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PROCESSO DE PRODUCAO DE UM IMUNOSSENSOR, IMUNOSSENSOR, KIT
PARA DETECCAO DE UM VIRUS E METODO DE DETECCAO

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo pertence ao campo das medicdes com
finalidade de diagndéstico; especificamente ao campo dos
instrumentos € métodos para a deteccdo de patdgenos.

ESTADO DA TECNICA

A imobilizacdo de biomoléculas tais como enzimas,
dcidos nucléicos e anticorpos, em superficies sdlidas, & um
grande desafio para a aplicacdo em Dbiossensores. A
organizacdo estrutural ou a atividade dessas biomoléculas é
essencial para o bom desempenho de tais dispositivos. A fim
de melhorar a estabilidade e sensibilidade da biomolécula
imobilizada, uma variedade de métodos tem sido investigada
como, por exemplo, monocamadas automontadas (SAM),
Langmuir-Blodgett (LB) e revestimentos automontados camada-
por-camada (Layer-by-Layer-LblL).

0O método LbL tem sido adequado para a imobilizacdo de
moléculas bioldgicas, devido a sua versatilidade e ao fato
de que o processo de adsorcdo é efetuado sob condigdes
simples e de Dbaixo custo operacional. A montagem do
revestimento LbL baseia~se em interacdes intermoleculares
entre os materiais, portanto, had um grande interesse em
encontrar materiais adequados para a alterndncia com a
biomolécula, de modo que mantenha a sua funcdo bioldgica
especifica.

Nos ultimos anos, houve um aumento significativo de
interesse na utilizacdo de polimeros naturals como matriz
de imobilizacdo para as biomoléculas, tails como quitina,

quitosana e fibroina da seda.



10

15

20

25

2/ 18

A fibroina da seda ¢é composta quimicamente pelos
aminoacidos glicina, alanina, serina e, em menor
quantidade, por tirosina e outros aminodcidos residuais. A
glicina e a alanina constituem a maior parte de sua
composicgdo, correspondentes a 75% em mol da proteina. As
varias repeticdes desses aminocdcidos em sequéncia constituil
a regido cristalina da fibroina, formando o arranjo
conhecido como folha-B, conforme pode ser visto no esquema
1. A regido amorfa contém a maioria dos residuos de
aminoacidos com uma cadeia lateral wvolumosa e polar. As
propriedades de tensdo das fibras da seda dependem
principalmente da estrutura cristalina, enguanto outras
propriedades como retencdo de umidade e resisténcia

quimica, dependem do estado da regido amorfa.

Gly Ser Gly Ala Gly Ala

A fibroina vem sendo largamente estudada no campo de
biomateriais, pois apresenta compatibilidade com diversos
tipos de células, alta resisténcia mecanica e
microbioldgica, além da possibilidade de ser obtida sob
diversas formas como pds, revestimentos e hidrogéis.

A hepatite C é uma doenca infecciosa causada pelo
virus da hepatite C (VHC) e que afeta, sobretudo o figado.
Esse virus é transmitido pelo sangue contaminado ou através
de transfusdo de sangue ou injecdo intravenosa de drogas
foili identificado em 1989.

A infecgdo é muitas vezes assintomatica, embora a
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infeccdo crdnica possa levar a fibrose do figado e por fim
a cirrose, que normalmente s6 se manifesta passados varios
anos. Em alguns casos, os individuos com cirrose contraem
insuficiéncia hepadtica ou céncer do figado, podendo haver
ainda complicacdes que representam risco imediato de vida,
como varizes esofdgicas ou gastricas.

Por issc é fundamental para a deteccdo do HCV o usco de
métodos rapidos e com baixo custo. Os testes mais
utilizados hoje em dia para diagnosticar a hepatite C
incluem o método imunoenzimético ELISA (do inglés, Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay), © ensaio Western Blot e de
reacdo em cadeila da polimerase (Polymerase Chain Reaction,
PCR) .

O documento CN102229933 descreve um aptldmero capaz de
identificar a proteina NS5A do virus da hepatite C (HCV);
além de escrever os derivados do aptamero, um kit de
deteccdo do HCV e compostos para inibir a replicacdo viral.

JP2005176757 trata de um método para determinar o HCV
e seus subtipos J/W; e trata ainda de um método para o
diagndstico da hepatite C.

Ja o documento KR20020034759 trata de um método para a
deteccdo do HCV e kit diagndstico contendo os mesmos, pelo
uso de uma mistura de antigenos recombinantes derivados do
HCV.

Embora Uteis, tals procedimentos envolvem alto custo e
demandam um lapso de tempo relativamente grande para a
obtencdo do resultado.

OBJETIVO DA INVENGAO

O primeiro objetivo da presente invencdo é propor o

processo de produgdo de um imunossensor para a deteccdo do
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virus da hepatite C.

