

[04] O presente pedido ainda se refere a um Kit para personalizagdo e
otimizacao das referidas plataformas de amostra para uso em sistema de

espectroscopia de infravermelho.

Fundamentos da Invencao

[05] A espectroscopia de infravermelho € um tipo de espectroscopia de
absorgao em que a energia absorvida se encontra na regido do infravermelho do
espectro eletromagnético. Ela é largamente usada tanto na industria quanto na
academia por ser uma técnica rapida e confiavel para medidas, controle de

qualidade, analises dindmicas e até para o diagndstico de doengas.
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[06] A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) é
uma plataforma analitica que avalia a interagdo da radiacao eletromagnética no
espectro infravermelho com a matéria com intuito de obter informacgdes
moleculares de determinado material ou amostra biologica (BARTH, 2007).
Desta forma, a absorgdo de luz especifica de cada amostra na regiao
infravermelho do espectro infravermelho proporciona um espectro com modos
vibracionais unicos de cada estrutura molecular avaliada, considerando que
cada grupo funcional apresenta uma assinatura especifica no espectro
(BUNACIU et al., 2017).

[07] A configuragdo do aparelho para aquisigao dos espectros FTIR pode ser
feita de diferentes maneiras, dentre estas as mais utilizadas sdo a de
transmissao, transflexao e reflexao total atenuada (ATR). As analises espectrais
por reflexdo geralmente sdo mais utilizadas em relagao as de transmissao, uma
vez que o0s espectros obtidos por transmissdo devem ser corrigidos
computacionalmente devido a ocorréncia de interferéncias fisicas (CHAN et al.,
2013). Ao contrario da transmisséo e transflexdo, medidas no ATR n&o requerem
substratos especiais e nenhuma preparagdo da amostra, necessitando apenas
que a amostra esteja em contato direto com o elemento de reflexdo interna,
tornando o processo de analise mais rapido e simples, sendo mais indicado para
processos de diagnésticos de doencas (TATULIAN, 2003; DORLING et al,,
2013).

[08] A-regiao do infravermelho médio obtida com a espectroscopia FTIR (400-
4000 cm™) compreende os modos vibracionais associados a importantes
componentes bioquimicos. Isto indica que em uma mesma analise, diversos
grupos funcionais de proteinas, carboidratos, lipideos e acidos nucleicos s&o
analisados de forma integrada, e cada um deles pode ser utilizado como um
biomarcador unico ou por meio de uma analise integrada por meio de painel de

biomarcadores ou por inteligéncia artificial decorrentes de diversas doengas.

[09] Nosso grupo e outros ja demonstraram a capacidade de utilizagdo do
ATR-FTIR como plataforma para diagnéstico de doencgas sistémicas baseados
em analises de fluidos biolégicos com saliva, urina e sangue. A saliva foi utilizada
para discriminar doenga renal crénica (RODRIGUES et al., 2019) e cancer de
mama (FERREIRA et al., 2020) em humanos e diabetes (CAIXETA et al., 2020)
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em modelos animais. A urina foi utilizada como fluido diagndstico de cisteinuria
(OLIVER et al., 2016) e cancer de endométrio (PARASKEVAIDI et al., 2018) em
humanos. O sangue foi utilizado para diagnostico de malaria (ROYS et al., 2017),
doenca renal (KHANMOHAMMADI et al., 2015); cancer de mama (SITNIKOVA
et al., 2020); cancer de cérebro (BUTLER et al., 2019) em humanos e para
linfomas e melanomas (GHIMIRE et al., 2017) em modelos animais. Tecidos
humanos foram utilizados para discriminar cancer de ovario (THEOPHILOU et
al., 2016).

[10] A patente US 7255835 demonstrou um sistema com um elemento de
reflexdo interna (IRE) com uma face de reflex&do localizada no IRE e também na
amostra, seguida de uma onda evanescente direcionada do exterior do IRE para
o interior do mesmo, de modo a provocar a incidéncia de radiacao infravermelha
na amostra. O sistema é associado a uma ponta funcionalizada compreendendo
uma sonda imobilizada na superficie que preenche o volume exposto a onda

evanescente, o que é detectado por um detector.

[11] Nos ultimos anos foram descritos dois métodos de diagndstico de cancer
de cérebro por analises sanguineas de ATR-FTIR. No primeiro deles, o pedido
de patente WO 2014/076480, demonstrou a capacidade de um método de
diagndstico inserindo a amostra diretamente no cristal de ATR do sistema de
espectrometria FTIR por meio de um teste que ndo promove danos moleculares
na amostra. A desvantagem deste método € o tempo de secagem e limpeza da
amostra no cristal ATR, devido ao tempo necessario para formacdo de um
biofilme antes da obtengdo do espectro da amostra. O tempo necessario para
secagem da amostra depende do volume especifico para cada biofluido. Desta
forma, este sistema n&o pode ser considerado em um volume de alta escala. O
segundo sistema relacionado a patente WO 2018/178669 € um sistema de alta-
escala que substituiu o IRE do espectrofotdbmetro, para a secagem da amostra
diretamente sobre o IRE inserido no dispositivo desenvolvido. Este dispositivo é
inserido em um aparato automatizado que permite a movimentagdo das
amostras inseridas no IRE do dispositivo apds a interacdo da fonte de luz
infravermelha. As analises demonstram que o padrdo de espectro por este

sistema € equivalente com o IRE de diamante considerado como padrao-ouro.
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Adicionalmente, é demonstrado um protocolo de secagem com temperatura
entre 25°C e 35°C.

[12] Outro documento do estado da técnica demonstra o potencial uso do
aluminio como substrato para analises de sangue para diagndstico de cancer
endometrial, para isto a parte brilhante de uma folha de aluminio encobre uma
lamina de vidro em uma preparagado que leva de 30 a 45 segundos. Para
realizacao deste procedimento de forma manual é fundamental que a folha de
aluminio fique perfeitamente em contato com vidro (PARASKEVAIDI et al.,
2018), pois eventuais rugosidades ou dobramentos na folha de aluminio poderao
alterar o perfil do espectro da amostra e consequentemente seu resultado.
Devido a fina espessura da folha de aluminio, a sua reutilizacdo parece ser

inadequada apos procedimento de lavagem, limpeza e/ou assepsia.

[13] As formulagbes a base de alcool sdo amplamente conhecidas pela sua
capacidade de inativacdo de diferentes virus envelopados. Um forte efeito
virucida contra patégenos emergentes, incluindo ZIKV, EBOV, SARS-CoV e
MERS-CoV, pode ser demonstrado, implicando a utilidade destas formulagcdes
baseadas em alcool e metanol associados a surtos com microrganismos
(SIDDHARTA et al., 2017; SALVAGE et al., 2014).

[14] Apesar de capacidade de aplicacdo do sistema de alta-escala com
substituicdo de IRE no dispositivo em processo automatizado e de reduzida
instrumentacao (WO 2018/178669), ainda existe uma caréncia em processos de
baixissimo custo e que permitam um processo de secagem rapida da amostra e
uma drastica inativagdo de microrganismos (virus, fungos, bactérias) para uma
analise no IRE do espectrofotdbmetro sem a presenga de microrganismos viaveis.
A presenca do aquecimento e da associacao de compostos de rapida volatilidade
pode ter papel central para analises de alta escala em testes diagndsticos de
doencgas infecto- contagiosas e de doencas sistémicas nas quais o paciente pode
estar infectado com patégenos nao relacionados (exemplo: HIV, Hepatite, etc).
Adicionalmente, substratos que permitam a utilizacdo de materiais reciclaveis
que possam ser reutilizados apés limpeza e assepsia poderao ser de grande
valia para aplicagcdes de tecnologias verdes com protocolos sustentaveis. A
presente invencao tem intencdo de superar as limitagdes atuais no estado da

técnica, proporcionando uma plataforma de amostra sustentavel e reutilizavel,
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que permita ser utilizada em um método de secagem rapida para formagao de
biofiilme e permita o armazenamento de amostras diretamente na referida
plataforma para mensuragdo em sistemas analise fotbnicas, mais
particularmente sistemas de espectroscopia de infravermelho, ainda mais
particularmente espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR), sem que apresente ruido relevante ou que interfira no espectro criado, e,
que reduza o tempo de preparo das amostras e aumente a escala na analise das

mesmas com custo reduzido.

