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Dados do Pedido

Natureza Patente: 10 - Patente de Invencao (PI)

Titulo da Invengéo ou Modelo de METODO DE DETECCAO DE DOENCA VIRAL E KIT
Utilidade (54): DIAGNOSTICO

Resumo: A presente invencao faz referéncia a um método de deteccéo de
doenca viral,especificamente do virus da dengue usando
nanoparticulas de ouro (AuNPs) modificadas com anticorpos. O
método proposto é baseado em ressonancia plasmatica de
superficie localizada (LSPR) para a detec¢éo rapida e sensivel do
virus ou proteinas virais da dengue através da ligagcao antigeno-
anticorpo. A presente invencao ainda prevé um kit diagnostico para a
deteccéo rapida e sensivel da doencga, em que a ligacdo em tempo
real do antigeno ao conjugado anticorpo - nanoparticulas de ouro
permite uma analise instantanea da amostra de interesse e
proporcionauma resposta em menos de 3 minutos.
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Oficio n® 203/2018 AUIN

Sao Paulo, 16 de julho de 2018.

llustrissimo Senhor

Prof. Dr. Sandro Roberto Valentini

Reitor

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO” — UNESP

Assunto: Designacao de procurador junto ao Instituto Nacional da Propriedade
Industrial — INPI

llustrissimo Senhor Reitor,

1. A Agéncia Unesp de Inovagdo — AUIN, por meio de sua Geréncia de
Propriedade Intelectual, realiza junto ao Instituto Nacional da Propriedade Industrial —
INPI e outras instituicdes competentes o requerimento e acompanhamento dos direitos

de propriedade intelectual de invencées de titularidade da UNESP.

2. Para tal, faz-se necessaria a outorga dos poderes da UNESP, como
titular dos direitos de propriedade intelectual de suas inveng¢des, para um procurador

gue a represente legalmente junto ao INPI.

3. Isto posto, vimos por meio deste solicitar a designagao do Gerente de
Propriedade Intelectual, Renan Padron Almeida, como procurador da UNESP junto ao

INPI, mediante assinatura da Procuracado anexa a este oficio.

4. Sem mais para o momento, aproveitamos a oportunidade para

manifestar a Vossa Senhoria protestos de consideracao e apreco.
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Respeitosamente,

v1va |

Y 1K é.. 4 h
Prof. Dr. Wagner Cotroni Vdlenti
Diretor Executivo

Agéncia Unesp de

\
i

Agéncia UNESP de Inovagéao

Rua Quirino de Andrade, 215 — 9° andar - Centro

CEP. 01049-010, Sao Paulo - Estado de Séao Paulo - Brasil
Fone: +55 11 5627 0696 - e-mail: auin@unesp.br
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PROCURAGAO

Pelo presente instrumento,

a UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO” -
UNESP, autarquia estadual de regime especial, criada pela Lei n° 952 de
30.01.1976, com sede na Rua Quirino de Andrade, 215, Centro, CEP 01.049-
010, Sao Paulo/SP, inscrita no CNPJ/MF sob n° 48.031.918/0001-24,
doravante designada simplesmente UNESP, neste ato, representada por seu
Magnifico Reitor, Prof. Dr. SANDRO ROBERTO VALENTINI, de acordo com o

Art. 34, | de seu Estatuto, ou quem legalmente o substitua,

nomeia e constitui seu procurador, RENAN PADRON ALMEIDA, brasileiro,
portador do RG n° 43.746.608-5, SSP/SP, inscrito no CPF/MF sob o n°
337.783.018/96,

outorgando-lhe poderes para representa-la perante o Instituto Nacional da
Propriedade Intelectual — INPI e outras instituicbes competentes, para o fim de

requerer e processar direitos de propriedade intelectual, tais como patentes de

Agéncia UNESP de Inovagao
Rua Quirino de Andrade, 215 — 9° andar - Centro
CEP. 01049-010, Sao Paulo/SP - Brasil