Outro objetivo da invencdo é propor um imunossensor
capaz de detectar o virus da hepatite C.

E ainda outro objetivo da presente invencdo propor um
kit para a detecg¢do do virus da hepatite C.

0O ultimo objetivo da presente invencdo é propor um
método para a deteccdo do HCV em uma amostra bioldgica.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Para se obter uma completa visualizacdo dos objetivos
da presente invencéo, & necessaria a leitura deste
documento e a andlise dos desenhos que o acompanham e aos
guais se faz referéncias conforme segue abaixo.

Figura 1 - Espectros UV-visivel do microssensor
revestido com numero variado de camadas de polimero.

Figura 2 - Espectros UV-visivel do microssensor
revestido com nimero variado de camadas de
polimero/antigeno.

Figura 3 - Espectros de dicroismo circular (CD) da
fibroina da seda em solugdo aquosa e em revestimento LbL.

Figura 4 - Espectros de fluorescéncia da fibroina da
seda em solucgdo aquosa e para o revestimento de fibroina.

Figura 5 - Espectros de dicroismo circular para o
NSbA-1 em solucdo agquosa e dos revestimentos automontados
fibroina/NSHA-1.

Figura 6 - Voltamogramas dos imunossensores.

Figura 7 - Curvas analiticas dos revestimentos
automontados.

Figura 8 - Voltamogramas dos testes de wvalidacgéo
realizados.

DESCRIGCAO DETALHADA DA INVENGCAO
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A presente invencdo trata de um processo de producgdo
de um imunossensor para a deteccdo da presenca de um virus
em uma amostra bioldgica, cujo imunossensor é compreendido
de um substrato inerte; um polimero orgénico; e um
antigeno.

O substrato inerte é tratado com uma primeira solucédo
solvente aguosa durante entre 5 a 20 minutos, a uma
temperatura entre 50 a 80 °C; e, em seguida, o substrato
inerte é tratado com uma segunda solucdo solvente aquosa
durante entre 5 a 20 minutos, a uma temperatura entre 50 a
80 °cC.

Para fins dessa invencdo, o© substrato inerte € um
eletrodo feito de silicio, carbono, grafite, poliestireno,
polietileno tereftalato (PET), polimetil-metacrilato
(PMMA), polietileno de alta densidade (PEAD), polipropileno
(PP) circuito impresso em ouro, cromo, prata ou cobre.

A primeira solugdo solvente aguosa é consistida de uma
mistura de 1:1:1 a 1:1:20 entre uma base, um agente
oxidante e &4gua; e a segunda solugdo solvente aquosa é
consistida de 1:1:1 a 1:1:20 entre um &cido, um agente
oxidante e adgua. A base & uma monobase pertencente ao grupo
consistido de hidréxido de amdnia, hidréxido de sddio e
hidréxido de potéssio; o é&cido é pertencente ao grupo
consistido acido cloridrico, dcido nitrico e acido
percldérico; o agente oxidante é o perdxido de hidrogénio.

Preferencialmente, a primeira solugdo solvente aquosa
é consistida de uma mistura de 1:1:3 a 1:1:6 entre uma
base, perdxido de hidrogénio e &gua; e a segunda solucgédo
solvente aquosa é consistida de 1:1:5 a 1:1:8 entre um

acido, perdxido de hidrogénio e agua.
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A deposicdo do polimero orgdnico ocorre pela imerséo
durante 5 a 15 minutos do substrato em uma solucdo contendo
entre 0,001 a 0,5 % do polimero orgdnico; lavado com agua
para remocdo das moléculas nao aderidas a ele e seco.
Preferencialmente, a secagem ocorre em atmosfera modificada
por nitrogénio. Nesta invencdo, © polimero orgdnico é a
fibroina da seda.

Apds a deposicdo do polimero, o substrato revestido
pelo polimero orgdnico é imerso durante 5 a 15 minutos em
uma solucdo contendo entre 0,01 a 1 mg/mL™" de um antigeno;
em seguida o substrato é lavado com Agua para remocdo das
moléculas ndo aderidas a ele. Apds a lavagem, o substrato é
seco em atmosfera modificada por nitrogénio. Este
procedimento é repetido de entre 1 a 10 vezes para a
obtencdo de um filme contendo entre 1 a 10 camadas de
polimero intercaladas com 1 a 10 camadas de um antigeno.

0O antigeno usado é um peptideo viral, consistido de
uma proteina ou peptideo ndo estrutural de um flavivirus,
tal como, por exemplo, o virus do Oeste do Nilo; da
hepatite C (HCV); da dengue; do Iguapé; do Ilhéus; do
Rocio; da encefalite de Saint Louils; da Bussuguara, do
Cacipacoré e da febre amarela. Preferencialmente, o
antigeno é um peptideo n&o estrutural do wvirus HCV; da
dengue ou febre amarela. Mais preferencialmente ainda, o
antigeno &€ o NS5A e NS5B do virus HCV.