Breve descricao da invencao

[15] O presente pedido de patente refere-se a

uma plataforma de amostra individual sustentavel para ser usada em um
sistema de espectroscopia de infravermelho, mais particularmente
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), ainda mais
particularmente ATR-FTIR. A referida plataforma pode ser usada com amostras
bioldgicas para diagnéstico de doengas ou em técnicas forenses, detec¢ao de
compostos organicos e inorganicos com aplicagdes industriais, na agropecuaria

e em areas de toxicologia.

[16] Ainda o presente pedido de patente refere-se a um sistema de plataformas
de amostra que compreende mais de uma da referida plataforma de amostra
individual e ainda pode compreender uma estrutura de suporte para as

plataformas de amostra.

[17] Ainda o presente pedido de patente refere-se a um método de uso da
referida plataforma de amostra, ou sistema de plataformas de amostra, para
reduzir o tempo de preparo e aumentar a escala na analise de amostras em um
sistema de espectroscopia de infravermelho, bem como o uso da referida
plataforma de amostra, ou sistema de plataformas de amostra, em um sistema

de espectroscopia de infravermelho.

[18] Mais particularmente a referida plataforma de amostra possibilita o uso
de diferentes métodos de secagem rapida da amostra para formagao de biofilme,
além de possibilitar o armazenamento de amostras diretamente na referida

plataforma para posterior mensuragdao em um sistema de espectroscopia de
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infravermelho, sem que apresente ruido relevante ou que interfira no espectro
criado.

[19] O presente pedido ainda se refere a um Kit para personalizacdo e
otimizacdo das referidas plataformas de amostra para uso em sistema de

espectroscopia de infravermelho.

Breve descricao das fiquras

[20] A presente invengao sera melhor compreendida com base na descri¢ao,

a seguir, tomada em conjunto com as figuras anexas, nas quais:

[21] A FIGURA 1 ilustra os principios basicos do FTIR no contexto de uma

plataforma convencional.

[22] A FIGURA 2 ilustra os principios basicos do FTIR no contexto da criagao

de uma plataforma de amostra de aluminio.

[23] A FIGURA 3 ilustra exemplos de modalidades de uma plataforma de
amostra individual ou um sistema de plataformas de amostra organizada em

conjunto de duas ou mais plataformas de amostra individuais.

[24] A FIGURA 4 ilustra uma das modalidades da plataforma de amostra em
forma de um sistema de plataformas de amostra com quatro plataformas de
amostra em formato de pastilhas individuais sendo aquecida para secagem da

amostra.

[25] A FIGURA 5 ilustra uma das modalidades da plataforma de amostra na
forma de pastilhas de aluminio, podendo compreender ou nao diferentes

sistemas de identificagcdo das amostras.

[26] A FIGURA 6 mostra um workflow de um sistema de analise FTIR usando

uma modalidade da plataforma de amostra de aluminio da presente invengéo.

[27] AFIGURA 7 mostra um comparativo da interferéncia no espectro de ATR-
FTIR de uma modalidade da plataforma de amostra de aluminio, de uma

plataforma de amostra de papel e de uma plataforma de amostra de plastico.

[28] A FIGURA 8 mostra a comparacao do espectro de ATR- FTIR da amostra

de saliva diretamente no diamante do ATR- FTIR, da amostra de saliva na
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plataforma de amostra de aluminio e da plataforma de amostra de aluminio sem

amostra.

[29] A FIGURA 9 mostra a comparagao do espectro de ATR- FTIR de uma
amostra de saliva na plataforma de amostra de papel e da plataforma de amostra

de papel sem amostra.

[30] A FIGURA 10 mostra a comparacao do espectro de ATR- FTIR de
diferentes aplicagcbes de amostra de lavabo de swab de nasofaringe na

plataforma de amostra de aluminio.

[31] A FIGURA 11 mostra a comparagcao do espectro de ATR- FTIR de
amostra de saliva mensurada imediatamente apdos a coleta e apds o

armazenamento da amostra em baixa temperatura durante 6h, 24h, 48h e 72h.

[32] A FIGURA 12 mostra a comparagao do espectro de ATR- FTIR de
amostra de saliva mensurada imediatamente apos a coleta e apds o
armazenamento da amostra em temperatura ambiente durante 6h, 24h, 48h e
72h.

[33] A FIGURA 13 mostra a comparagao do espectro de ATR- FTIR de
amostra de sobrenadante de saliva mensurada imediatamente apds a coleta e
apoés o armazenamento da amostra em baixa temperatura durante 6h, 24h, 48h
e 72h

[34] A FIGURA 14 mostra a comparacao do espectro de ATR- FTIR de
amostra de sobrenadante de saliva mensurada imediatamente apds a coleta e
apos o armazenamento da amostra em temperatura ambiente durante 6h, 24h,
48h e 72h.

[35] A FIGURA 15 mostra a comparacao do espectro de ATR- FTIR de
amostra de saliva diretamente no diamante do ART- FTIR, de amostras de saliva

na plataforma de amostra de aluminio aquecidas a diferentes temperaturas.

[36] A FIGURA 16 mostra a comparagao do espectro de ATR- FTIR de
amostra de gargarejo na plataforma de amostra de aluminio aquecidas a

diferentes temperaturas.
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[37] A FIGURA 17 mostra a comparagao do espectro de ATR- FTIR de
amostra de lavado de swab nasal aplicado diretamente no diamante do ATR-
FTIR, de lavado de swab nasal aplicado na plataforma de amostra de aluminio

aquecidas a diferentes temperaturas.

[38] A FIGURA 18 mostra a comparagao do espectro de ATR- FTIR de
amostras com adigédo de volume 1:1 de saliva e alcool 100% para sobrenadante
de saliva pura, de sobrenadante de saliva com alcool 100%, de saliva total pura

e saliva total com alcool 100%.

Obijetivo da invencgao

[39] O objetivo do presente pedido de patente é fornecer uma plataforma de
amostra individual sustentavel e reutilizavel para uso em um sistema de
espectroscopia de infravermelho, particularmente FTIR, mais particularmente
ATR-FTIR que permita ser utilizada em um método de secagem rapida para
formacao de biofilme e permita a identificagdo e armazenamento de amostras
diretamente na referida plataforma, sem que apresente ruido relevante ou que
interfira no espectro criado, e, que reduza o tempo de preparo das amostras e

aumente a escala na analise das mesmas.

[40] Em outra modalidade o presente pedido fornece um sistema de
plataformas de amostra que compreende duas ou mais das referidas plataformas

de amostra individual.

[41] Em uma outra modalidade o presente pedido fornece um método para uso
da referida plataforma de amostra, ou do sistema de plataformas de amostra, em
um sistema de espectroscopia de infravermelho. Mais particularmente um
meétodo que compreende uma etapa de secagem rapida da amostra para
formacdo de um biofiime, que ainda pode compreender uma etapa de
identificacdo da amostra e armazenamento da mesma diretamente na referida
plataforma, sem que apresente ruido relevante ou que interfira no espectro
criado, e, que reduza o tempo de preparo das amostras e aumente a escala na

analise das mesmas

[42] Em ainda outra modalidade a presente invencgao fornece o uso da referida

plataforma de amostra, ou sistema de plataformas de amostra, em um sistema
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de espectroscopia de infravermelho. Mas particularmente o uso da referida
plataforma de amostra com amostras bioldgicas para diagnéstico de doengas

usando espectros de infravermelho de.

Descricao detalhada da invencao

[43] A invencao se refere a uma plataforma de amostra individual para ser
usada em um sistema de analise fotbnico, particularmente FTIR, mais
particularmente ATR-FTIR, mas também pode ser usada em outras técnicas
analiticas, analises univariadas de modos vibracionais, analises de segunda
derivada, analises multivariadas como PCA (Principal Component Analysis) e
HCA (Hierarquical Cluster Analysis) e analises de aprendizado de maquina e

Inteligéncia Artificial.

[44] A referida plataforma pode ser usada com amostras bioldgicas,
particularmente fluidos biolégicos como saliva, gargarejo, lavado de swab de
nasofaringe ou nasal, urina, sangue, dentre outros, para deteccdo de

biomarcadores ou perfis espectrais decorrentes de varias doencgas.

[45] Em uma modalidade da invencao a referida plataforma sendo de aluminio
para secagem e armazenamento das amostras, em substituicdo aos slices de
vidro, tendo em vista as propriedades vantajosas do aluminio com relagdo ao
vidro, como por exemplo a sua boa condutividade térmica, sua facilidade e custo

de producgao, bem como baixa interferéncia de ruido no espectro formado.

[46] Em outra modalidade a referida plataforma pode ser de outro material
revestido de aluminio, ou seja, ter o nucleo constituido de outro material, sendo

esse outro material de boa condutividade térmica e baixo custo de producao.

