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(57) Resumo: PROCESSO DE FORMACAO DO IMUNOSSENSOR IMPEDIMETRICO PARA
DIAGNOSTICO DO HUANGLONGBING (HLB), IMUNOSSENSOR IMPEDIMETRICO E SEU USO. O
presente pedido de patente consiste da elaboragédo de um transdutor modificado com nanoparticulas
magnéticas modificadas com aminosilano e recobertas com anticorpos policlonais anti-HLB, assim
como o imunossensor e 0 seu uso. A andlise quimica € realizada por meio da interacao bioldgica
antigeno-anticorpo e detec¢do empregando a técnica eletroquimica de espetroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS). A presente invencéao refere-se ao desenvolvimento de um dispositivo de deteccéo
e quantificacdo impedimétrica, voltado a area citricola no diagnéstico de HLB (greening). O
imunosensor impedimétrico, que mede a interagdo antigeno-anticorpo por impedancia, composto por
um anticorpo sintético inédito desenvolvido especificamente para identificacdo deste antigeno,
associado a particula magnética, resultando em um anticorpo imobilizado sobre particula magnética. A
base tecnoldgica permite o desenvolvimento de kits diagndstico e equipamentos portateis para
identificacdo do antigeno em amostras.
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PROCESSO DE FORMACAO DO IMUNOSSENSOR IMPEDIMETRICO PARA
DIAGNOSTICO DO HUANGLONGBING (HLB), IMUNOSSENSOR IMPEDIMETRICO
E SEU USO.

INTRODUCAO

[001] O presente pedido de patente consiste da elaboragcdo de um transdutor modificado
com nanoparticulas magnéticas modificadas com aminosilano e recobertas com
anticorpos policlonais anti-HLB, assim como o imunossensor e 0 seu uso. A andlise
quimica € realizada por meio da interacdo biolégica antigeno-anticorpo e deteccao
empregando a técnica eletroquimica de espectroscopia de impedancia eletroquimica
(EIS).

CAMPO DE APLICACAO

[002] A presente invencdo se insere no campo da biotecnologia e quimica analitica e
descreve um dispositivo de deteccdo e quantificacdo impedimétrica, voltado a area
citricola no diagnéstico de HLB (“greening”).

ESTADO DA TECNICA

[003] O Brasil € um dos paises com maior atividade agroindustrial. Dentre elas destaca-
se a citricultura, setor com ampla estruturacédo organizacional e dispondo de fundacfes
empresariais de assessoria e monitoramento da producéo e qualidade dos citros. De
acordo com Pesquisa de Estimativa de Safra (PES) do Fundo de Defesa da Citricultura
(FUNDECITRUS), o cinturdo citricola de Sao Paulo/Triangulo Mineiro foi responséavel
pela producéao de 10,77 milhGes toneladas de laranjas na safra 2021/2022. No entanto,
h& diversas doencas causadas por diferentes agentes que atacam pomares de laranja e
prejudicam a producao.

[004] O Huanglongbing (HLB), ou conhecido como “greening”, relatado inicialmente em
1919 na China e descrito como doenca bidtica em 1956, atualmente, esta presente em
todo o cinturdo citricola de S&do Paulo/ Minas Gerais. O HLB causa deterioracdo das
arvores contaminadas, diminuindo a produtividade pela queda de frutos e a qualidade
dos frutos, pela alteracdo na qualidade do suco. Desta maneira, diferentes topicos em
relacdo a resolucdo desta problemética vém sendo examinados, 0s quais podem ser
ressaltados, como estudos referentes a incidéncia, epidemiologia e distribuicdo do HLB
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(Da Graca et al. Huanglongbing: An overview of a complex pathosystem ravaging the
world’s citrus. Journal of Integrative Plant Biology, 58(4), 373-387, 2015.
(https://doi.org/10.1111/jipb.12437). De acordo com Graga e colaboradores, o controle
do inseto vetor, o desenvolvimento de modificacdo genética e a busca por genétipos
resistentes ao HLB, constituem em alternativas que podem ser utilizadas.

[005] O HLB € uma fitopatologia que afeta severamente a citricultura mundial e visto que
o0 Brasil é o maior produtor de laranja do mundo, a incidéncia do HLB em S&o
Paulo/Minas Gerais foi de 24,42%, equivalente a 48,7 milhdes de laranjeiras. No Brasil
o HLB é associado a presenca das bacterias Candidatus Liberibacter asiaticus e Ca. L.
americanus, ambas transmitidas para as plantas de citros pelo psilideo Diaphorina citri
que se alimenta da seiva elaborada presente no floema das plantas de citros. Ca. L.
asiaticus é a bacteria predominantemente associada ao HLB no Brasil, enquanto Ca. L.
americanus nao é detectada em pomares ha quatro anos.

[006] Devido a importancia fitosanitaria e econdbmica, se faz necessario 0
desenvolvimento de um dispositivo capaz de monitorar de forma rapida, sensivel,
seletiva e de baixo custo o HLB em plantas citricas, visto que, a metodologia utilizada
para diagnostico de HLB em citros é o teste molecular por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), que apesar de exibir uma alta sensibilidade e especificidade,
necessita de um corpo técnico altamente especializado e infraestrutura fisica/laboratorial
extremante estabelecida, com elevado custo das andlises, ainda mais ndo sendo
possivel a execucdo das medidas de diagnésticos em campo.