Opcionalmente, de forma vantajosa, apds a secagem de
cada camada depositada, ¢é realizado o monitoramento da
superficie recoberta do substrato. O monitoramento é
realizado por métodos conhecidos dos versados na arte,

podendo ser realizado por dicroismo e espectroscopia.
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0O imunossensor para a deteccdo da presenga de um virus
em uma amostra bioldgica produzido pelo processo acima
descrito &, portanto, consistido de um substrato revestido
por um filme que compreende entre 1 a 10 camadas de um
polimerc organico intercaladas com 1 a 10 camadas de um
antigenc. Preferencialmente, o imunossensor é consistido de
um substrato revestido por um filme que compreende entre 2
a 6 camadas de fibroina e intercaladas com 2 a 6 camadas de
antigeno.

Neste objeta da invencdo, o antigeno usado é um
peptideo viral, consistido de uma proteina ou peptideo ndo
estrutural de um flavivirus, tal como, por exemplo, © virus
do OQOeste do Nilo; da hepatite C (HCV); da dengue; do
Iguapé; do Ilhéus; do Rocio; da encefalite de Saint Louis;
da Bussuquara, do Cacipacoré e da febre amarela.
Preferencialmente, o antigeno é um peptideo ndo estrutural
do virus HCV; da dengue ou febre amarela. Mais
preferencialmente ainda, o antigeno é o NS5A e NS5B do
virus HCV.

Em uma outra modalidade da invencdo, o filme qgue
compreende entre 1 a 10 camadas de um polimero intercaladas
com 1 a 10 camadas de um antigeno, ¢é aplicado sobre os
eletrodos com o uso de uma célula de fluxo e tempo de
adsorcédo de 10 minutos, seguido de lavagem do substrato com
agua.

O imunossensor produzido pelo processo acima descrito
é, portanto, consistido de um substrato revestido por filme
que  compreende entre 1 a 10 camadas de polimero
intercaladas com 1 a 10 camadas de um antigeno.

Preferencialmente, 0o imunossensor ¢é consistido de um
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substrato revestido por um filme que compreende entre 2 a 6
camadas de fibroina intercaladas com a 2 a 6 camadas do
antigeno NSLHA do HCV.

A presente invencdo trata ainda de kit para a deteccéo
de um virus em uma amostra biocldgica consistido de um
imunossensor e uma solucdo eletrolitica.

0O imunossensor produzido pelo processo acima descrito
é, portanto, consistido de um substrato revestido por um
filme qgue compreende entre 1 a 10 camadas de polimero
intercaladas com 1 a 10 camadas de um antigeno; e a solucdo
eletrolitica é pertencente ao grupo consistido de solugéo
aquosa de NaCl, NaOH, KI, HC1l, PBS, tampdo acetato e
outras.

Preferencialmente, © imunossensor é consistido de um
substrato revestido por um filme que compreende entre 2 a 6
camadas de fibroina intercaladas com 2 a 6 camadas do
antigeno, que & um peptideo viral, consistido de um
peptideo ndo estrutural de um flavivirus, tal como, por
exemplo, o virus do Oeste do Nilo; da hepatite C (HCV); da
dengue; do Iguapé; do Ilhéus; do Rocio; da encefalite de
Saint Louls; da Bussuquara, do Cacipacoré e da febre
amarela; e a solucdo eletrolitica é o PBS.

Mais preferencialmente, o antigeno é& um peptideo né&o
estrutural do virus HCV; da dengue ou febre amarela. Mais
preferencialmente ainda, o© antigeno é o NS5A e NSS5B do
virus HCV.

A invencdo também trata de um método para a deteccédo
de um virus em uma amostra bioldgica, gue compreende o
posicionamento de um imunossensor em um dispositivo de

leitura; aplicar uma amostra bioldégica sobre o sensor; e
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aplicar um impulso elétrico sobre o imunossensor.

Neste objeto da invencdo, o imunossensor é consistido
de um substrato revestido por um filme que compreende entre
1 a 10 camadas de polimero intercaladas com 1 a 10 camadas
de um antigeno produzido de acordo com © processo da
presente invencgdo.

A amostra bioldgica é proveniente de um individuc com
suspeita de contaminacdo por um flavivirus.
Preferencialmente, a amostra bioldgica & uma aligquota de
sangue compreendida entre 30 a 640 uL o que representa,
aproximadamente, algo entre 1 a 10 gotas de sangue.

0O wvirus ¢é um flavivirus pertencente ao grupo
consistido de o wvirus do Oeste do Nilo; da hepatite C
(HCV); da dengue; do Iguapé; do Ilhéus; do Rocio; da
encefalite de Saint Louis; da Bussuquara, do Cacipacoré e
da febre amarela. Preferencialmente, neste objeto da
invencdo, a amostra bioldgica é proveniente de um individuo
com suspeita de contaminacdo pelo virus HCV, da dengue ou
da febre amarela.