[47] Além do aluminio, outros materiais que apresentem caracteristicas fisico-
quimicas similares ao do aluminio podem ser utilizados em substituicdo ao
aluminio ou em conjunto com o aluminio para fabricagdo da plataforma de
amostra, como, por exemplo, ago-inox, compositos ou ligas metalicas de
aluminio. Mais particularmente, materiais que se mostrem inertes, n&o
interferindo na leitura da amostra, ou que apresentem um nivel de ruido aceitavel

quando da leitura da amostra podem ser utilizados.
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[48] Em outra modalidade a referida plataforma de amostra pode ser de formas
distintas e tamanhos variados, desde que seja adequada para uso em um
sistema de FTIR. Mais particularmente a referida plataforma de amostra esta no

formato de pastilhas de aluminio ou revestidas de aluminio.

[49] Em uma das modalidades da invengao, a plataforma de amostra pode ter
em seu lado inferior meios para a identificacdo da amostra. Tais meios para a
identificacdo da amostra incluem, sem limitacdo a somente estes aqui citados,
marcagdes, numeros impressos na pastilha, cédigos alfanuméricos, codigos de

barras, codigos QR, etiquetas, dentre outros.

[50] A Figura 1 ilustra os principios basicos no contexto de uma plataforma
convencional de amostra para um sistema de espectroscopia de infravermelho
FTIR. Neste caso a amostra, por exemplo um fluido bioldgico,
composi¢gdes/compostos orgénicos e/ou inorganicos, necessita esperar o tempo
necessario, dependendo do volume e composi¢cao da amostra, até que se forme
uma pelicula, um biofilme, para que seja possivel iniciar a analise por
infravermelho. A amostra também pode ser um tecido bioldgico ou outro tipo de

material.

[51] A Figura 2 ilustra os principios basicos do FTIR no contexto da criagao da
plataforma de amostra do presente pedido de patente, que pode ser por exemplo
individual ou um conjunto de plataformas individuais, e pode ser em formato de
pastilha circular, ovalado, quadrado, retangular ou outro adequado a ser usado
em um sistema de espectroscopia de infravermelho, feita ou revestida de
aluminio ou por material com propriedades e caracteristicas fisico-quimicas
similares ao do aluminio. A referida plataforma de amostra proporciona a
possibilidade de preparo, secagem, identificagcdo e armazenamento prévio de
amostras para posteriormente serem analisadas em um sistema FTIR. Neste
caso, as plataformas de amostra podem receber amostras, por exemplo, fluidos
bioldgicos, composi¢cdes/compostos organicos e/ou inorganicos, para secagem
em diferentes circunstancias com temperatura e fluxo de vento controlados, ou
em temperatura ambiente, permitindo insercao e preparo das amostras em
plataformas individuais ou em um sistema compreendendo um conjunto de duas
ou mais das referidas plataformas individuais. O uso do conjunto de plataformas

de amostra individuais ou do sistema compreendendo um conjunto das referidas
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plataformas individuais, proporciona o preparo de varias amostras de interesse
ao mesmo tempo, bem como a sua identificacdo e armazenamento em lotes.
Estando, portanto, as diversas amostras prontas para analise no sistema ATR-
FTIR em sequéncia, o que pode ser definido como um sistema otimizado de alta-
escala, reutilizavel, sustentavel e que proporciona velocidade e baixo custo na

analise.

[52] A Figura 3 mostra exemplos de algumas das modalidades preferenciais
da presente invencgao. A primeira ilustracdo mostra uma plataforma de amostra
individual sustentavel e reutilizavel (modelo isolado), com sistema de
identificacdo numeral, para facil identificacdo da amostra. Nessa modalidade as
plataformas individuais podem ser configuradas para receber um sistema de
identificacdo adequado a necessidade e, embora possam ser usadas em
conjunto com outras plataformas individuais ou em um sistema que compreenda
duas ou mais das referidas plataformas individuais, ou seja, o preparo de varias
plataformas individuais com amostras de interesse diferentes ou duplicadas. As
referidas plataformas individuais sao sustentaveis uma vez que apods a analise,
elas podem ser devidamente lavadas, esterilizados e secas, e estariam prontas

para serem reutilizadas.

[53] Na segunda e terceira ilustragdes da Figura 2 sdo mostrados exemplos
de modalidades da plataforma de amostra em que as mesmas se encontram em
um modelo individual, unitario, (com uma unica plataforma de amostra) ou em
um sistema de modelo multiplo compreendendo mais de uma plataforma de
amostra individual. No exemplo da Figura 2, demonstramos o sistema
compreendendo duas ou trés plataformas unitarias de amostra (modelo
composto duplo ou modelo composto triplo). Nesses exemplos de modalidades
pode-se proporcionar um unico sistema, suporte, estrutura ou plataforma que
compreenda multiplas plataformas unitarias/individuais de amostra. Esse
sistema compreendendo entdo uma estrutura capaz de abrigar a multiplas
plataformas de amostra individuais, mais particularmente, proporcionando um
sistema de plataformas de amostra multiplo que permita o preparo, identificacdo
e armazenamento de varias amostras diferentes ao mesmo tempo, ganhando
assim em tempo e escala de analise. O numero de plataformas individuais de

amostra no referido sistema, por exemplo 4, 5, 6...10, 20 ou mais, pode variar
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dependendo da necessidade, custo beneficio, eficiéncia e velocidade
proporcionando na analise das amostras por espectroscopia de infravermelho.
O referido sistema de plataformas de amostra multiplo sendo também
sustentavel, uma vez que apos a analise das amostras, todo o sistema pode ser

devidamente lavado, esterilizado e seco, e estaria pronto para ser reutilizado.

[54] A Figura 4 mostra uma ilustracdo das plataformas de amostra multipla,
compreendendo plataformas individuais no formato de pastilhas, mais
particularmente pastilhas de aluminio, sendo submetidas a um método de
secagem em uma chapa quente com temperatura variando de entre 37°C a 80°C,
podendo, ou n&o, serem colocadas sobre um material condutor de calor para

formagao rapida de biofilme.

[55] A Figura 5 mostra exemplos de algumas das modalidades preferenciais
da presente invengdo em que a plataforma de amostra pode ainda possuir
diferentes sistemas de identificacdo na face posterior ao que recebera a amostra,

como por exemplo: sequéncias numéricas, codigo de barras ou QR code.

[56] A Figura 6 mostra um workflow de um sistema de analise de dados em
que compreende, basicamente, o preparo da amostra usando a plataforma de
amostra da presente invengdo, bem como posterior analise dos espectros

formados e trabalho dos dados obtidos.

[57] AFigura 7 demostra a diferenca de espectro entre plataformas de amostra
produzidas com diferentes materiais. Sendo a plataforma de amostra do
presente pedido de patente no formato de pastilhas de aluminio (preto),
plataformas de papel (vermelho) e plataformas de plastico (em azul). Percebe-
se de forma evidente a presenga de modos vibracionais em 3000-2750 cm-’,
1500-1250 cm™! e 700-750 cm™' para a plataforma de plastico e diversas regides
de modos vibracionais para a plataforma de papel (3700-2500 cm™" e 1750-750
cm™), o que pode modificar o sinal de analise de diversos componentes
bioldgicos. Por outro lado, o espectro de infravermelho produzido pela plataforma
de aluminio praticamente ndo apresenta variagdes no espectro, o que indica uma
excelente matriz de suporte e secagem para analise de amostras biologicas de

forma sustentavel.
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[58] A Figura 8 demonstra que a assinatura espectral de uma amostra
biolégica de saliva inserida diretamente no cristal de ATR-FTIR (preto) é
equivalente a assinatura espectral de saliva inserida na plataforma de amostra
de aluminio (azul). Em conjunto esses dados comprovam a possibilidade de
utilizacao da plataforma de amostra do presente pedido de patente para medidas
de ATR-FTIR sem comprometer a qualidade da amostra analisada. O perfil
espectral da plataforma de amostra na configuracdo de pastilhas de aluminio
(vermelho) demonstra que o sinal espectral do aluminio ndo se sobrepde ao

espectro de saliva.

[59] A Figura 9 mostra a comparagao do espectro de infravermelho entre uma
amostra biolégica, mais particularmente saliva, inserida em uma plataforma de
papel e apenas a plataforma de papel sem amostra. Considerando que em
diversos modos vibracionais o componente do papel (preto) se sobrepde ao perfil
com saliva na plataforma de papel (vermelho), a Figura 9 demonstra que o papel
nao é uma matriz boa para ser usada como uma plataforma para amostras
biolégicas para analise do perfil espectral. Sua utilizacdo pode ocorrer em
analises de amostras focadas na regido de amida | e amida Il na regido espectral
entre 1750-1500 cm™.