[007] A deteccdo em campo das plantas infectadas com HLB, geralmente, é realizada de
forma subjetiva, através da observacao de visuais em folhas. O sintoma diagndstico é
denominado de mosqueado, com manchas verdes e amarelas delimitadas pelas
nervuras. Porém, estes sintomas nem sempre sao tipicos e podem ser confundidos com
outras doencgas, como por exemplo, a Gomose, com algumas das deficiéncias de
micronutrientes, como zinco ou cobre, ou mesmo com a anomalia genética conhecida
como wood pocket, sendo de dificil caracterizacdo sintomatdgica em limdes verdadeiros.
Ha que se considerar também o periodo de incubacdo da bactéria, em média 6 meses,
que dificulta a detecgéo e o controle da contaminag&o no pomar.
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[008] Diante das caracteristicas apresentadas pelas HLB, sdo empregadas atualmente
medidas de controle do HLB em pomares citricolas, como: aplicacdo de defensivos
agricolas com a finalidade de contencéo do inserto vetor, erradicagdo de plantas que
favorecam a cépula do inseto vetor nos municipios produtores de citros, em especial a
murta ou dama da noite (Murraya paniculata) e apds diagndéstico positivo de plantas
citricas, deve-se realizar a eliminacéo destas.

[009] O diagnéstico laboratorial mais utilizado atualmente é o teste molecular por reacéo
em cadeia da polimerase (PCR) (Teixeira et al. Distribution and quantification of
Candidatus Liberibacter americanus, agent of Huanglongbing disease of citrus in Séo
Paulo State, Brasil, in leaves of an affected sweet orange tree as determined by PCR.
Molecular and Cellular Probes, 22(3), 139-150, 2008.
(https://doi.org/10.1016/j.mcp.2007.12.006).

[010] A literatura registra também a avaliacdo das folhas de citros empregando
espectroscopia de emissdo com plasma induzido por “laser’ (LIBS) e quimiometria
(Pereira et al. Evaluation of the effects of Candidatus Liberibacter asiaticus on inoculated
citrus plants using laser-induced breakdown spectroscopy (LIBS) and chemometrics tools.
Talanta, 83(2), 351-356, 2010. (https://doi.org/10.1016/j.talanta.2010.09.021), assim
como através de imageamento espectrométrico (Pontes et al., 2020; Pontes JGM,
Vendramini PH, Fernandes LS, Souza FH, Pilau EJ, Eberlin M, Magnani RF, Wulff NA,
Fill TP. 2020. Mass spectrometry imaging as a potential technique for diagnostic of
Huanglongbing disease using fast and simple sample preparation. Scientific Reports, 10,
13457-13457; 10.1038/s41598-020-70385-4). Diante busca na literatura nao se
identificou metodologia eletroanalitica para a deteccéo do HLB.

[011] Biossensores sédo definidos pela Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC), como dispositivos analiticos constituidos pelo elemento bioldgico reconhecedor,
0 qual pode ser uma enzima, anticorpo, antigeno, proteina, organela ou uma célula
inteira, associado a um transdutor fisico-quimico, que consiste em um elemento que
transforma o sinal resultante da interagéo do analito com o elemento biolégico num sinal
fisico mensurdvel e que pode ser mais facilmente medido e quantificado, e um

amplificador de sinal, que é responsavel pela leitura e processamento eletrénico da
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medida (Hammond, et al. Electrochemical biosensors and nanobiosensors. Essays in
Biochemistry, 60(1), 69—-80, 2016. https://doi.org/10.1042/EBC20150008) e (Thévenot, et
al. Electrochemical biosensors: recommended definitions and classification 1
International Union of Pure and Applied Chemistry: Physical Chemistry Division,
Commission 1.7 (Biophysical Chemistry); Analytical Chemistry Division, Commission V.5
(Electroanalytic. Biosensors and Bioelectronics, 16(1-2), 121-131, 2001.
(https://doi.org/10.1016/S0956-5663(01)00115-4).

[012] Os imunossensores sdo dispositivos analiticos usados para detectar o evento de

ligacdo entre o anticorpo (Ac) e o antigeno (Ag) com a formacgédo de um complexo estavel,
apresentam alta seletividade e sensibilidade (Felix, F. S., & Angnes, L. Electrochemical
immunosensors — A powerful tool for analytical applications. Biosensors and
Bioelectronics, 102, 470-478,2018. https://doi.org/10.1016/j.bi0s.2017.11.029),
tornando-os muito atrativos para muitas aplicacdes em diferentes campos da ciéncia.
Dentre os diferentes tipos de biossensores destaca-se 0s eletroquimicos, onde a
grandeza fisica mensuravel esta relacionada com as caracteristicas elétricas do sistema,
podendo ser aferido potencial elétrico, corrente elétrica, carga elétrica, condutancia,
entre outras.

[013] Os anticorpos (Ac) sdo glico-proteinas de conformacao globulinas, imunoglobulinas
(lg) que apresentam em geral um peso molecular de ~150 kDa. Estas globulinas s&o
produzidas por linfocitos B e reagem de forma especifica ao antigeno (Ag) que induziu a
sua producao. Os Ac apresentam estrutura na forma “Y” e uma regido constante pesada
(Fc) e duas cadeias variaveis (Fab), onde ocorre o reconhecimento e formacédo do
complexo Ag-Ac.

[014] Na literatura é reportado trabalhos utilizando imunossensores eletroquimicos na
deteccdo de diversos analitos. Uliana e Yamanaka (Uliana, C. V., & Yamanaka, H.
Immunosensor for Detection of the Textile Dye Disperse Orange 1 Based on Non-
conventional Competitive Assay. Electroanalysis, 32, 70-75, 2020.
https://doi.org/10.1002/elan.201900059) descreveram o desenvolvimento e aplicacao de
imunossensor amperomeétrico para deteccéo e quantifiagdo de corante textil 4-anilino-4'-

nitroazobenzene (“Disperso Orange 1”) em amostragem de &gua fluvial. Os autores
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associaram o uso de mNP e anticorpos, assim, foi possivel a pré-concentracéo do analito
e nao foi necessario etapa de preparo da amostra, devido ao emprego das mNP. O
dispositivo apresentou alta especificidade quando colocado em contato com diferentes
corantes.