Fone: +55 11 5627 0696 - e-mail: auin@unesp.br
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invengao, de modelos de utilidade, desenhos industriais, registros de marcas
de produto, de servico, coletivas ou de certificagcdo, de indicagdes geograficas,
cultivares, direitos de autor, de programas de computador e manté-los em vigor
com amplos e ilimitados poderes para assinar peticbes, autorizagdes para
copias, termos de cessao de direitos, termos de gestdao e compartiihamento de
propriedade intelectual, documentos diversos relacionados ao processo
administrativo de protecao de direitos de propriedade intelectual, incluindo, mas
nao se limitando, aos documentos ja utilizados pelo INPI, bem como aqueles
que vierem a ser adotados e utilizados para instrugao processual de patentes,
modelos de utilidades, marcas, desenhos industriais e programas de
computador, pagar taxas, retribuicbes, impostos, fazer prova de uso das
invencdes patenteadas ou das marcas registradas, efetuar pagamentos e
receber restituicbes, dando as respectivas quitagcdes, apresentar oposigoes,
recursos, réplicas, desistir, renunciar, anotar, averbar contratos de licenca e
transferéncias de tecnologia, elaborar notificacdes extrajudiciais, requerer
prorrogacao dos prazos de protecado, fazer declaragdes, opor, protestar,
impugnar, recorrer, pedir reconsideracdo, manifestar-se sobre oposi¢cdes e
recursos, obter vista de processos, cumprir exigéncias, apresentar defesas
escritas ou orais, desistir, replicar, transigir, receber, juntar e retirar
documentos, requerer caducidade e contestar pedido de caducidade, requerer
e contestar nulidade administrativa e licenga compulséria, preencher qualquer
tipo de formalidade, requerer anotacado e averbacao de cesséo, alteragdes de
nome e sede, proceder a publicagdo de editais de chamamento para instruir,
elaborar, firmar e acompanhar contratos de transferéncia de tecnologia e/ou de

licenciamento com exclusividade ou nado, e praticar para o fim mencionado

Agéncia UNESP de Inovacao
Rua Quirino de Andrade, 215 — 9° andar - Centro
CEP. 01049-010, Sao Paulo/SP - Brasil

Fone: +55 11 5627 0696 - e-mail: auin@unesp.br

Peti¢&o 870180068113, de 06/08/2018, pag. 9/31
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todos os atos necessarios perante as autoridades administrativas competentes

no Brasil em beneficio da Outorgante.

Sao Paulo, 16 de julho de 2018.

22 TAR,

e Mo N

UNESP

pl Prof. Dr. Sandro Roberto Valentini
Reitor

SERGIO ROBERTO NOBRE
/ICE-REITOR NO EXERCICIO DA REITORIS

Reconhet;o a ﬂrmn cofy
ROBER OBRE, do qle

Em tes® da verdad

Sio Paulo/Capital,

: Valor 3 cebldc RS 9,2%
*Valido someiite com selo

spagos por verba®

Agéncia UNESP de Inovagao
Rua Quirino de Andrade, 215 — 9° andar - Centro
CEP. 01049-010, Sao Paulo/SP - Brasil

Fone: +55 11 5627 0696 - e-mail: auin@unesp.br
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TERMO DE CESSAO DE DIREITOS SOBRE PROPRIEDADE INTELECTUAL

Cedentes: 1. VALBER DE ALBUQUERQUE PEDROSA, brasileiro, solteiro, professor, inscrito no CPF/MF sob o
n°® 022.489.234-73, portador do documento de identidade RG n° 1.008.979, SSP/SP, residente em Botucatu (SP),
na Rod. Domingos Sartori Km 1,4, CEP 18.607.621; 2. CAROLINE RODRIGUES BASSO, brasileira, solteira,
aluna, inscrito no CPF/MF sob o n° 381.669.638-41, portador do documento de identidade RG n° 46.223.769-2,
SSP/SP, residente em Botucatu (SP), na Rua José Simées, 213, Jardim Reflorenda, CEP 18.605.315

Cessionaria: UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO” - UNESP, autarquia
estadual de regime especial, criada pela Lei n° 952 de 30.01.1976, devidamente inscrita no CNPJ/MF sob o n°
48.031.918/0001-24, com sede na Rua Quirino de Andrade, 215, Centro, Sdo Paulo (SP), CEP 01.049-010.