[60] A Figura 10 demonstra a comparagao do espectro de FTIR de lavado de
swab de nasofaringe com uma aplicagdo da amostra na plataforma em forma de
pastilha de aluminio da presente invengdo, ou com duas, trés ou quatro

aplicagoes intercaladas com secagem de 5 min em chapa quente 80°C.

[61] Aimagem demonstra o potencial das plataformas de pastilhas de aluminio
do presente invento para procedimentos em que € necessario um conjunto maior
de pipetagens para concentracdo da amostra de lavado de swab de nasofaringe.
Percebe-se que é possivel fazer uma sequéncia diversas pipetagens com
secagem intermitente e ocorre uma preservacado do sinal espectral para uma
aplicacao (preto), duas aplicagbdes (vermelho), trés aplicagdes (azul) ou quatro
aplicagdes (verde) intercaladas com periodos de secagem de 5 min em chapa
quente 80°C.

[62] Figura 11 demonstra o espectro de ATR-FTIR para amostras de saliva

total mensuradas imediatamente apods a coleta (preto), apds 6 horas (vermelho),
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24 horas (azul), 48 horas (verde) e 72 horas (violeta) armazenadas em gelo. De
forma geral percebe-se uma manutencdo do espectro em infravermelho nos
diferentes modos vibracionais. No entanto, percebe-se uma tendéncia de
instabilidade no modo vibracional entre 1000-1100 cm-", indicando necessidade
de parametros de armazenamento similares quando este modo vibracional for

foco do estudo.

[63] A Figura 12 demonstra o espectro de ATR-FTIR para amostras de saliva
total mensuradas imediatamente apds a coleta (preto) e apds 6 horas (vermelho),
24 horas (azul), 48 horas (verde) e 72 horas (violeta) armazenadas em
temperatura ambiente. De forma geral percebe-se uma manutengéo do espectro
em infravermelho nos diferentes modos vibracionais. No entanto, percebe-se
uma tendéncia de instabilidade em alguns modos vibracionais, destacando:
1000-1100 cm™', 1250-1300 cm™', 1420-1460 cm™' e 3100-3000 cm™! indicando
necessidade de parametros de armazenamento similares quando este modo
vibracional for foco do estudo. Adicionalmente, percebe-se uma maior variacao

das amostras em comparagao as amostras armazenadas em gelo.

[64] A Figura 13 demonstra a comparagao do espectro entre o sobrenadante
da saliva Oh e o efeito de armazenamento em gelo durante 6h, 24h, 48h e 72h.
Considerando que na saliva total pode conter restos alimentares e debris
celulares, a analise foi repetida com o sobrenadante salivar apds centrifugacao
em 2600 G, 4°C durante 15 minutos. O espectro de ATR-FTIR para amostras de
sobrenadante da saliva mensurado imediatamente apds a coleta (preto) e apos
6 horas (vermelho), 24 horas (azul), 48 horas (verde) e 72 horas (violeta)
armazenadas em gelo. De forma geral percebe-se uma manutencao do espectro
em infravermelho nos diferentes modos vibracionais. No entanto, percebe-se
uma tendéncia de instabilidade no modo vibracional entre 1000-1100 cm™,
indicando necessidade de parametros de armazenamento similares quando este
modo vibracional for foco do estudo. Os dados foram similares a manutencao de

saliva total em gelo nos mesmos periodos.

[65] A Figura 14 demonstra a comparagao do espectro entre o sobrenadante
da saliva Oh e o efeito de armazenamento de temperatura ambiente durante 6h,
24h, 48h e 72h. Considerando que na saliva total pode conter restos alimentares

e debris celulares, a analise foi repetida com o sobrenadante salivar apos
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centrifugagcéo em 2600 G, 4°C durante 15 minutos. O espectro de ATR-FTIR para
amostras de sobrenadante da saliva mensurado imediatamente apds a coleta
(preto) e apos 6 horas (vermelho), 24 horas (azul), 48 horas (verde) e 72 horas
(violeta) armazenadas em temperatura ambiente. De forma geral percebe-se
uma manutencdo do espectro em infravermelho nos diferentes modos
vibracionais. No entanto, percebe-se uma tendéncia de instabilidade em alguns
modos vibracionais, destacando: 1000-1100 cm', 1250- 1300 cm™', 1420-1460
cm?’ e 3100-3000 cm™ indicando necessidade de parametros de
armazenamento similares quando este modo vibracional for foco do estudo.
Adicionalmente, percebe-se uma maior variagdo das amostras em comparagao

as mesmas amostras armazenadas em gelo.

[66] A Figura 15 demonstra a comparagao do espectro entre a saliva aplicada
diretamente no cristal (preto), ou inserida na plataforma de amostra no formato
de pastilha de aluminio a 23°C (vermelho), inserida na plataforma de amostra no
formato de pastilha de aluminio a 37°C (azul), inserida na plataforma de amostra
no formato de pastilha de aluminio a 50°C (verde) ou inserida na plataforma de
amostra no formato de pastilha de aluminio a 80°C (violeta). Considerando que
o processo de secagem com temperaturas aumentadas permite uma aceleragéo
do procedimento de secagem da amostra, fato que tem uma grande
aplicabilidade industrial devido a possibilidade de utilizacdo do sistema em alta
escala, foi realizada analise das amostras que foram preparadas utilizando
diferentes temperaturas de secagem da amostra na plataforma de aluminio.
Apesar de diferencas no perfil espectral percebe-se que a saliva inserida
diretamente no cristal ATR (preto), saliva em 23°C (vermelho), saliva em 37°C
(azul), saliva em 50°C (verde) e saliva em 80°C (violeta) mantém a presenca de
todos os modos vibracionais, o que indica que podem ser utilizadas como
método de alta-escala desde que todas as amostras do estudo sejam secadas
na mesma temperatura. Em caso de alteracdo no padrdo de temperatura
percebe-se uma tendéncia de instabilidade em alguns modos vibracionais,
destacando: 900- 1200 cm™', 1250-1200 cm™ e 3300-2800 cm-'. O tempo de
secagem foi respectivamente de 37 minutos, 47 minutos, 19 minutos, 12 minutos

e 5.35 minutos, desta forma podendo o processo de secagem acelerar em até 7
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vezes 0 preparo da amostra usando a plataforma de amostra da presente

invencao, sem afetar na qualidade do espectro de infravermelho produzido.

[67] A Figura 16 demonstra a comparagao do espectro entre uma amostra de
gargarejo inserido na plataforma de amostra no formato de pastilha de aluminio
a 23°C (preto), a 37°C (vermelho), a 50°C (azul) ou a 80°C (verde). Considerando
que o processo de secagem com temperaturas elevadas permite uma
aceleracéo do procedimento de secagem da amostra, fato que tem uma grande
aplicabilidade industrial devido a possibilidade de utilizacdo do sistema em alta
escala, foi realizada analise de outra amostra bioldgica em diferentes
temperaturas da chapa quente. Apesar de diferengas no perfil espectral percebe-
se que o gargarejo de 3 mL de solugéo salina e agua por 10 segundos, gargarejo
em 23°C (preto), em 37°C (vermelho), em 50°C (azul) e saliva em 80°C (verde)
mantém a presencga de todos os modos vibracionais, o que indica que podem
ser utilizadas como método de alta-escala desde que todas as amostras do
estudo sejam secadas na mesma temperatura. O tempo de secagem foi
respectivamente de 48 minutos, 19 minutos, 12 minutos, e 4.4 minutos até a
formagao do filme, desta forma podendo o processo de secagem acelerar em
até 11 vezes utilizando a plataforma de amostra da presente invencédo, sem

afetar na qualidade do espectro de infravermelho produzido.

[68] A Figura 17 demonstra a comparagao do espectro entre lavado de swab
nasal aplicado diretamente no cristal (preto), ou inserida na plataforma de
amostra no formato de pastilha de aluminio a 23°C (vermelho), a 37 °C (azul),

50 °C (verde) ou a 80 °C (violeta). Como mencionado previamente, devido
a interferéncia do processo de secagem com temperaturas aumentadas para
grande aplicabilidade industrial devido a possibilidade de utilizagdo do sistema
em alta escala, foi realizada uma analise das amostras em diferentes
temperaturas de secagem para lavado de swab nasal. Apesar de diferengas no
perfil espectral percebe-se que o lavado de swab nasal inserido diretamente no
cristal ATR (preto), em 23°C (vermelho), em 37°C (azul), em 50°C (verde) e em
80°C (violeta) mantém a presenca de todos os modos vibracionais, o que indica
que podem ser utilizadas como método de alta-escala desde que todas as
amostras do estudo sejam secadas na mesma temperatura. O tempo de

secagem foi respectivamente de 204 minutos, 88 minutos, 73 minutos, 48
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minutos e 20 minutos para 4 aplicacbes por amostra, desta forma podendo o
processo de secagem da amostra acelerar em até 10 vezes o processo usando
a plataforma de amostra da presente invencdo, sem afetar na qualidade do

espectro de infravermelho produzido.