[015] Mendes e colaboradores, (Mendes et al. A disposable voltammetric immunosensor
based on magnetic beads for early diagnosis of soybean rust, 166-167, 135-140, 2021.
https://doi.org/10.1016/j.snb.2012.02.004.), utilizaram mNP modificadas com proteina G
para a imobilizacdo de Ac anti-micélio de Phakopsora pachyrhizifoi, desta forma,
desenvolvendo um biossensor voltamétrico para a deteccéo e quantificacdo de ferrugem
asiatica da soja. No trabalho os pesquisadores empregaram o uso de eletrodos
descartaveis do tipo impresso de carbono serigrafados e o imunoteste foi do tipo
sanduiche, utilizando um anticorpo secundario marcado com a enzima fosfatase alcalina.
O dispositivo apresentou bom potencial para diagndéstico precoce da ferrugem da soja
em campo com baixo custo e facil manuseio.

[016] Devido a caracteristica inventiva dos imunossensores eletroquimicos, podemos
destacar sua vasta aplicabilidade em diferentes areas, como na saude visto o depdésito
BR102019002803-3, onde os inventores descrevem método imunossensor
eletroquimico para deteccdo do biomarcador cardiaco troponina | onde foi empregado
como substrato eletrodo de trabalho de grafite modificado com oxido de grafeno reduzido.
Para imobilizacdo de IgM anti-troponina | foi realizado etapa prévia de polimerizacdo de
tiramina sobre a superficie de trabalho. A deteccdo e quantificacdo de troponina | em
amostras de soro foi realizada por voltametria de pulso diferencial (VPD).

[017] Na pecuéria ha deposito de numero BR102015030443-9, em que os inventores
descrevem IMUNOSSENSOR PARA APLICAC}AO DIAGNOSTICA DA CISTICERCOSE
BOVINA, em que foram empregados um eletrodo automontado, que compreende uma
matriz de imobilizacéo de fibroina da seda para o anticorpo monoclonal da classe IgM.
O monitoramento em amostras de soro foi realizado por meio da técnica de voltametria
ciclica (VC).

[018] Diante das diferentes tecnicas eletroquimicas, podemos ressaltar a Espectroscopia
de Impedéancia Eletroquimica (EIS), baseada na analise da resposta linear da relagéo
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perturbacao/resposta (funcéo de transferéncia) quando uma perturbacao do tipo senoidal
é aplicada no eletrodo de trabalho. E uma ferramenta de medicdo que permite avaliagio
de processos faradaicos e nao-faradaicos na interface eletrodo/solucdo em funcéao de
um potencial elétrico alternado (E«), em uma amplitude constante, gerando uma corrente
alternada de resposta ((I) em funcdo do tempo em sistema eletroquimico contendo um
eletrodo de trabalho (Et), um eletrodo de referéncia (Er) e um eletrodo auxiliar (Ea). A
raz&o entre as duas grandezas é demoninada de impedéancia eletroquimica (Zw).

[019] Na literatura é reportado o desenvolvimento de imunossensores empregando a
técnica de EIS. Johnson e colaboradores, (Johnson et al. Sensitive Affimer and Antibody
Based Impedimetric Label-Free Assays for CReactive Protein, Analytical Science, 84,
6553-650, 2021. https://doi.org/10.1021/ac300835b) imobilizaram Ac policlonais anti-
proteina C reativa sobre superficie de ouro. Para a constru¢cdo do imunossensor, 0s
pesquisadores modificaram a superficie de trabalho com carboxi-PEG12-tiol, formando
uma camada autoorganizada. Devido as caracteristicas da técnica de EIS os autores
demostraram uma faixa linear de trabalho 0 nM a 1000 nM, e constante de dissociacdo
(Kd) igual 75 nM = 10 nM, exibindo dessa forma que o dispositivo desenvolvido pode ser
aplicavel na detc¢éo e quantificacao de proteina C reativa sérica em fase aguda.

[020] Rocha e colaboradores, (Rocha et al. Label-free impedimetric immunosensor for
detection of the textile azo dye Disperse Red 1 in treated water. Sensors and Actuators
B: Chemical, 236, 52-59, 2016. https://doi.org/10.1016/j.snb.2016.05.040),
desenvolveram imunossensor impedimétrico para a determinacdo do corante azo téxtil
Disperse Red 1 (DR1). Anticorpos anti-DR1 (Ab anti-DR1) foram acoplados com sucesso
a superficie do eletrodo de carbono vitreo (GCE) por ligacdo usando grupos carboxilicos
ativados eletroquimicamente gerados. O trabalho demonstrou faixa linear de trabalho
com a concentracao de DR1 na faixa de 8,40 nM a 100 nM, limite de detec¢éao (LOD =
2,52 nM) e quantificacdo (LOQ = 8,40 nM). Os autores realizaram avaliacao da reposta
impedimétrica, apos contato com outras moléculas interferentes da classe de corantes
azo, foi constado que n&do nenhuma interferéncia significativa no sinal avaliado. O
dispositivo foi aplicado no monitoramento de residuos de corante em amostra de agua

da torneira enriquecida com 20,0 nM DR1, apresentado uma recuperacgdo satisfatoria de
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98,5%. Os autores concluiram que o imunossensor proposto € simples, relativamente
barato e apresenta boa sensibilidade para esta aplicacao.