O impulso elétrico aplicado é uma corrente alternada,
que, ao sofrer variacgdes entre 5 a 10 pA indica a ligacéo
entre o antigeno imobilizado e os anticorpos presentes na
amostra bioldgica testada; mesmo que o0s anticorpos estejam
presentes em uma concentracdo entre 50 a 10.000 mil partes
de anticorpo por mL de amostra.

Portanto, o© 1imunossensor, objeto desta invencdo, &
eficaz e sensivel. Suas propriedades foram observadas
quando o revestimento de polimero orgénico e antigeno foi
testado tanto na presenca de um anticorpo sintético anti-

flavivirus quanto na presenca de amostras reals de soros
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sanguineos contaminados por um flavivirus em concentragdes
relativamente baixas, como 10.000 partes por mL de amostra.

Os objetos desta invencdo, acima descritos, tém suas
concretizacdes ilustradas pelos exemplos abaixo.
Entretanto, cabe ressaltar que os exemplos apresentados sao
meramente ilustrativos e ndo devem ser empregados na
limitacgédo dos direitos dos inventores, gque se restringem
somente aquilo contido nas reivindicacdes em anexo.

Finalmente, embora a invencdo tenha sido amplamente
descrita, ¢é Oébvio para aqueles versados na técnica due
varias alteragdes e modificacdes podem ser feitas sem que
as referidas alteracdes ndo estejam cobertas pelo escopo da
invencéo.

ExemElos

Exemplo 1 - Selecdo dos materiais:

Partiu-se do peptideo sintético NSLA-1. A seguéncia
SEQ. ID. 1 (PPLLESWKDPDYVPPWHG) foi purificada e isolada
por HPLC com pureza > 90% e a sequéncia foi confirmada por
andlise através de espectroscopia de massa. As solugdes de
NS5A~1 foram preparadas com agua purificada e deionizada em
uma concentracdo de 0,5 mg mL™*.

Trabalhando-se com o anticorpo especifico para o
peptideo NS5A-1 (anti-HCV), cada frasco continha 100 pg mL~
', o qual foi diluido em tampdo fosfato salino (PBS), em
concentracdes de 1:100 a 1:10000.

A fibroina de seda fol extraida de casulos da do
bicho-da-seda (Bombyx mori). 10 g de casulos foram fervidos
durante 30 minutos em 2 L de solucdo de Na,CO; 0,02 mol L'

a fim de remover a sericina. Para cada 10 g de fio de seda

restantes, 100 mL de solucdo CaCl,/CHsCH,OH/H,O (1:2:8)
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foram adicionados e a mistura foi aquecida a 60-70 °C para
dissolucdo. Em seguida, a solucdo foi dialisada com &agua
purificada e deionizada, utilizando membranas de acetato de
celulose, a temperatura ambiente durante 48 h. Apds este
procedimento, a solucdo de fibroina foi centrifugada a
20000 rpm durante 30 minutos a temperatura ambiente, para
remover impurezas e agregados. A solucgdo foi mantida
reservada a aproximadamente 5 °C e a concentracdo de
fibroina em solucdo fol de 4% em massa (m/m).

Exemplo 1.1 - Revestimento do substrato:

Revestimentos de fibroina da seda e de fibroina/NS5A-1
foram montados sobre substratos de quartzo previamente
tratados com uma solucdo 1:1:5 de NH OH:H,0,:H,0 durante 10
minutos a 70 °C, e em seguida com uma solucdo 1:1:6 de
HC1:H,0,:H,0 durante 10 minutos a 70 °C.

O processo de deposicdo da fibroina da seda foi
realizado por imersdo do substrato na solucdo de fibroina
0,1%, durante 10 minutos.

Para a montagem dos revestimentos LbL de
fibroina/NS5A-1 foi realizada a imersdo do substrato na
solucdo de fibroina 0,1%, durante 10 minutos e em solucédo
de NS5A-1 0,5 mg mL" durante 10 minutos. Apds cada
deposicdo camada por camada, o substrato foi lavado com
dgua purificada e deionizada para remover moléculas mal
adsorvidas e em seguida, secas suavemente com N,. Repetiu-
se este procedimento até alcancar o numero de camadas
desejadas de fibroina da seda e de bicamadas de
fibroina/NS5A-1.

A formacdo das multicamadas foi monitorada a cada

etapa de deposigdo por Espectroscopia UV-visivel. As
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medidas de Uv=-vis foram realizadas utilizando um
espectrofotédmetro UV-vis.

Exemplo 2 — Monitoramento do revestimento:

Os espectros de Dicroismo Circular (CD) da fibroina da
seda e do peptideo em solugdo aquosa foram recolhidos com
uma cubeta de quartzo de 1 milimetro de caminho éptico.