[69] A Figura 18 demonstra a comparagao do espectro entre amostras que
tiveram um processo de secagem a temperatura ambiente, diretamente na
plataforma de amostra em formato de pastilha de aluminio, ou com secagem
associada a adicdo de alcool 100% na proporgdo 1:1 com a amostra na
plataforma de amostra em formato de pastilha de aluminio. O perfil espectral
infravermelho com a adigdo de volume 1:1 de amostras de saliva e alcool 100%
para sobrenadante de saliva pura (preto), sobrenadante de saliva com alcool
100% (vermelho), saliva total pura (azul) e saliva total com alcool 100% (verde).
Percebe-se a manutengdo da expressao de todos os modos vibracionais e
também a auséncia de mudancga de perfil com o alcool 100%, o que pode ser
utilizado como estratégia microbicida para amostras contaminados com fungos,

virus e bactérias.

[70] O aspecto central da presente invengao € proporcionar uma plataforma
de amostra de baixissimo custo, reciclavel, e reutilizavel para recebimento de
amostras com respectiva secagem com intuito de formagao de biofilme de forma
rapida e permitindo armazenamento de amostras diretamente na pastilha para
mensuragao em plataformas foténicas (convencionalmente FTIR), sem interferir

na qualidade do espectro formado e com nivel baixissimo de ruido

[71] Na plataforma de amostra aqui descrita o sistema nao funciona como
elemento reflexivo interno (IRE) mas permite a secagem e armazenamento do

biofilme da amostra que se adere a pastilha.

[72] Para o protocolo de secagem até a formacao de biofilme foram testados
0s seguintes protocolos em temperatura ambiente e usando uma fonte de calor
para aquecer a plataforma de amostra, em que a fonte de calor pode ser por
exemplo uma chapa quente com temperatura entre 37°C a 80°C: (1) secagem
de biofluido puro (1pl =~4minutos); (2) secagem de biofluido misturado (1:1) em
etanol para rapida evaporagao e redugao de viabilidade de microrganismos; (3)

secagem de biofluido misturado (1:1) em metanol para rapida evaporagéo e
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reducao de viabilidade de microrganismos; (4) secagem de biofluido misturado
(1:1) em acetonitrila para rapida evaporacdo e reducdo de viabilidade de

microrganismos.

[73] A plataforma de amostra individual no formato de pastilha de aluminio &
utilizada em substituicdo aos slices de vidro pois o0 aluminio € um bom condutor
de calor e as laminas de vidro tem caracteristicas mais similares com isolante de
calor. Adicionalmente uma vantagem do uso de uma plataforma de amostra que
€ uma pastilha de aluminio ou com cobertura de aluminio € uma reducao de
custos da producdo das pastilhas e da flexibilidade de poder usa-las
individualmente, com pequenos volumes de amostra e possibilidade de
armazenamento das amostras sem utilizacdo de suporte. A plataforma de
amostra de aluminio pode ter um tamanho minimo da dimensao do elemento
reflexivo interno do proprio aparelho (geralmente 2,5 a 3 mm?) e podem ter
tamanhos maiores até 8 mm?2. Considerando que o aluminio € um bom condutor
de calor as pastilhas podem ter de 0,1 mm até 2 mm de espessura. As
plataformas de amostra podem ainda compreender um sistema de identificagcao
por numeros impressos diretamente na pastilha de aluminio, codigo de barras,

cbdigo QR, etiquetas ou qualquer outro sistema de identificacao.

[74] Este sistema pode ser adaptado em um sistema de ATR-FTIR de bancada
ou portatil, em que o acessoério de ATR (costumeiramente de diamante) tenha
tamanho inferior ao da plataforma de amostra de aluminio, sem necessidade de
qualquer alteracdo na configuragdo de espelhos ou angulo do feixe

infravermelho da plataforma de ATR-FTIR.

[75] A analise por técnicas fotbnicas, frequentemente o ATR-FTIR mas
também podem ser expandida para outras técnicas analiticas, com as amostras
sob as plataformas de amostra de aluminio da presente invengao permitem
analises univariadas de modos vibracionais, analises de segunda derivada,
analises multivariadas como PCA (Principal Component Analysis) e HCA
(Hierarquical Cluster Analysis) e andlises de aprendizado de maquina e

Inteligéncia Artificial.

[76] O presente pedido de patente refere-se a uma plataforma de amostra

individual para uso em sistema de espectroscopia de infravermelho (FTIR), ainda
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mais particularmente ATR-FTIR, em que a plataforma de amostra individual &
fabricada com material que compreenda boa condutividade térmica e baixa
interferéncia de ruido no espectro formado, mais particularmente feito ou
revestido de aluminio, ou por material com propriedades e caracteristicas fisico-
quimicas similares ao do aluminio. O referido material sendo selecionado do
grupo que consiste de: aluminio; ligas-metalicas de aluminio; e combinacao de
um outro material que possua boa condutividade térmica com o aluminio, mais
particularmente em que o referido outro material compreende o nucleo e este é

revestido por aluminio.

[77] A referida plataforma de amostra compreende um formato de pastilha
circular, ovalado, quadrado, retangular ou outro adequado para uso em um
sistema de espectroscopia de infravermelho. A plataforma de amostra
compreende ainda um tamanho minimo equivalente ao tamanho minimo da
dimensao do elemento reflexivo interno do aparelho de espectroscopia de
infravermelho, mais particularmente um tamanho que pode variar entre cerca de
2,5 mm? até 8 mm?, com uma espessura de pastilha que pode variar de cerca

de 0,1 mm até 2 mm.

[78] A referida plataforma de amostra pode compreender ainda meios para
identificagcdo da amostra a ser analisada, em que os referidos meios de
identificacdo podem ser impressos diretamente na plataforma ou fixadas na
plataforma no lado oposto ao que recebe a amostra ou nas laterais da
plataforma; em que os meios de identificagdo sdo selecionados do grupo que
consiste de: numeros, cédigos alfanuméricos, codigos de barras, codigos QR,

marcacgoes outras de identificagao ou etiquetas.

[79] O presente pedido de patente refere-se também a um sistema de
plataformas de amostra para uso em sistema de espectroscopia de
infravermelho em que o referido sistema compreende duas ou mais das referidas
plataformas de amostra individuais e ainda pode compreender uma estrutura de
suporte para as plataformas. A estrutura de suporte pode compreender regides
especificas para abrigar ou fixar cada uma das plataformas de amostra
individuais, de modo que possa ser configurada de acordo com a necessidade;
ou em que a estrutura de suporte pode compreender uma pluralidade de

plataformas individuais pré-definida e ja integradas a sua estrutura.
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[80] O presente pedido de patente refere-se ainda a um método para reduzir
o tempo e aumentar a escala de analise de amostras em um sistema de
espectroscopia de infravermelho em que o método compreende as etapas de
preparar as plataformas de amostra individuais, ou o sistema de plataformas de
amostra, com as amostras de interesse a serem analisadas e analisar as
amostras nas plataformas de amostra em um sistema de espectroscopia de

infravermelho.

[81] A etapa de preparar as plataformas ou sistema com as referidas amostras

compreendendo as etapas de:
- aplicagcao da amostra na plataforma de amostra; e
- secagem da amostra para formagao de biofilme.

[82] A etapa de aplicagdo da amostra podendo ser repetida, mais
preferencialmente de 2 a 4 vezes, cada aplicagao adicional intercalada com uma

etapa de secagem.

[83] A etapa de secagem da amostra podendo compreender diferentes
meétodos de secagem ou combinagao destes, como a exposig¢ao a temperatura
ambiente; ou aquecimento dentro de uma faixa de temperatura controlada e/ou

fluxo de ar controlado e/ou adicdo de substancia volatil na amostra.

[84] A etapa de secagem da amostra com temperatura controlada compreende
0 aquecimento da plataforma de amostra através de uma fonte controlada de
calor a uma temperatura que pode variar de 37°C a 80°C, sendo o tempo de

secagem reduzido quanto maior for a temperatura utilizada.