[021] Os inventores do depdsito BR 10 2016 030817 8, Imunossensor impedimétrico para
deteccdo e quantificagcdo de bactérias redutoras de sulfato pela presenca da enzima
APS-redutase, utilizaram de eletrodos comerciais de ouro interdigitais (IDEs) Dropsens
G-IDEAUS como transdutor para monitoramento do risco de biocorrosdo em sistemas de
producdo de petrdleo com foco na construcdo de biossensores para deteccdo de BRS
com base na utilizagdo de anticorpos monoclonais e policlonais como moléculas de
reconhecimento de enzima APS-redutase. O IDE é conectado a um potenciostato com
analisador de frequéncia adequado para realizar espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS).

[022] WO2020070486 Methods for immunoassays using electrochemical measurement,
em que os inventores divulgam um método para detectar um evento de ligacdo entre um
antigeno e anticorpo utilizando da técnica de EIS como técnica de deteccado direta da
presenca ou auséncia do alvo de estudo. Os inventores utilizaram um anticorpo anti-
proteina C reativa, adsorvido fisicamente ou conjugado quimicamente a superficie do
eletrodo de ouro, possibilitando a deteccéo de proteina C reativa em amostras biolégicas
como sangue total ou um componente sanguineo, como soro ou plasma.

[023] Metodologia eletroanalitica, como os biossensores eletroquimicos apresentam-se
como uma op¢ao viavel, uma vez que sao dispositivos bastante sensiveis, de baixo custo
de analise, podem ser miniaturizados e empregados para medida em campo. (Thévenot,
et al. Electrochemical biosensors: recommended definitions and classification 1
International Union of Pure and Applied Chemistry: Physical Chemistry Division,
Commission 1.7 (Biophysical Chemistry); Analytical Chemistry Division, Commission V.5
(Electroanalytic. Biosensors and Bioelectronics, 16(1-2), 121-131, 2001.
(https://doi.org/10.1016/S0956-5663(01)00115-4).

[024] A técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS), baseada na

analise da resposta linear da relacédo perturbagcéao/resposta quando uma perturbacao do

tipo senoidal é aplicada no sistema eletroquimico. E uma ferramenta ndo destrutiva de
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medicao, proporciando assim uma resposta rapida e sensivel das mudancas ocoridas
nas interface de trabalho.

[025] A nanotecnologia € uma temética que se refere a ciéncia e tecnologia de projetar,
construir, manipular e compreender materiais e sistemas em nanoescala (tamanho
variando de aproximadamente 1 a 100 nm), o que demonstrou impactos abrangentes em
uma miriade de aplicacdes. Dentre os diferentes nanomateriais, podemos ressaltar
nanoparticulas magnéticas (mNP) como a magnetita (FesOa4).

[026] O uso de nanotecnologia demonstrou impactos abrangentes em uma miriade de
aplicacdes nas areas da saude, meio ambiente, energia e agricola. Dessa maneira o
desenvolvimento de biossensores baseados em nanomateriais, dentre 0s quais
podemos ressaltar nanoparticulas magnéticas, magnetita, possibilitam uma maior
aplicabilidade de sistemas de diagnosticos em campo.

[027] Para a presente invencdo a magnetita € o nanomaterial mais adequado, pois esta
apresenta baixa ou nenhuma toxidade, alta biocompatibilidade, possibilita um aumento
da area superficial e/ou diminuicdo da resisténcia a transferéncia de carga e exibe
comportamento superparamagnético, sendo assim, uma facil separacdo do meio
reacional (Hammond, et al. Electrochemical biosensors and nanobiosensors. Essays in
Biochemistry, 60(1), 69-80, 2016. https://doi.org/10.1042/EBC20150008) e (Lv, et al.
Engineering nanomaterials-based biosensors for food safety detection. Biosensors and
Bioelectronics, 106, 122-128, 2018. (https://doi.org/10.1016/j.bi0s.2018.01.049).

[028] E reportado na literatura o trabalho de Freitas e colaboradores (Freitas et al.
Ultrasensitive immunoassay for detection of Citrus tristeza virus in citrus sample using
disposable  microfluidic  electrochemical device. Talanta, 205(1), 2019.
doi.org/10.1016/j.talanta.2019.07.005), onde é descrito um imunossensor eletroquimico
para a deteccdo e quantificacdo de Tristeza dos Citrus (CTV), causada pelo virus Citrus
tristeza virus. Neste trabalho foram empregadas nanoparticulas magnéticas modificadas
com anticorpo anti-CTV, evidenciando que o uso de nanomateriais, em especial
nanoparticulas magnéticas favorecem a captura e deteccdo de Ag em amostras

complexas.
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[029] Diante do exposto, se faz necessario um dispositivo impedimétrico para deteccéo
e quantificagdo de HLB (“greening”) que apresente baixo custo e aplicabilidade em
campo, assim é vantajoso o emprego de nanoparticulas magnéticas associadas a
anticorpos, tendo como finalidade a captura de antigeno, e a diminuicdo das etapas de
preparo de amostra.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[030] A presente invencdo refere-se ao desenvolvimento de um imunossensor
impedimétrico para a detec¢éo e quantificacdo de HLB (“greening”), baseado no uso de
nanoparticulas magnéticas modificadas com APTES e técnica de espectroscopia de
impedancia eletroquimica.