Pelo presente instrumento, nesta e na melhor forma de direito, os Cedentes autorizam a Cessionaria a depositar
o pedido de patente intitulado “METODO DE DETECGAO DE DOENGA VIRAL E KIT DIAGNOSTICO” junto ao
Instituto Nacional da Propriedade Industrial, cedendo todos os direitos patrimoniais a ele relativos na forma e
para os fins do disposto na Lei 9.279 de 14.05.1996 e Lei 8.666 de 21.06.1993, Artigo 111, a titulo gratuito, sem
qualquer restricdo quanto a forma, tempo ou lugar, desde ja ficando autorizadas quaisquer alteracées que
venham a ser consubstanciadas em futuras atualizagdes, modificagdes ou derivagdes tecnolégicas.

Por ser a expressdo da verdade, este documento é firmado na presenca de duas testemunhas que também o

assinam.
Jaboticabal, 28 de junho de 2018.
Cedentes:
Tooslonk . Paaay
VALBER DE ALBUQU RQUE PEDROSA CAROLINE RODRIGUES BASSO

Cessionaria:

UNIVERSIDADE E DUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO” — UNESP

RO ROBERTO VALENTIN!

, REITOR
Testemunhas: (
/v fr r 4= ] . D
1,/[ mien BandS Seuned cvoliorn
1. KeyIa Santos Bento 2. Sabrina Paduan
CPF/MF: 323.669.268-55 CPF/MF: 389.723.218-93
17°AUIN081

Agéncia UNESP de Inovagéo

Rua Quirino de Andrade, 215 — 9° andar - Centro

CEP. 01.049-010, Séo Paulo - Estado de Sao Paulo - Brasil

Fone: +55 11 5627-0196 / 0692 - E-mail: auin@unesp.br Pagina 1 de 1
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DECLARAGAO NEGATIVA DE ACESSO A RECURSOS DO PATRIMONIO GENETICO

Titulo: METODO DE DETECCAO DE DOENCA VIRAL E KIT DIAGNOSTICO

Titular: Universidade Estadual Paulista "Julio De Mesquita Filho”

Inventores: VALBER DE ALBUQUERQUE PEDROSA e CAROLINE RODRIGUES
BASSO

Nés, inventores abaixo assinados, declaramos que o objeto do presente pedido
de patente ndo foi obtido em decorréncia de acesso a amostra de componente do patriménio

genético brasileiro; o acesso foi realizado antes de 30 de junho de 2000 ou nio se aplica.

Botucatu, 28 de junho de 2018.

VALBI\:!gﬂ)M ?/ COJ@XWQG) o

E ALBUQ ERQ‘ITJEBI}EDROSA CAROLINE RODRIGUES BASSO

Agéncia UNESP de Inovagdo
Rua Quirino de Andrade, 215 Bairro: Centro - 01049-010 - Sdo Paulo, SP - Brasil
Fone: +55 11 5627 0696 - E-mail: auin@unesp.br

Peticao 870180068113, de 06/08/2018, pag. 12/31



1/ 13

METODO DE DETECGAO DE DOENGA VIRAL E KIT DIAGNOSTICO

Campo da invencgdo:

[1] A presente invencdo se aplica no campo da saude
humana, de forma mais especifica na &rea de diagndstico de
doencas virais, e faz referéncia a um método de deteccdo de
doenca viral, especificamente do virus da dengue, usando
nanoparticulas de ouro modificadas com anticorpos.

[2] O método proposto ¢é baseado em ressonancia
plasmatica de superficie localizada (LSPR) para a deteccédo
rédpida e sensivel do wvirus ou proteinas virais da dengue
(quatro sorotipos) através da ligacdo antigeno - anticorpo.

Fundamentos da invencdo:

[3] A dengue é uma doenca viral infecciosa causada
por um dos quatro sorotipos distintos DENV 1, 2, 3 ou 4.
Este é& um flavivirus (familia de Flaviviridae) transmitido
aos seres humanos através da picada de mosquitos fémeas da
espécie Aedes Aegypti e, em menor frequéncia, da espécie
Aedes Albopictus.

[4] Dados da Organizacdo Mundial da Salde mostram que
a dengue continua sendo um grande problema de saude nas
regides tropicais e subtropicais do mundo.