[85] A adicdo de substancia volatil compreende a adi¢gao de alcool 100% na
propor¢cao em volume de 1:1 com a amostra, preferencialmente em que o alcool

€ selecionado do grupo que consiste de: etanol, metanol e acetonitrila.
[86] O referido método ainda pode compreender as etapas de:

- identificacdo da amostra em que os referidos meios de identificagcao
podem ser impressos diretamente ou fixadas na plataforma de amostra no lado
oposto ao que recebe a amostra ou nas laterais da plataforma; em que os meios

de identificagdo séo selecionados do grupo que consiste de: numeros, cédigos



49

alfanuméricos, cédigos de barras, codigos QR, marcagdes outras de

identificagao ou etiquetas; e

- armazenamento da plataforma de amostra ou sistema de plataformas de
amostra ja com as amostras secas, em que o referido armazenamento ocorre

em ambiente refrigerado com gelo ou de baixa temperatura.

[87] O presente pedido refere-se ainda ao uso da plataforma de amostra
individual ou do sistema de plataformas de amostra, em que € em um método de

analise de amostras em um sistema de espectroscopia de infravermelho.

[88] O presente pedido de patente refere-se também a um Kit para
personalizacao e otimizagao de plataformas de amostra para uso em sistema de

espectroscopia de infravermelho em que compreende:
- uma pluralidade das referidas plataformas de amostra individuais; e

- ao menos uma estrutura de suporte compreendendo uma pluralidade de
regides especificas para abrigar ou fixar cada uma das plataformas de amostra
individuais, de modo que possa ser configurada de acordo com a necessidade

de uso.

[89] Areferida plataforma de amostra, sistema ou kit aqui descritos, podem ser
usados com amostras biolégicas para diagnoéstico de doengas ou em técnicas
forenses, detecgdo de compostos organicos e inorganicos com aplicagoes

industriais, na agropecuaria e em areas de toxicologia.

[90] Embora o presente pedido de patente tenha descrito a matéria objeto da
presente invengdo com um certo grau de detalhamento a titulo de ilustracéo e
exemplificacdo para fins de clareza e compreensao, sera evidente que certas
alteracbées e modificacbes podem ser praticadas no escopo das reivindicagdes

em anexo.

[91] Os exemplos descritos neste relatério ndo sao limitativos, permitindo que
um técnico no assunto altere alguns aspectos ou componentes da presente
invengao, equivalentes aos peptideos sintéticos, composi¢cdées ou usos aqui

descritos, sem se distanciar do escopo da presente invencgao.
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REIVINDICACOES

1. Plataforma de amostra individual para uso em sistema de espectroscopia
de infravermelho caracterizada a plataforma de amostra individual é fabricada
com material que compreenda boa condutividade térmica e baixa interferéncia

de ruido no espectro formado.

2. Plataforma de amostra de acordo com a reivindicagado 1, caracterizada
pelo fato de que o referido material € selecionado do grupo que consiste de:
aluminio; ligas-metélicas de aluminio; e combinagdo de um outro material que
possua boa condutividade térmica com o aluminio, mais particularmente em que

o referido outro material compreende o nucleo e este é revestido por aluminio.

3. Plataforma de amostra de acordo com a reivindicaggo 1 ou 2,
caracterizada pelo fato de que a referida plataforma de amostra compreende um
formato de pastilha circular, ovalado, quadrado, retangular ou outro adequado

para uso em um sistema de espectroscopia de infravermelho.

4. Plataforma de amostra de acordo com qualquer uma das reivindicagées 1
a 3, caracterizada pelo fato de que a plataforma de amostra compreende um
tamanho minimo equivalente ao tamanho minimo da dimensédo do elemento

reflexivo interno do aparelho de espectroscopia de infravermelho.

5. Plataforma de amostra de acordo com a reivindicagao 4, caracterizada
pelo fato de que a plataforma individual de amostra compreende um tamanho
que pode variar entre cerca de 2,5 mm? até 8 mm?, com uma espessura de

pastilha que pode variar de cerca de 0,1 mm até 2 mm.

6. Plataforma de amostra de acordo com qualquer uma das reivindicacoes 1
a 5, caracterizada pelo fato de a plataforma compreender ainda meios para
identificacdo da amostra a ser analisada, em que os referidos meios de
identificacdo podem ser impressos diretamente na plataforma ou fixadas na
plataforma no lado oposto ao que recebe a amostra ou nas laterais da
plataforma; em que os meios de identificagdo sdo selecionados do grupo que
consiste de: numeros, cédigos alfanuméricos, codigos de barras, codigos QR,

marcacgoes outras de identificagao ou etiquetas.
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7. Sistema de plataformas de amostra para uso em sistema de
espectroscopia de infravermelho caracterizado pelo fato de que compreende
duas ou mais plataformas de amostra individuais tal como descritas nas
reivindicacdes 1 a 6, e ainda pode compreender uma estrutura de suporte para

as plataformas.

8. Sistema de acordo com a reivindicagéo 7, caracterizado pelo fato de que
a estrutura de suporte pode compreender regides especificas para abrigar ou
fixar cada uma das plataformas de amostra individuais, de modo que possa ser
configurada de acordo com a necessidade; ou em que a estrutura de suporte
pode compreender uma pluralidade de plataformas individuais pré-definida e ja

integradas a sua estrutura.

9. Método para reduzir o tempo e aumentar a escala de analise de amostras
em um sistema de espectroscopia de infravermelho caracterizado pelo fato de
que compreende as etapa de preparar as plataformas de amostra individuais tal
como descrita em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 6, ou o sistema de
plataformas de amostra tal como descrito em qualquer uma das reivindicagcbes
7 ou 8, com as amostras de interesse a serem analisadas e analisar as amostras

nas plataformas de amostra em um sistema de espectroscopia de infravermelho.

10. Método de acordo com a reivindicagao 9, caracterizado pelo fato de que
a etapa de preparar as plataformas ou sistema com as referidas amostras

compreende as etapas de:
- aplicacdo da amostra na plataforma de amostra; e
- secagem da amostra para formagao de biofilme.

11. Método de acordo com a reivindicagao 10, caracterizado pelo fato de que
a etapa de aplicagcao da amostra pode ser repetida, mais preferencialmente de

2 a 4 vezes, cada aplicagao adicional intercalada com uma etapa de secagem.

12.  Método de acordo com a reivindicagao 10 ou 11, caracterizado pelo fato
de que a etapa de secagem da amostra pode compreender diferentes métodos
de secagem ou combinagao destes, como a exposi¢ao a temperatura ambiente;
ou aquecimento dentro de uma faixa de temperatura controlada e/ou fluxo de ar

controlado e/ou adi¢cdo de substancia volatil na amostra.
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13. Método de acordo com a reivindicagao 12, caracterizado pelo fato de que
a etapa de secagem da amostra com temperatura controlada compreende o
aquecimento da plataforma de amostra através de uma fonte controlada de calor
a uma temperatura que pode variar de 37°C a 80°C, sendo o tempo de secagem

reduzido quanto maior for a temperatura utilizada.

14. Método de acordo com a reivindicagao 12, caracterizado pelo fato de que
a adicao de substancia volatil compreende a adicdo de alcool 100% na proporgéo
em volume de 1:1 com a amostra, preferencialmente em que o alcool é

selecionado do grupo que consiste de: etanol, metanol e acetonitrila.

15. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 9 a 14,

caracterizado pelo fato de que o método ainda compreende as etapas de:

- identificacdo da amostra em que os referidos meios de identificacdo
podem ser impressos diretamente ou fixadas na plataforma de amostra no lado
oposto ao que recebe a amostra ou nas laterais da plataforma; em que os meios
de identificacdo séo selecionados do grupo que consiste de: numeros, cédigos
alfanuméricos, cdédigos de barras, codigos QR, marcagdes outras de

identificacado ou etiquetas; e

- armazenamento da plataforma de amostra ou sistema de plataformas de
amostra ja com as amostras secas, em que o referido armazenamento ocorre

em ambiente refrigerado com gelo ou de baixa temperatura.

16. Uso da plataforma de amostra individual tal como descrita em qualquer
uma das reivindicagdes 1 a 6, ou do sistema de plataformas de amostra tal como
descrito em qualquer uma das reivindicagbes 7 ou 8, caracterizado pelo fato de
que é em um meétodo de analise de amostras em um sistema de espectroscopia

de infravermelho.