[031] Nanoparticulas magnéticas: Na presente invencao as nanoparticulas magnéticas
(mNP), magnetita (FesOa4), foram sintetizadas de forma simples pelo método de co-
precipitacdo utilizando a proporcdo 1:2 Fe?* e Fe?®*, respectivamente em meio alcalino
utilizando NH4OH. Posteriormente foi realizado a modificagdo da superficie das mNP
com o (3-aminopropil)-trietoxisilano (APTES).

[032] Biossensores impedimétricos: Na presente invencao as medidas de eletroquimicas
foram realizadas em um potenciostato/galvanostato Metronm Autolab® 302N contendo
modulador de frequéncia FRA32M Metrohm Autolab® conectados a microcomputador
pessoal. Foi utilizado uma célula eletroquimica convencional com trés eletrodos, sendo

estes um eletrodo referéncia de Ag|AgCI|KCl, | eletrodo auxiliar de platina (Pt) e

miL"
como eletrodo de trabalho de carbono vitreo com diametro de 3,0 mm, area geométrica
de 7,069 mm?, contendo em seu interior um ima de neodimio (NGCE). Antes de cada
medida de EIS o mGCE foi polido em lixa d’agua com granulosidade 4000, lavado com
EtOH e H20 Milli-Q e seco em Na.

[033] Para medidas de EIS a sonda redox Fe(CN)Z’* constituida pelos compostos
ferricianeto de potéassio e ferrocianeto de potassio na concentracédo equimolar de 5,0 mM
em meio de KCl a uma concentracédo de 500,0 mM. Todas as medidas foram realizadas
aplicando potencial de circuito aberto (OCP) com tempo de estabilizacdo de
120 segundos, a onda senoidal foi modulada no intervalo de frequéncia (f) de 50 kHz a

10 mHz com amplitude de modulagéo (a) de 10 mV (rms), a 10 pontos por década.
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[034] Imobilizacdo dos anticorpos: A presente invencao fez o uso de glutaraldeido como
via de imobilizacdo dos anticorpos policlonais produzido comercialmente em coelho
obtidos comercialmente RHEA BIOTECH, anti pep-Omp, ap0s etapa de imobilizacdo dos
Ac, foi realizado bloqueio com solugdo aquosa de glicina. Seguidamente a material foi
colocado sob incubacéao por 3 horas em agitador horizontal a temperatura ambiente parta
captura de Ag pelos Ac inseridos sobre a superficie das MNP@A. O Ag empregado foi o
peptideo sintético constituido de 20 aminoacidos, ([NH2]-FPRSFQMGFIILFYAIFGLS-
[OH] e obtido comercialmente, da proteina OMP da bactéria Ca. L. asiaticus. Entre cada
etapa de imobilizacdo de Ac, bloqueio e captura de Ag foram realizadas trés etapas de
lavagem com solucdo tampao fosfato salino (PBS) 10 mM pH 7,5. Para separacao das
MNP@A-Ac do meio, foi aplicado campo magnético externo utilizando ima de neodimio
(NdzFe14B).

[035] A presente invencéo € explicada em mais detalhes pelos exemplos a seguir, sem,
contudo, ser limitada pelos mesmos.

Exemplos de concretiza¢gOes da invencao:

1.Sintese e modificagdo de mNP

[036] As nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro (mNP), foram sintetizadas pelo
método de co-precipitacao (Kim, H., & Kim, D. Polysuccinimide graft copolymer nano
aggregates encapsulating magnetites for imaging probe. Macromolecular Research,
20(3), 259-265, 2012. https://doi.org/10.1007/s13233-012-0052-z). Inicialmente foram
pesados em um bequer 4,85 g de FeCl3.6H20 e 1,92 g de FeCl2.4H20, estes foram
dissolvidos primeiramente em 5 mL de HCI concentrado e adicionados sobre 75 mL de
H20.

[037] Posteriormente o béquer a solucdo foi colocada sob fluxo de N2 por 30 min e
agitacdo mecéanica a uma velocidade de 800 rpm, em seguida foram adicionados 15 mL
de NH4OH concentrado, o meio reacional foi mantido sob fluxo de N2 e agitagcdo durante
30 min, totalizando um tempo de uma hora, a reacédo quimica geral de formacéao das
MNP esté descrita na Equacao 1. Exibido na Figura 1a.

ZFQ(S‘ZD + Fe(zaz) il Fe304(5) + 4H20(l) (Eq 1)
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[038] As nanoparticulas de 6xido de ferro, magnetita (FesOa4), foram lavadas H20 Milli-Q
até atingir pH 7,0 e entre cada etapa de lavagem foi descartado o sobrenadante e o
precipitado foi separado utilizando um imé& de neodimio, posteriormente foram suspensas
em um volume de 80 mL de H20, atingindo uma concentracéo de 28,2 mg mL*. Com o
intuito de amentar a forca magnética das mNP foi realizado um tratamento térmico, para
isso a suspensado contendo o material foi colocado em baldo de fundo redondo, o qual
foi conectado a um condensador a temperatura de 15 °C e levado a banho de glicerol a
uma temperatura de 80 °C por 6 horas com agitacdo magnética a uma velocidade de
800 rpm sob fluxo de N2, posteriormente foi realizado etapa de silanizagéo.