Os espectros de CD dos revestimentos automontados de
10 camadas de (fibroina da seda e dos revestimentos
automontados com 10 Dbicamadas de fibroina/NS5A-1 foram
obtidos diretamente sobre os sobre substratos de quartzo
nos quais foram preparados.

As medidas foram realizadas em um espectrdmetro de
dicroismo circular, com a largura de banda de 1 nm, tempo
de resposta de 0,5 s e velocidade de wvarredura de 100
nm/min. Os espectros CD foram obtidos calculando a média de
oito medidas.

As medidas de fluorescéncia da fibroina da seda e do
peptideo NS5A-1 foram realizadas em um espectrofotdmetro de
fluorescéncia com excitacgdo a 280 nm, gque é o comprimento
de onda de absorcdo dos residuos da tirosina (Tyr) e do
triptofano (Trp) presentes em ambas biomoléculas.

Os espectros de Fluorescéncia foram obtidos utilizando
um Espectrofotdmetro de Fluorescéncia.

Exemplo 3 - Revestimento de eletrodos comerciais:

Revestimentos automontados de fibroina da seda e de
fibroina/NS5A-1 contendo 1 e 5 camadas e Dbicamadas,
respectivamente, foram produzidos em eletrodos de carbono
impressos. Neste caso, as solugdes de fibroina e do
peptideo NS5A-1 foram injetadas através de uma célula de

fluxo sobre os eletrodos impressos, com tempo de adsorgdo
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de 10 minutos. A cada camada depositada, o revestimento foi
lavado com &gua purificada e deionizada para remover as
moléculas fracamente adsorvidas.

Os voltamogramas foram obtidos utilizando um
bipotesiostato/galvanostato. Como solugdo eletrolitica foi
utilizada solucgdo de tampdo PRS.

A velocidade de varredura foi de 0,05 V/s, com
intervalo potencial de -0,6 a 0,6 V. Antes das medidas, 100
uL de uma solugdo de anti-HCV em concentracgdes de 1:100 a
1:10.000 anti-HCV:PBS foram adicionados em cada
revestimento por 5 minutos e, em seguida, o0s revestimentos
foram lavados com o tampdo PBS.

Exemplo 4 - Andlise do revestimento:

As Figuras 1 e 2 mostram os espectros de absorcdo para
as camadas dos revestimentos de fibroina da seda e de
fibroina/NS5A-1, respectivamente. As figuras inseridas em
cada grafico mostram aumento linear (R2 = 0,98) do maximo
de absorgcdo a 280 nm de acordo com o numero de camadas
depositadas. Este crescimento linear indica gue a mesma
quantidade de material foi provavelmente adsorvida em cada
deposicdo.

Exemplo 5 - Caracterizacdo do revestimento por

Dicroismo Circular (CD) e Espectroscopia de Fluorescéncia:

A Figura 3 mostra os espectros CD da fibroina da seda
em solucdo e em revestimento preparado sobre substrato de
quartzo. Nesta Figura, os espectros de CD da fibroina da
seda em solucgdo aquosa (linha sélida) e em revestimento LbL
contendo 10 camadas da proteina (linha tracejada).

A fibroina em solucdo (0,025% (p/v)) exibiu minimo em

aproximadamente 197 nm, o gue ¢é caracteristico de uma
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conformacgdo aleatdria. Para a fibroina adsorvida sobre o
substrato sdélido observa-se conformacdo folha-B, que tem
minimo caracteristico em aproximadamente 217 nm.

A alteracdo conformacional pode ser atribuida ao
rearranjo molecular devido a imobilizagdo em revestimentos.
As cadeias moleculares da fibroina interagem de forma
réapida e fortemente umas com as outras e, em seguida, sao
reagrupadas a uma matriz regular, até certo ponto, o gue
altera sua conformacdo de o-hélice ou desestruturado para
uma estrutura folha-f.

A  espectroscopia de fluorescéncia é uma técnica
amplamente utilizada no estudo da estrutura de proteinas.
Os aminocdcidos aromédticos, triptofano (Trp), tirosina (Tyr)
e fenilalanina (Phe) oferecem intrinsecas sondas
fluorescentes de conformacgcdo da proteina por interacgdes
diné&micas e intermoleculares. Entre estes trés aminocéacidos,
o Trp &€ a sonda mais popular para investigar a alteracédo
estrutural da proteina e a interagdo com outras moléculas,
pois a fluorescéncia do cromébforo é altamente sensivel ao
meio. A proteina fibroina & composta de 9% de Tyr e 0,25%
de Trp, que se repetem com a alterndncia de grupos laterais
hidrofébicos e hidrofilicos ao longo da cadeia.