17.  Kit para personalizagao de plataformas de amostra para uso em sistema

de espectroscopia de infravermelho caracterizado pelo fato de que compreende:

- uma pluralidade de plataformas de amostra individuais tal como descrita

em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 6; e

- ao menos uma estrutura de suporte compreendendo uma pluralidade de

regides especificas para abrigar ou fixar cada uma das plataformas de amostra
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individuais, de modo que possa ser configurada de acordo com a necessidade

de uso.
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Resumo da Patente de Invencdo: "PLATAFORMA DE AMOSTRA
REUTILIZAVEL PARA USO EM ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO,
SISTEMA, KIT, METODO E USO DA MESMA”.

O presente pedido de patente refere-se a uma plataforma de amostra
individual reutilizavel e sustentavel para uso em um sistema de espectroscopia de
infravermelho. A referida plataforma pode ser usada com amostras biolégicas
para diagndéstico de doengas ou em técnicas forenses, detecgédo de compostos
organicos e inorganicos com aplicagdes industriais, naagropecuariae em areas
de toxicologia. Ainda o presente pedido de patente refere-se a sistema de
plataformas de amostra compreendendo mais de uma plataforma de amostra
individual, um método para reduzir o tempo de preparo e aumentar a escala na
analise de amostras em um sistema de espectroscopia de infravermelho, bem
como um Kit para personalizagao e otimizacao da plataforma de amostra e o uso
da referida plataforma de amostra em um sistema de espectroscopia de
infravermelho, mais particularmente espectroscopia de infravermelho por

transformada de Fourier (FTIR).
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ABSTRACT

The diagnosis of coronavirus disease 2019 (COVID-19) frequently is performed
by nasopharyngeal swabs samples using RT-PCR tests, which are invasive, high
cost and uncomfortable. In this context, the combination of ATR-FTIR
spectroscopy and machine learning classification in saliva samples could provide
an alternative triage tool for COVID-19 using this non-invasive, label-free and
sustainable method. In a cross-sectional study to discriminate spectral salivary
components we evaluated saliva of COVID-19 ( n: 100) and non-COVID-19 (n :
100) subjects using ATR-FTIR coupled to a high-throughput device and machine
learning tool to assess the saliva of non-COVID-19 and COVID-19 patients. The
principal component analysis linear discriminant (PCA-LDA) analysis of salivary
infrared spectra showed sensitivity of 78%, specificity of 76% and accuracy of
77% between non-COVID-19 and COVID-19 patients. In summary, these data
highlight the potential of ATR-FTIR platforms coupled to a high-throughput device
as a sustainable, reagent free, and non-invasive tool to screening COVID-19

patients using machine learning classification.

Keywords: COVID-19, ATR-FTIR, machine learning, salivary biomarkers,
diagnosis, triage, SARS-CoV-2.
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1. Introduction

COVID-19 is a viral infectious disease caused by severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) '. This disease is a critical health issue,
which pose an unprecedented burden on public and private health-care systems
worldwide. COVID-19 diagnostics is still primarily based of viral RNA detection
through molecular techniques, such as RT-PCR and antigen tests. However,
these molecular tests have presented problems of sensitivity, including significant
false negative samples, especially when patients are asymptomatic or are in the
pre-symptomatic phase 23. The traditional COVID-19 diagnostic test using
invasive nasopharyngeal swab sample require trained frontline healthcare
workers to obtain appropriate sample in an uncomfortable collection for subjects
with suspected or confirmed COVID-19. Besides, the close contact of healthcare
workers and infected patients increase the infection risk to COVID-19. For that
matter, novel strategies for COVID-19 diagnosis are pivotal in the response to the
COVID-19 pandemic 4.

Attenuated total reflection (ATR) Fourier-transform infrared (FTIR)
platforms can analyze the interaction of infrared light with matter, when the
wavelengths absorbed by the sample are dependent on molecular vibrations of
molecular components °. The ATR-FTIR spectroscopy is a label-free and non-
destructive analytical technique © extensively used to study molecules in different
condition. Some reports have demonstrated its usefulness for disease detection,
such as Alzheimer’s disease /, malaria 8, ovarian °, colorectal '°, lung ', and brain
12 cancers. Complex samples have also been evaluated in systemic diseases
using principal component analyses (PCA) and partial least square (PLS) as
methodologies for unsupervised and supervised dimension reduction,
respectively, which are especially critical for multiple regression analyses 3.
However, artificial intelligence (Al) has enabled the reconfiguration of photonic
analyses through data management, overcoming constraints of hardware,
optimizing and stabilizing the equipment’s performance, especially when the
environment, including variations of temperature, light, humidity sample

distribution within the slit width and the user are considered. When photonics
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differentiation of samples are complex for the hardware to handle, the Al can offer
a better solution by incorporating variable data as part of the biological profile 4.

Some studies demonstrated COVID-19 biological fingerprint in saliva with
adequate accuracy to discriminate healthy subjects and COVID-19 patients
151617 |t was suggested that distinguishing features of salivary spectra are
associated with RNA assignments '8. A limitation for clinical application of
traditional ATR-FTIR technology is the water interference in infrared analysis and
its reduced capability to analyze large number of samples due to the need to dry
biological fluids in the internal reflection element (IRE). The samples were dried
during 5 min '8, 10 min '5; or 15 min ' in studies related to salivary diagnosis of
COVID-19 using saliva, which allows only 96, 48 or 32 salivary analyzes per
spectrophotometer during 8-hour work day. In this context, the development of
sustainable and low-cost device to dry samples in a hot plate may allow high-
throughput analysis. This sustainable and low-cost could be applicable to mass
screening in airports, schools, gate controls, or public events. Here, we
hypothesized that ATR-FTIR is capable to identify changes in salivary
components to be used as screening tool for COVID-19. The present study aimed
to compare infrared salivary components in non-COVID-19 and COVID-19
patients to be employed as an alternative salivary biomarker tool for COVID-19

screening.

2. Materials and methods

2.1- Ethical Aspects and Study design

All experimental procedures were carried out in accordance with the Code
of Ethics of the World Medical Association (Declaration of Helsinki) and were
approved by the Institutional Review Board of the UNA (protocol number
4.602.081). Written informed consent was obtained from the participants of the
present study before samples collection. Patients were recruited from Brazilian
decentralized health care centers created to expand testing capacity in
asymptomatic subjects or subjects with early symptoms of flu-like syndrome or

COVID-19. To perform this clinical trial, the nasopharyngeal fluid and saliva
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samples of individuals with suspected COVID-19 were simultaneously collected
from March to September 2021. The study included 200 subjects: 100 non-
COVID-19 subjects and 100 COVID-19 patients with confirmed SARS-CoV-2

detection.

2.2- Saliva and Nasopharyngeal Swab Sample Collection and Preparation

Unstimulated saliva was collected during 3 minutes in sterile conical
polypropylene tubes for ATR-FTIR analysis. Subjects were asked to refrain from
eating, drinking (except water), or smoking for at least 1 hour previous to the
saliva collection. The standard nasopharyngeal swab procedure was obtained by
a gently insert of swab along the nasal septum, close to the floor of the nasal
passage, to the nasopharynx, until resistance is felt '°. The nasopharyngeal
sample was used for SARS-CoV-2 detection in RT-PCR analysis. Salivary
samples were kept frozen at -20°C in the recruited centers and during transport
to the Nanobiotechnology Laboratory at UFU. The sample in nasopharyngeal
swab was inserted in 3mL of transport media (physiological saline 0.9%). The
nasopharyngeal swab samples with adequate volume (=2.0 mL) were maintained
at 4°C for less than or equal to 2 days, or frozen at —20°C when the RT-PCR
analysis were performed after 3 days. The data of RT-PCR were obtained by
medical records. The nasopharyngeal swab procedures were performed paired

with saliva collection.

2.3- Aluminium discs for high-throughput analysis

The high-throughput analysis has pivotal relevance in the laboratory
settings to translation of infrared biospectroscopy platforms for clinical screening
or diagnosis. The very low background infrared spectral interference of was used
to develop an aluminium sustainable and low-cost device to high-throughput
analysis 20, Saliva (10ul) were dried in a hot plate at 80°C under aluminium

devices for 5 minutes. This high-throughput devices permits 60 analysis per hour.

2.4- Salivary ATR-FTIR Spectroscopy
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The salivary spectra were performed in 4000-650 cm™ in ATR-FTR
spectrophotometer Cary 630 (Agilent Technologies) and using the MicroLab
software (Agilent Technologies) coupled to attenuated total reflectance (ATR)
component. The crystal material in ATR unit was a diamond disc as an internal
reflection element. The salivary pellicle penetration depth ranges between 0.1
and 2 ym and depends on the wavelength, incidence angle of the beam and the
refractive index of ATR-crystal material. Salivary biofilm was recorded on
aluminium devices. Before each sample analysis, the air spectrum was used as
a background. Each spectrum was obtained in a room with a temperature around

22-23°C, 4 cm of resolution and 32 scans were performed.