[039] Visando a insercdo de grupos passiveis de ligacdo com Ac, foi transferido para um
baldo de fundo redondo um volume de 35 mL das mNP previamente sintetizadas e
tratadas termicamente, as quais foram separadas magneticamente com um ima de
neodimio e ressuspensas em 250 mL de uma solucdo de etanol absoluto/H20 1:1 (v/v)
(Shen et al., 2004). Em seguida foram ultrasonificadas por 5 min e adicionados 357,7 uL
de APTES, sendo a razdo de APTES no meio de 1,43 yL mL*. Em seguida o sistema,
foi colocado sob fluxo de N2, com agitacdo magnética a uma velocidade de 800 rpm a
temperatura de 40 °C por 60 min, formado assim as mMNP@A. Apos esta etapa o meio
foi lavado com H20 por 5 vezes e ressuspenso em 35 mL de H20, permanecendo na
concentragdo final de 26,11 mg mL* (Del Campo et al. Multifunctional magnetite and
silica—magnetite nanoparticles: Synthesis, surface activation and applications in life
sciences. Journal of Magnetism and Magnetic Materials, 293(1), 33-40, 2005.
(https://doi.org/10.1016/j.jmmm.2005.01.040).

[040] Ap0s etapa de sintese das MNP e modificacdo com APTES (MNP@A), estas foram
caracterizadas, por espectroscopia na regido do infravermelho médio com transformada
de Fourier. Os espectros foram obtidos pela técnica de reflectancia total atenuada (ATR),
utilizando cristal de diamante, 100 varreduras no intervalo de 4000 a 400 cm™ .

[041] Os espectros de FTIR mostrados na Figura 2 indicam que mNP apresentou uma
banda de transmissdo em 550 cm™ a qual é referente ao estiramento da ligagédo Fe-O,
gue mMNP@A apresentou uma banda em 975 cm™ e 1115 cm™, indicando que ha uma
vitrificacdo da superficie das mNP, outra banda em 1625 cm™ referente vibracdo C-N,
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dessa forma indicado que houve a modificacao da superficie das MNP pelo APTES (Del
Campo et al. Multifunctional magnetite and silica—magnetite nanopatrticles: Synthesis,
surface activation and applications in life sciences. Journal of Magnetism and Magnetic
Materials, 293(1), 33-40, 2005. https://doi.org/10.1016/j.jmmm.2005.01.040).

2. Imobilizacédo de anticorpos sobre as MNP@A

[042] Para imobilizacdo dos anticorpos policlonais anti-HLB inicialmente foi pipetado em
microtubos plastico 14,2 uL de mNP@A na concentracdo de 26,11 mg mL?, e
ressuspensos em 500 pL solugdo tampéo fosfato salino (PBS) 10 mM, pH 7,5 atingindo
uma concentracdo final de 0,75 mg mL™.

[043] Em seguida, as MNP@A foram separadas magneticamente e ressuspensas em
500 uL de uma solucdo aquosa de glutaraldeido 5,0 % (m/v) e agitados a uma
velocidade constante por 60 min. Apés decorrido o tempo, foram realizadas duas
lavagens com H20 Milli-Q e outra em solugdo tampdo PBS 10 mM, pH 7,5, formando
assim as mMNP@N=C-(CH2)3-CHO, Figura 1c.

[044] Posteriormente, as MNP@N=C-(CH2)3-CHO foram separadas magneticamente e
ressuspensas em solugdo de Ac na concentracdo de 120,0 ng mL?, preparadas em
solucéo tampao PBS 10 mM, pH 6,5 e colocadas sob agitacdo por 120 min. Como na
estrutura tridimensional dos anticorpos apresenta grupamentos NH:2 livres em suas
cadeias laterais, estes sdo passiveis de formacédo de uma segunda ligacdo imina entre
0 grupamento aldeido presente em mMNP@N=C-(CH2)3-CHO, desta maneira formando
MNP@A-Ac, Figura 1d. A concentracdo de Ac empregada foi obtida apds analise da
Figura 3, onde pode-se notar que a melhor relacao entre Ag e Ac foi na diluicdo de 1:50
em ambos, estes valores correspondem a uma concentracdo de 120,0 pg mL™?, ponto no
qual ha interseccao entre as diluicbes de Ac e Ag (Foguel et al. A Low-Cost Label-Free
AFB1 Impedimetric Immunosensor Based on Functionalized CD-Trodes. Chemosensors,
4(3), 17, 2016. (https://doi.org/10.3390/chemosensors4030017).

[045] Apls etapa de ligacdo de Ac sobre mMNP@A, foram realizadas trés etapas de
lavagem em meio de solucao tampao PBS 10 mM, pH 7,5 e ressuspensas em 500 uL de
uma solucédo de glicina 0,5% m/v preparada em meio de solugcdo tampao PBS 10 mM,
pH 7,5 para bloqueio quimico dos grupamentos aldeidos livres presentes nas mMNP@A.
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Os tubos foram colocados sob agitacdo por 60 min e em seguida foram lavados por trés
vezes em solucédo tampao PBS 10 mM, pH 7,5, Figura le.

3. Parametros analiticos

[046] Apds imobilizagdo e bloqueio, como descrito no item 2, as mMNP@A-Ac, foram
construidas curvas analiticas em triplicada.

[047] Para tal etapa, avaliou-se diferentes concentracfes de pep-OMP em meio de
solugéo tampdo PBST 10 mM pH 7,5 no intervalo de 1,0 fg mL* a 50,0 pg mL1. Apds
etapa de incubacédo sob agitacdo por 180 min entre MNP@A-Ac e pep-OMP foram
realizadas trés etapas de lavagem, utilizado solucédo tampdo PBS 10 mM pH7,5 e o
material foi ressuspenso em 500 pL de solucédo tampao PBS adicionado Twenn 20 na
concentracéo 0,05% (m/v), PBST 10 mM pH 7,5 para serem realizadas posteriormente
medidas de EIS. Posteriormente, foram pipetados 7,5 pL de mNP@A-Ac-OMP sob a
superficie do eletrodo de mGCE.