[5] O virus da dengue causa febre alta (40°C), dores
de cabeca severas, dores nos olhos, dores musculares e
articulares, nduseas, voOmitos, inchaco das glédndulas ou
erupcdes cutlneas gque podem evoluir para casos mais graves,
como a febre hemorrdgica da dengue (DHF) e sindrome de
choque de dengue (DSS). Estes sintomas sdo relatados cerca
de 10 dias apds a inoculacdo do virus no ser humano (o
periodo de incubacdo do virus no hospedeiro varia de 4 a 10

dias) .

Petica0 870180068113, de 06/08/2018, pag. 13/31
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[6] Apbs a infeccdo com um sorotipo especifico da
doenca, o doente torna-se imune ao referido sorotipo, porém
ndo aos outros 3 tipos. Quando a reinfeccdo ocorre com uma
estirpe diferente, os sintomas da doenca sdo potencialmente
agravados porque o0s anticorpos da primeira infeccdo podem
ligar-se ao virus sem o0s neutralizarem.

[7] O diagnéstico da dengue é feito, principalmente,
por sinais clinicos apresentados pelo paciente, seguido de
testes laboratoriais como as imunoglobulinas M e G (IgMe
IgG), reacdo em cadeia da polimerase com transcricdo
reversa, ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) e
detecgcdo da proteina ndo estrutural 1 (NS1). No entanto,
cada um destes testes possui suas limitacdes, como falta de
especificidade e sensibilidade.

[8] Dentre as desvantagens, as técnicas citadas né&o
sdo suficientemente especificas e sensivels para serem
utilizadas como um instrumento de diagnéstico isolado,
exigindo exames complementares e tempo para obtencdo dos
resultados, incluindo alto custo. A infecciosidade humana e
seu diagnéstico podem ser influenciados também pela
presenca de outros arbovirus co-circulantes, principalmente
o virus zika.

[9] Nos Ultimos anos, as nanoparticulas metdlicas tém
sido amplamente utilizadas no diagndéstico de doencgas
relacionadas a humanos utilizando biossensores.

[10] Particularmente, os biossensores qgque compreendem
nanoparticulas de ouro tém atraido muita atencdo e tém sido
amplamente utilizados para aparelhos de diagndéstico devido
a sua facilidade de sintese, baixo custo, simplicidade,

praticidade, tamanho, forma, propriedades bpticas e
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funcionalidade da sua superficie com os mais diferentes
ligandos (sejam eles anticorpos, enzimas, aptémeros ou
adcidos nucléicos, dentre outros).

[11] O uso de nanoparticulas de ouro na produgdo de
imunoensaios difere de outros materiais devido sua alta
sensibilidade e oscilacdo coletiva dos elétrons condutores
dos atomos de ouro, chamada de ressondncia de plasmbénica de
superficie localizada (LSPR).

[12] A LSPR é formada por duas bandas de absorcédo de
plasma. A primeira refere-se a banda de plasma longitudinal
(PL), responsavel pela dispersdo e absorcdo da luz ao longo
do eixo longo da particula, relacionando a regido visivel a
regido prdéxima ao espectro eletromagnético. A segunda banda
corresponde ao plasma transversal (PT), responsavel pela
dispersdo e absorcdo da luz ao longo do eixo curto da
particula, no gqual, normalmente, as nanoparticulas de ouro
na regido visivel do espectro eletromagnético mostram uma
absorcdo madxima em cerca de 520 nm.

[13] A solucdo de nanoparticulas de ouro apresenta uma
cor vermelha intensa quando dispersa, por causa da absorcédo
no verde. Apds a Dbioconjugacdo, a faixa de extincdo se
altera a vermelho, produzindo uma solucdo azul/puUrpura,
devido a formacdo de agregados.

[14] A alteracdo visual na cor vem sendo utilizada no
desenvolvimento de véarios biossensores colorimétricos para
deteccdo de doencas como Alzheimer, Mycoplasma pneumonia,
bacteridéfagos, deteccdo de antigeno especifico da proéstata
(PSA), proteina associada ao HIV, E. coli e salmonela,

virus da gripe, deteccdo de analitos de &acidos nucléicos
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para moléculas pequenas, atividade da nuclease,
imunoglobulinas e DNA.