A Figura 4 mostra os espectros de emissdo para a
fibroina em solucdo e para os revestimentos automontados,
ambos excitados a 280 nm. Essa figura, apresenta o0s
espectros de fluorescéncia da fibroina da seda em solucéo
aquosa (linha sdélida) e para o revestimento de fibroina com
10 camadas depositadas (linha tracejada).

A atividade de peptideos, istoc é, o reconhecimento

antigeno-anticorpo, esta relacionado com a sua conformacdo
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ao local de ligacdo. O processo de reconhecimento de
peptideo-receptor requer uma conformacdo preferencial ou um
ajuste induzido. Desta forma, uma conformacdoc preferencial
é uma caracteristica necessaria para o seu reconhecimento.
No entanto, os peptideos ndo tém conformacdo preferencial
em solugdo, como pode ser visto com o peptideo NS5A-1 em
solucdo aquosa. O espectro de CD do NS5A-1 em &gua é
mostrado na Figura 5, que indica a predomindncia de uma
estrutura randémica, com um minimo em 199 nm.

Na Figura 5, sdo apresentados os espectros CD para o
NSHA-1 em solugdo aquosa (linha sélida) e dos revestimentos
automontados fibroina/NSbA-1 com 10 bicamadas depositadas
(linha tracejada).

A conformacdo de um peptideo bicativo pode depender do
ambiente, por exemplo, uma alteracdo na conformacdo de
peptideos pode ser induzida através da sua interacdo com
biomembranas. Desta forma, o NS5A-1 foi imobilizado em
revestimentos de fibroina, que o induziu a sua conformacédo
bicativa. O espectro de CD do NS5A-1 imobilizado em
revestimentos automontados de fibroina exibiu um minimo em
216 nm que pode ser atribuido a soma de estruturas folha-f
e a-hélice da fibroina e do peptideo NS5A-1,
respectivamente.

A deconvolucdo destes espectros foi realizada por meio
de softwares especificos, que apresentou 16% de o-hélice,
8% de estruturas P, 29% de multiplas voltas (turns) e de
47% de estrutura desordenada para o NS5A-1 em solucdo
aquosa, e 42% de o-hélice, 26% de estruturas B, 16% de
multiplas voltas (turns) e de 16% de formas desordenadas

para o revestimento LbL de fibroina/NS5A-1.
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Deste modo, é possivel confirmar que a fibroina induz
a organizacdo da estrutura do peptideo e o espectro de CD
do revestimento de fibroina/NS5A-1 pode ser atribuido a
soma de estruturas secundarias da fibroina e do NS5S5A-1.

Exemplo 6 - Aplicacgéo do revestimento de

fibroina/NS5A~1 para uSO COmMO Imunossensor:

Revestimentos automontados de fibroina da seda e NS5A-
1 foram produzidos sobre eletrodos de carbono impressos
contendo 1 e 5 camadas/bicamadas.

A Figura 6 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos em
tampdo PBS. Em 6A o voltamograma foi obtido a partir de
revestimentos LbL com 5 camada de fibroina da seda pura; e
em 6B o0s voltamogramas foram obtidos a partir de
revestimentos com 5 camadas de fibroina e 5 camadas de
NS5A-1. A linha pontilhada foi obtida na auséncia de
anticorpos anti-HCV e a 1linha continua na presenca de
anticorpos anti-HCV.

Os voltamogramas obtidos em revestimentos de fibroina
da seda na presenca de PBS puro e de anti-HCV em solucdo
PBS mostraram alteracgdes insignificantes com guase nenhuma
diminuicdo na corrente, Figura 6A. Em contraste, para o
imunossensor obtido pelo filme automontado de
fibroina/NS5A-1, o voltamograma exibiu uma diminuicdo de
corrente de cerca de 9 pHA quando o anticorpo anti-HCV (100
pg.mL-1, 1:100 anti-HCV:PBS) foi adicionado, como observado
na Figura 6B. Para os revestimentos com uma camada de
fibroina da seda e de fibroina/NS5A-1 os mesmos resultados
podem ser observados, porém com uma diminuigdo de corrente
de 7 YA.

A  diminuigdo de corrente pode ser atribuida ao
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reconhecimento molecular entre o anticorpo anti-HCV e o
peptideo NS5A-1. Este reconhecimento sé é possivel quando o
peptideo estd estruturado, o que corrobora com 0s
resultados de CD e Espectroscopia de Fluorescéncia. A
corrente negativa em baixos potenciais na Figura 6B pode
ser atribuida a reducdo das espécies gerada pela interacéo
antigeno-anticorpo e/ou a reducgdo das ligacdes dissulfeto
presentes no anticorpo. O mecanismo da interacgdo antigeno-
anticorpo ndo é claro, mas sabe-se que envolve a formacdo
de multiplas ligacgdes ndo covalentes, tals como interacgdes
de Van der Waals, ligacgSes de hidrogénio, pontes salinas e
forcas hidrofdébicas entre o antigeno e os sitios de ligacgéo
dos aminoéacidos.