[048] A Figura 4 exibe multiplos diagramas de Nyquist referentes as diferentes
concentracées de pep-OMP, intervalo de 0,0 fg mL* a 50,0 pg mL* indicando que os
anticorpos imobilizados sobre as MNP@A capturam o Ag presente no meio reacional.
Para avaliar efetivamente esse efeito, foi realizado a normalizacdo da resposta
impedimétrica, utilizando os valores de ARtc, para tal, foi realizado a subtragcdo dos
valores de Rtc em cada concentracao distinta de pep-OMP avaliada do valor de Rtc
exibido pelo branco (m), MNP@A-Ac-blog.

[049] A Figura 5 exibe curva analitica construida, pep-OMP no intervalo de 0,5 fg mL* a
50,0 pg mL?, as barras de erro mostram o desvio padrdo obtido a partir da triplicata dos
dados dos experimentos. Foi possivel observar um aumento linear de ARtc em fungao

do log [AgQ], a regressao linear ajustada sobre os dados apreentou equgédo ARtc =

245,84 (Q) + 202,06 ( ) x log[Ag](fg mL™1), com coeficiente de regresséo linear,

fgmL—1
r =0,9995. Utilizando os valores de coeficiente linear (a) e coeficiente angular (b), foi
possivel célculo dos valores de limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ)
como sendo 0,25 fg mL* e 0,83 fg mL™?, respectivamente.

[050] Foram calculados valores de repetibilidade que exibiu valor igual a 3,2% e

reprodutibilidade igual a 2,7%. Para obtencéo desses valores, foi calculado o coeficiente
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de variacédo, (%CV) pela Equacao 2. Para a repetibilidade, foram realizadas 10 medidas
técnicas sucessivas de uma mesma preparacdo de mMNP@A-Ac, enquanto que para a
reprodutibilidade foram realizadas 1 medida técnicas de 10 preparacfes distintas de
MNP@A-Ac.

%CV = < x 100 (Eq 2)

Rilw

Sendo:
s = desvio padrao apresentado por 10 leituras técnicas;

X = media apresenta por 10 medidas leituras técnicas.

[051] Partindo dos dados exibidos na Figura 5, obteve-se a Figura 6, grafico de Hanes-
Woolf, sendo assim possivel o calculo da constate de dissociacdo (Kq) para o Ag e o Ac
imobilizado sobre a superficie das MNP@A na presente invencao. A Figura 6 expressou
[Ag]

C

equagdo da reta — = 3039,5614 (fg mL™1) + 4,0015 = [Ag](fg mL™1), e calculou-se o
dl

valor de Kq igual a 759,11 fg mL, demostrando uma alta associacdo do Ac e Ag
utilizados.

[052] Na Figura 7, estdo exibidos as repostas analiticas do biossensor impedimétrico em
funcdo dos dias de estocagem avaliados. Na Figura 7a, observamos que o material
exibiu um %Sinal igual a 97,8% em quatro dias de estocagem da suspensao de MNP@A-
Ac foram estocadas a temperatura ambiente e apds 15 dias do inicio do periodo avaliado
esse valor decaiu para 12,6%. Na Figura 7b, em que as mMNP@A-Ac foram estocadas
na forma de suspenssdo em geladeira a 5 °C, observamos que o material a exibiu
resposta de 90,6% em 20 dias de monitoramento.

[053] Constatou-se que o processo de liofilizacdo preserva as caracteristicas das
MNP@A e dos anticorpos imobilizados sobre elas e a Figura 7c indica que ap6s 120 dias
as MNP@A-Ac apresentam valor igual 80,3% do valor inicial.

[054] O objeto ora pleiteado ndo necessariamente limita-se ao que foi descrito
anteriormente, sendo possiveis outras variacdes sem fugir do que é contemplado nas
reivindicagbes em anexo.

DESCRICAO DETALHADA DAS FIGURAS
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[055] A Figura 1 representa a sintese e modificagdo nas nanoparticulas magnéticas,
onde em la é visualizada a nanoparticula magnética, cuja a sintese é realizada pelo
método de coprecipitagdo dos ions Fe?* e Fe3** em meio alcalino. 1b representa a
modificacdo com APTES, 1c, 1d, 1e exibem as etapas de modificagdo com glutaraldeido,
anticorpo policlonal e etapa de bloqueio com glicina, respectivamente. 1f representa
MNP@A-Ac apos captura de antigeno.

[056] A Figura 2 exibe espectros de infravermelho com transformada de Fourier das mNP
(—) e apbés modificacdo com APTES (—).

[057] A Figura 3 exibe a variacdo do sinal de Rtc obtido em funcédo da combinacéo de
diferentes diluicbes de Ac (m) e Ag (m). As solugbes estoque partiram de uma
concentragéo de 6,0 ng mL.

[058] A Figura 4 exibe diagramas no plano complexo para o sistema em questédo, onde
a curva (m) representa o branco, mMNP@A-Ac, e as demais curvas exibem a resposta
apos captura de diferentes concentracdes de Ag. Foram avaliadas um intervalo de [Ag]
de 0,5 fg mL* a 50,0 pg mL.

[059] A Figura 5 exibe a curva analitica construida, ARtc x Log[Ag], no intervalo de
trabalho proposto de [Ag] de 0,5 fg mL a 50,0 pg mL™.

[060] A Figura 6 exibe a curva de Hanes-Woolf, [Ag)/ACal X [Ag].