[15] A deteccéo destas doencas também pode ser
realizada utilizando uma solucdo de nanoparticulas de ouro
em medidas quantitativas com um espectrofotdmetro
ultravioleta visivel (UV-Vis), gerando maior sensibilidade
e limites de deteccdo mais baixos (LOD).

[16] Portanto, ao contrario dos métodos convencionais
ja citados para a deteccdo da dengue, a presente invencéo
se refere a um método de deteccdo de doencas virais usando
nanoparticulas de ouro (AuNPs) modificadas com anticorpos,
mais especificamente, um método colorimétrico para a
deteccdo réapida e sensivel dos quatro sorotipos da dengue
(DENV 1, DENV 2, DENV 3 e DENV 4).

[17] O referido método utiliza a ligacdo em tempo real
do antigeno ao conjugado formado pelo anticorpo e pelas
nanoparticulas de ouro, com sensibilidade e especificidade
comparadas aquelas observadas em técnicas mais modernas,
como RT-gPCR.

[18] A invencdo ainda prevé um kit diagnéstico, o qual
compreende a referida nanoparticula de ouro, gque permite
uma analise instantdnea da amostra de interesse e
proporciona uma resposta em menos de 3 minutos.

Estado da técnica:

[19] Alguns documentos do estado da técnica descrevem
um método para deteccdo de doencas virais.

[20] Os documentos CN 205679623, CN 202886382 e CN
101726593 A descrevem métodos e kits para deteccdo rapida
do wvirus da dengue, por meio de teste em fita de papel

contendo antigenos do virus.
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[21] No documento us 2017/166890, sao descritos
compostos conjugados de DNAzymes e nanoparticulas de ouro
com capacidade de deteccdo de &cidos nucleicos, bem como
procedimentos para obtencdo e uso destes compostos para
detecgdo de material genético de agentes infecciosos, como
virus da dengue e chikungunya.

[22] Em CN 106771123, faz-se referéncia a um método de
detecgcdo de antigenos do virus da dengue por testes
imunoldégicos e wutilizacdo de anticorpos e particulas de
ouro e TW 200519371 descreve-se um 1munossensor com
eletrodo de ouro para deteccdo de anticorpos contra o virus
da dengue (e ndo o virus em si).

[23] Diferentemente, a presente invencdo se refere a
um método colorimétrico de deteccdo de doencas virais, mais
especificamente, do virus da dengue, em que o referido
método utiliza nanoparticulas de ouro modificadas com
anticorpos contra o virus de interesse.

[24] Uma das vantagens desta técnica em relacdo as
técnicas j& existentes estd no fato de que esta se baseia
em andlise colorimétrica utilizando nanoparticulas de ouro,
que tém caracteristicas uUnicas em comparacdo com outros
materiais, tais como boa biocompatibilidade e féacil
conjugagdo a proteinas.

[25] Deste modo, nenhum dos documentos do estado da
técnica descreve um método de deteccdo de doencas virais e
kit tal como agqui proposto.

Breve descrig¢do da invengédo:

[26] Esta invencdo faz referéncia a um método de
deteccdo de doenca viral, especificamentedo virus da dengue

usando nanoparticulas de ouro (AuNPs) modificadas com
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anticorpos.

[27] O método proposto ¢é baseado em ressonancia
plasmatica de superficie localizada (LSPR) para a deteccédo
rapida e sensivel do virus ou proteinas virais da dengue
através da ligac&o antigeno - anticorpo.

[28] A presente invencdo ainda prevé um kit
diagndéstico para a deteccédo rapida e sensivel da doenca, em
que a ligagdo em tempo real do antigeno ao conjugado
anticorpo - nanoparticulas de ouro permite uma analise
instantdnea da amostra de interesse e proporciona uma
resposta em menos de 3 minutos.

Breve descricdo das figuras:

[29] Para obter uma total e completa visualizacdo do
objeto desta invencdo, sdo apresentadas as figuras as quais
se faz referéncias, conforme se segue.

[30] A Figura 1 representa graficamente as etapas de
modificacdes na superficie das nanoparticulas de ouro pelo
espectro de UV-Vis até a detecgdo do wvirus da dengue
utilizando a técnica de LSPR.