A Figura 7 mostra a resposta do imunossensor com 5
bicamadas de fibroina/NS5A-1 guando a concentracdo de anti-
HCV foil wvariada, de acordo com diluig¢des a partir da
concentracdo de 1:100 anti-HCV:PBS a 1:10.000. A diminuicdo
de corrente apresentou linearidade no intervalo de 0 a
1:5.000 e acima desta concentracdo, houve uma tendéncia
para a saturacdo, o que 1indica que todos os locais de
reconhecimento foram ocupados. O imunossensor agui descrito
foi capaz de detectar o anticorpo utilizando diluicgdes de
1:100 a 1:10.000, com certa sensibilidade.

Ainda na figura 7 temos que os revestimentos contém 1
bicamada de fibroina/NS5A-1 na presenca de diferentes
concentracdes de anti-HCV:PBS (diluigdes 0; 1:100; 1:500;
1:1.000; 1:5.000; 1:10.000).

Exemplo 7 - Testes em amostras reals soropositivas do

virus da hepatite C (HCV).

A figura 8 mostra os voltamogramas obtidos a partir de
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medidas com amostras reais infectadas pelo virus da
hepatite C (HCV).

Estes testes foram realizados com amostras
soropositivas e soronegativas do HCV. Observa-se na figura
o voltamograma em preto com barras de erro como uma curva
padrédo, obtida através das médias de amostras soronegativas
para HCV, ou seja, sem a presenca de anticorpo anti-HCV,
com desvio padrdo ponto a ponto. Os voltamogramas de linhas
tracejadas sdo medidas de amostras soropositivas, ou seja,
gque possuem © anticorpo anti-HCV. Nestes voltamogramas
observa-se um aumento na densidade de elétrons, 1isto é,
gquando realizamos medidas de amostras infectadas obtemos
uma curva dque sal do padrdo de sinal negativo para a
infeccdo de HCV.

De acordo com tails resultados, foi submetido para
andlise um pedido de patente para o novo protdétipo de

imunossensor obtido durante ¢ periodo deste trabalho.
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REIVINDICAGOES

1 - Processo de producdo de um imunossensor para a
deteccdo da presenca de um virus em uma amostra bioldgica

caracterizado pelo imunossensor ser compreendido de um

substrato inerte; um polimero orgédnico; e um antigeno.
2 - Processo, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo substrato inerte ser tratadeo com uma

primeira solucdo solvente aquosa durante entre 5 a 20
minutos, a uma temperatura entre 50 a 80 °C; e, em seguida,
0 substrato inerte ser tratado com uma segunda solucgdo
solvente aquosa durante entre 5 a 20 minutos, a uma
temperatura entre 50 a 80 °C.

3 - Processo, de acordo com a reivindicacgdo 1,

caracterizado pelo substrato inerte ser um eletrodo de

silicio, carbono, grafite, poliestireno, polietileno
tereftalato (PET), polimetil-metacrilato (PMMA) ,
polietileno de alta densidade (PEAD), polipropileno (PP)
circuito impresso em ouro, cromo, prata ou cobre.

4 -~ Processo, de acordo com a reivindicacdo 2,

caracterizado pela primeira solucdo solvente aquosa

consistir de uma mistura volumétrica de 1:1:1 a 1:1:20
entre uma base, um agente oxidante e agua; e a segunda
solugdo solvente aquosa consistir de mistura volumétrica de
1:1:1 a 1:1:20 entre um acido, um agente oxidante e agua.

5 - Processo, de acordo com a reivindicacdo 4,

caracterizado pela base ser uma monobase pertencente ao

grupo consistido de hidréxido de amdnia, hidrdéxido de sddio
e hidréxido de potassio; o acido ser pertencente ao grupo
consistido adcido cloridrico, acido nitrico e adcido

perclédrico; o agente oxidante ser perdxido de hidrogénio.



10

15

20

25

30

2 / 4

6 - Processo, de acordo com a reivindicacédo 1,

caracterizado pela deposicdo do polimero orgdnico ocorrer

pela imersdo durante 5 a 15 minutos do substrato em uma
solucdo contendo entre 0,001 a 0,5 % do polimero orgénico;
lavado com agua para remocdo das moléculas ndo aderidas a
ele e seco.

7 - Processo, de acordo com a reivindicacdo 6,

caracterizado pelo substrato revestido pelo polimero

orgédnico ser imerso durante 5 a 15 minutos em uma solucdo
contendo entre 0,01 a 1 mg/mL™’ de um antigeno; em seguida
0 substrato ser lavado com agua para remocdo das moléculas
ndo aderidas a ele; e, apds a lavagem, o substrato ser seco
em atmosfera modificada por nitrogénio.