[061] A Figura 7 exibe a resposta normalizada do sistema, %Sinal em fungéo do tempo
de estocagem das mNP@A-Ac em diferentes condi¢cdes. Em 7a, suspensao em meio de
solugéo tampédo PBST 10 mM pH 7,5 a temperatura ambiente, em 7b, suspensao em
meio de solucdo tampédo PBST 10 mM pH 7,5 em geladeira a temperatura de 5° C e em

7c, apos processo de liofilizacao.
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REIVINDICACOES
1. PROCESSO DE FORMACAO DO IMUNOSSENSOR IMPEDIMETRICO,
caracterizado por compreender as seguintes etapas:
a) Imobilizacdo de anticorpo anti-HLB sobre nanoparticulas magnéticas modificadas
guimicamente;
b) Incubacéo de material formado na etapa a) com antigeno pep-Omp;
c) Deteccdo eletroquimica de huanglongbing dos citros em sistema convencional de
trés eletrodos;
d) Deteccéo eletroquimica de huanglongbing dos citros utilizado como sonda redox
solucéo de ferrocianeto de potassio e ferricianeto de potassio em meio de solucéo
de cloreto de potéssio.
2. PROCESSO DE FORMAQAO DO IMUNOSSENSOR IMPEDIMETRICO, de
acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada pelo processo de sintese de
nanoparticulas magnéticas (MNP) FesOs acontecer por meio do procedimento de
co-precipitacdo dos sais de FeCls e FeCl2 na propor¢cao 2:1 em meio alcalino de
NH4OH.
3. PROCESSO DE FORMACAO DO IMUNOSSENSOR IMPEDIMETRICO, de
acordo com a reivindicacao 1 e 2, caracterizada pelo processo de modificagcéo de
MNP acontecer com (3-aminopropil) trietoxisilano (APTES) em meio de
EtOH absoluto/H20 1:1 (V/V).
4. PROCESSO DE FORMAQAO DO IMUNOSSENSOR IMPEDIMETRICO, de
acordo com a reivindicacdo 1 e 3, caracterizada pelo processo de ligacdo de
agente de imobilizag&o ser solugéo aquosa de glutaraldeido.
5. PROCESSO DE FORMAQAO DO IMUNOSSENSOR IMPEDIMETRICO, de
acordo com a reivindicacédo 1 a 4, caracterizada pelo processo de imobilizacdo do

anticorpo anti-HLB sobre nanoparticulas magnéticas modificadas com aminosilano.
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6. PROCESSO DE FORMACAO DO IMUNOSSENSOR IMPEDIMETRICO, de
acordo com a reivindicacdo 1 e 5, caracterizada pelo processo de bloqueio
acontecer com solucdo de glicina 0,5 % (m/v) por periodo de 180 min sobre
nanoparticulas magnéticas modificadas com aminosilano e anticorpo.

7. PROCESSO DE FORMACAO DO IMUNOSSENSOR IMPEDIMETRICO, de
acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada pelo processo de incubacao
nanoparticulas magnéticas modificadas com aminosilano, anticorpo e antigeno pep-
Omp.

8. PROCESSO DE FORMACAO DO IMUNOSSENSOR IMPEDIMETRICO PARA
DIAGNOSTICO DO HUANGLONGBING (HLB), caracterizada pelo processo de
deteccdo eletroquimica utilizando técnica de Espectroscopia de Impedéancia e
material descrito nas reinvindicacdes 1, 2, 3 e 4, como eletrodo de trabalho.

9. PROCESSO DE FORMACAO DO IMUNOSSENSOR IMPEDIMETRICO PARA
DIAGNOSTICO DO HUANGLONGBING (HLB), de acordo com a reivindicacdo 1 a
8, caracterizada por utilizar como modifica¢@o da superficie do eletrodo de trabalho
nanoparticulas magnéticas modificadas com aminosilano e anticorpo com
concentragdo entre 100,0 ug mL* a 1,0 mg mL* e volume entre 2,5 uL e 10,0 L.
10. IMUNOSSENSOR IMPEDIMETRICO PARA DIAGNOSTICO DO
HUANGLONGBING (HLB), de acordo com as reivindicacdes 1 a 9, caracterizado
por ser formado por nanoparticulas magnéticas modificadas com aminosilano e
anticorpo.

11. USO DO IMUNOSSENSOR IMPEDIMETRICO, de acordo com as
reivindicagbes 1 a 10, caracterizado por ser utilizado para DIAGNOSTICO DO
HUANGLONGBING (HLB).
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RESUMO
PROCESSO DE FORMACAO DO IMUNOSSENSOR IMPEDIMETRICO PARA
DIAGNOSTICO DO HUANGLONGBING (HLB), IMUNOSSENSOR IMPEDIMETRICO E
SEU USO.

O presente pedido de patente consiste da elaboracéo de um transdutor modificado com
nanoparticulas magnéticas modificadas com aminosilano e recobertas com anticorpos
policlonais anti-HLB, assim como o imunossensor e 0 seu uso. A analise quimica é
realizada por meio da interacdo biolégica antigeno-anticorpo e detec¢cdo empregando a
técnica eletroguimica de espetroscopia de impedancia eletroquimica (EIS). A presente
invencéo refere-se ao desenvolvimento de um dispositivo de detecgédo e quantificagéo
impedimétrica, voltado a area citricola no diagnoéstico de HLB (“greening”). O
imunosensor impedimétrico, que mede a interacdo antigeno-anticorpo por impedancia,
composto por um anticorpo sintético inédito desenvolvido especificamente para
identificacdo deste antigeno, associado a particula magnética, resultando em um
anticorpo imobilizado sobre particula magnética. A base tecnologica permite o
desenvolvimento de kits diagnostico e equipamentos portateis para identificacdo do

antl'geno em amostras.
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