2.5- Discrimination Analysis Method

The salivary infrared spectral data analysis was divided into two stages:
pre-processing and classification. Pre-processing consisted of aggregation,
attribute selection and data transformation. The spectral data were truncated with
Amide A and lipidic region (3050-2800 cm™") associated with the biofingerprint
region (1800-900 cm™). Then, the baseline correction, normalization and/or
Savitzky-Golay smoothing filter was applied to each spectrum followed by a first
and second order derivative and pre-processed by vector normalization.

The classification models were tested with state-of-the-art machine
learning algorithms from first cohort using 70% for training and 30% for testing of
feature extraction coupled to discriminant analysis tools. The machine learning
algorithm was performed using several machine learning (ML) algorithms
combined during model training to select the better results. To measure the
results obtained, three performance measures consolidated in the literature were
used: sensitivity, specificity, and accuracy. The sensitivity or true positive rate is
the proportion of positives (COVID-19) that were correctly classified, and the
specificity or true negative rate is the proportion of negatives (non-COVID-19)
that were correctly classified. The accuracy is defined as the total number of

samples correctly classified considering true and false negatives 2'-22.

3. Results
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Demographic and metabolic laboratorial data of non-COVID-19 and
COVID-19 patients are described in table 1. As expected, the gender proportion
and age range were similar in both non-COVID-19 and COVID-19.

Table 1. Demographic characterization of non-COVID-19 and COVID-19

Parameters Non-COVID-19 COVID-19
Gender (M/F) 45/55 51/49
Age (median) 34 38

The analysis of the protocol using saliva plus under aluminium devices
inserted in a hot plate at 80°C as a rapid, low-cost and sustainable method to
high-throughput analysis showed similar spectra with saliva inserted direct in
internal reflection element (data not shown). This high-throughput devices

permits at least 60 analysis per hour.

Table 2. Patient symptoms

Symptom Cough Dyspnea Fever Coryza Myalgia Headache Sore Diarrhea Lossof Lossof

throat smell taste
Non-COVID-19 45 12 47 39 19 45 41 21 21 22
COoVID-19 30 9 27 16 11 25 18 11 36 40

The mean infrared raw spectra of saliva in the 4000 — 650 cm™" was
analyzed in saliva non-COVID-19 and COVID-19 patients indicating a detection

of saliva components as proteins, lipids, DNA/RNA and carbohydrates (Figure 1).
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Figure 1. Representative average and standard deviation ATR-FTIR spectra
(4000-650 cm™) in saliva of non-COVID-19 and COVID-19 patients.

The classification of machine learning algorithms showed the better
discrimination of the salivary spectra of non-COVID-19 and COVID-19 by
principal component analysis (PCA) - linear discriminant analysis (LDA). The
PCA-LDA analysis was performed in the spectra performed after feature
selection (FS) in the raw data (1800-900cm™" and 3050-2800cm-') showed the
higher discrimination. In this context, LDA analysis indicates 78% of sensitivity,
76% of specificity and 77% accuracy between non-COVID-19 and COVID-19
(Table 3). The others evaluated discrimination of machine learning algorithms

tested were described in table 3.
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Table 3. Discrimination of machine learning algorithms applied to classify of non-
COVID-19 and COVID-19.

Method Pre-processing (band) Sensibility Specificity Mean Accuracy
Raw data (1800-900cm-1; 3050-2800cm-1) 0,64 0,59 0,62 0,62
LDA

Rubberband+amida1 (1800-900cm-1; 3050-2800cm-1) 0,59 0,56 0,58 0,57
1st deriv, Savgolay (1800-900cm-1; 3050-2800cm-1) 0,56 0,53 0,55 0,54
Raw data (1800-900cm-1; 3050-2800cm-1) 0,55 0,57 0,56 0,56

PCA-LDA
Rubberband+amida1 (1800-900cm-1; 3050-2800cm-1) 0,55 0,55 0,55 0,55
1st deriv, Savgolay (1800-900cm-1; 3050-2800cm-1) 0,59 0,64 0,62 0,61
Raw data (1800-900cm-1; 3050-2800cm-1) 0,78 0,76 0,77 0.77

GA-LDA
Rubberband+amida1 (1800-900cm-1; 3050-2800cm-1) 0,70 0,75 0,73 0,73
1st deriv, Savgolay (1800-900cm-1; 3050-2800cm-1) 0,71 0,70 0,71 0,71

The vibrational modes at 954; 1026; 1041;1118; 1196; 1369; 1373; 1457;
1476; 1520; 1524; 1526; 1632; 2862; 2890; 2927 cm™' were used to applied in
PCA-LDA analysis was performed in the spectra performed after feature
selection (FS) in the raw data (1800-900cm-" and 3050-2800cm™") to discriminate
both samples (Table 4).
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Table 4. Selected Variable by PCA-LDA with their respective tentative

assignments.

Variable (cm) Tentative Assignment Reference
954 Symmetric stretching vibration of 23
v4PO%*, (phosphate of HA)

1026 Carbohydrates peak for solutions 24
1041 Symmetric PO, stretching in RNA 25
and DNA
1118 Symmetric stretching P-O-C 26
1196 Phosphate (P=0O) band 27
1369 Stretching C-N cytosine, guanine 26
1373 Stretching C-N cytosine, guanine 26
1457 Asymmetric CH3 bending modes of 28
the methyl groups of proteins
1476 Polyethylene methylene deformation 29
modes
1520 Amide Il (Proteins) 30
1524 Stretching C=N, C=C 26
1526 C=N guanine 26
1632 Ring C-C stretch of phenyl 23
2862 Stretching C-H (Lipids) 26
2890 Stretching C-H (Lipids) 23
2927 Stretching C-H (Lipids) 26

4. Discussion

The ATR-FTIR salivary platform coupled to a high-throughput device to
detect COVID-19 using machine learning classification proposed here could
provide a novel strategy for a sustainable, reagent free, and non-invasive tool to
analyze salivary changes promoted by COVID-19. This photonic platform
coupled to a sustainable and low-cost device to dry samples in a hot plate may
allow high-throughput analysis which can be attractive to the diagnostic

companies.

Although the ATR-FTIR spectrophotometer can be expensive, the cost can
be diluted in photonic diagnostic platforms application because the infrared

spectrum of each sample can be obtained without any reagent, which significantly
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reduces the cost of processing each sample. However, if the analysis on this
platform is performed with drying directly on the ATR-FTIR crystal, a small
number of samples could be analyzed daily, which could reduce its clinical
application to the population. The sustainable and low-cost device to high-
throughput analysis develop here permits at least 60 analysis per hour (or 480
during 8-hour work day).

It was showed that the limit of detection of inactivated y-irradiated SARS-
CoV-2 was 1582 copies/mL. It consistently indicates the capability of infrared
spectroscopy to detect unique SARS-CoV-2 fingerprint '8. Previously, we and
others research groups showed that saliva has potential to be used in infrared
biophotonic platform with adequate accuracy to discriminate healthy subjects and
COVID-19 patients 4 5 1617 The distinguishing features described here were
related to carbohidrates, RNA, proteins and lipids. The changes in RNA of
salivary spectra were previously related with RNA assignments 8.

It is important highlight that the present study compared asymptomatic or
mild symptomatic subjects at an outpatient level divided into non-COVID-19 or
COVID-19 according to RT-PCR in samples collected with nasopharyngeal swab.
On the other hand, the higher sensibility (99.2%) and specificity (100%) described
in another work 6, could be related with changes in samples collection. For the
non-COVID-19 group the samples were obtained from February 2019 to
February 2020 in healthy subjects without COVID-19-related symptoms and
COVID-19 samples were recruited from hospitalized patients potentially receiving
medication and in a different collection period from the control samples (May
2020 to March 2021) .

In summary, we develop an ATR-FTIR salivary platform coupled to a high-
throughput device to detect COVID-19 using machine learning classification. This
platform could provide a novel strategy for a sustainable, reagent free, and non-
invasive tool to screening COVID-19 and non-COVID-19 salivary samples. This
high-throughput device provides a more cost-effective analysis for frequent
monitoring of COVID-19 using saliva. Further improvements of sensitivity and
specificity in this screening platform could be achieved by inclusion of additional

samples in the machine learning algorithms.
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