8 — Processo, de acordo com a reivindicacdo 7,

caracterizado por repetir o procedimento da etapa anterior

entre 1 a 10 vezes para a obtencdo de um filme contendo
entre 1 a 10 camadas de polimero intercaladas com 1 a 10
camadas de um antigeno.

9 - Processo, de acordo com qgualguer uma das

reivindicacdes precedentes, caracterizado pelo polimero

orgdnico ser a fibroina da seda e o antigeno ser um
peptideo ndo estrutural de um flavivirus.
10 - - Processo de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado por produzir um imuncssensor para a deteccédo

da presenca de um virus em uma amostra bioldgica consistido
de um substrato revestido por um filme que compreende entre
1 a 10 camadas de um camadas de polimero intercaladas com 1
a 10 camadas de um antigeno.

11 - Imunossensor para a deteccdo da presenca de um

virus em uma amostra bioldégica caracterizado por ser
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consistido de um substrato revestido por um filme que
compreende entre 1 a 10 camadas de polimero intercaladas
com 1 a 10 camadas de um antigeno.

12 - Imunossensor, de acordo com a reivindicacdo 11,

caracterizado pelo substrato ser revestido por um filme que

compreende entre 2 a 6 camadas de fibroina e o antigeno.
13 - Imunossensor, de acordo com a reivindicacgédo 11,

caracterizado pelo filme qgue compreende entre 1 a 10

camadas de polimero intercaladas com 1 a 10 camadas de um
antigeno ser aplicado sobre os eletrodos com o uso de uma
célula de fluxo e tempo de adsorcdo de 10 minutos, seguido
de lavagem do substrato com &agua.

14 - TImunossensor, de acordo com gqualgquer uma das

reivindicacdes 12 ou 13, caracterizado por consistir de um

substrato revestido por um filme qgque compreende entre 2 a 6
camadas de fibroina intercaladas com 2 a 6 camadas do
antigeno NS5A do HCV.

15 - Kit para a deteccdo de um virus em uma amostra

bioldgica caracterizado por ser consistido de um

imunossensor e uma solucdo eletrolitica.
16 - Kit, de acordo com a reivindicacdo 15,

caracterizado pelo imunossensor ser consistido de um

substrato revestido por um filme gue compreende entre 1 a
10 camadas de polimero intercaladas com 1 a 10 camadas de
um antigeno; e a solucdo eletrolitica ser pertencente ao
grupo consistido de solucdo aguosa de NaCl, NaOH, KI, HCI1,
PBS e tampao acetato.

17 - Kit, de acordo com a reivindicacdo 16,

caracterizado pelo imunossensor ser consistido de um

substrato revestido por um filme gue compreende entre 2 a 6
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camadas de fibroina intercaladas com o antigeno NS5A do
HCV; e a solucdo eletrolitica ser o PBS.
18 - Método para a deteccdo de um virus em uma amostra

biolbgica caracterizado por compreender o posicionamento de

um imunossensor em um dispositivo de leitura; aplicar uma
amostra bioldgica sobre o sensor, e aplicar um impulso
elétrico sobre o imunossensor.

18 - Método, de acordo com a reivindicacdo 18,

caracterizado pela amostra bioldgica ser uma aligquota de

sangue compreendida entre 30 a 640 uL de um individuo com
suspeita de contaminacdo por um flavivirus.
20 - Método, de acordo com a reivindicacgdo 19,

caracterizado pelo flavivirus ser pertencente ao grupo

consistido de o virus do Oeste do Nilo; da hepatite C
(HCV); da dengue; do Iguapé; do Ilhéus; do Rocio; da
encefalite de Saint Louis; da Bussuquara, do Cacipacoré e
da febre amarela.

21 - Método, de acordo com a reivindicacgdo 20,

caracterizado pela amostra bioldégica ser proveniente de um

individuo com suspeita de contaminacdo pelo virus HCV, da
dengue ou da febre amarela.
22 =~ Método, de acordo com a reivindicacdo 18,

caracterizado pelo impulso elétrico aplicado ser uma

corrente alternada, que, ao sofrer variacdes entre 5 a 10
HA indica a 1ligagdo entre o antigeno imobilizado e os

anticorpos presentes na amostra bioldgica testada.
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RESUMO
PROCESSO DE PRODUCAO DE UM IMUNOSSENSOR, IMUNOSSENSOR, KIT
PARA DETECCAO DE UM VIRUS E METODO DE DETECCAO
Esta invencdo trata de um processo de producdo de um
imunossensor para a detecgdo da presencga de um virus em uma
amostra bioldgica; imunossensor para a deteccgdo da presencga
de um virus em uma amostra bioldgica; kit para a deteccgdo
de um virus em uma amostra bioldgica e método para a

detecgdo de um virus em uma amostra bioldgica.
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