[31] A Figura 2 representa graficamente o teste com o
virus interferente (zika virus) com o objetivo de comprovar
a especificidade da metodologia.

[32] A Figura 3 representa graficamente a
sensibilidade da metodologia na detecgdo do virus da dengue
em diferentes diluicgdes.

Descricdo detalhada da invengédo:

[33] A presente invencdo se refere a um método de
deteccédo réapida e sensivel do virus ou proteinas virais
através da ligacdo antigeno - anticorpo. O referido método

faz uso da técnica de ressonédncia plasmatica de superficie
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localizada (LSPR).

[34] O método proposto utiliza nanoparticulas de ouro
modificadas com anticorpos, também objeto da presente
invencé&o.

[35] Em uma modalidade preferida da invencgdo, o método
detecta a presenca do virus da dengue. No entanto, esta
tecnologia pode detectar qualquer doenca virdtica, desde
que o anticorpo utilizado esteja de acordo com a doenca
virdética investigada.

[36] O método de deteccdo da invencdo compreende as

etapas de:

a) Obtencdo de nanoparticulas de ouro;

b) Obtencdo da solucao de MUA;

c) Obtencdo da solucdo de EDC/NHS;

d) Adicdo do anticorpo monoclonal especifico para a

doenca investigada.
[37] As etapas do método aqui proposto estdo mais bem
detalhadas a seguir.

A) Obtencdo de nanoparticulas de ouro:

A)Y ”

[38] Na etapa “a”, prepara-se uma solucdo de sal de
ouro de 0,001 a 0,10g, preferencialmente 0,004g de HAuCl,
em 1 a 1000mL, preferencialmente 10 mL de &agua.

[39] Logo apds, prepara-se uma solucdo de 0,01 a 1,0qg,
preferencialmente 0,1 g de citrato de sdédio dihidratado em
1 a 1000mL, preferencialmente 10 mL de &gua.

[40] Subsequentemente, 0,1 a 100mL, preferencialmente
10 mL da solucdo de sal de ouro é colocada em um recipiente
sob agitacéo em que varia de 100 a 300 rpm,
preferencialmente 200 rpm, a temperatura que varia de 10 a

500°C, preferencialmente 270°C, durante o periodo que varia
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de 01 a 60 minutos, preferencialmente 40 minutos. Desse
modo, adiciona-se de 0,1 a 100mL, preferencialmente 2 mL da
solugcdo de citrato de sdédio dihidratado, sob agitacdo que
varia de 100 a 300 rpm, preferencialmente 200 rpm e sob
aquecimento que varia de 100 a 1000°C, preferencialmente
270 °C, até a mudanca de cor da solucdo para o vermelho.

[41] Assim, a solucdo de nanoparticulas de ouro obtida

A\Y 44

na etapa “a” é resfriada a temperatura ambiente sob abrigo

de luz e armazenada em geladeira a 5 °C.

A\Y ”

[42] Vale ressaltar que a etapa “a” é realizada para
modificar as nanoparticulas de ouro através da deposicdo de
monocamadas auto-organizadas (SAM) utilizando alcanotidis.

B) Obtencdo da solucdo de MUA:

[43] Na etapa “b”, prepara-se uma solugdo de 1,0 mol
L' de Acido ll-mercaptoundecénoico (MUA) em etanol.

[44] Em seguida, mistura-se de 0,05 a 2000 gL,
preferencialmente 10 uL da solucdo de MUA obtida, em 0,05 a
200 mL, preferencialmente em 4,00 mL de etanol, resultando,
assim, na solucdo final a ser utilizada na prdéxima etapa.

C) Obtencdo da solucdo de EDC/NHS:

[45] Na etapa “c¢”, para a obtencdo da solucao,
adiciona-se de 0,05 a 2000 pL, preferencialmente 100 uL da
solucéo obtida na etapa Yo em um microtubo de
centrifugacdo com volume de 0,2 a 10mL, preferencialmente 5
mL juntamente com 0,1 a 100mL, preferencialmente 2 mL da

A\Y

solucdo de nanoparticulas de ouro obtida na etapa “a”
[46] Esse preparo é realizado em temperatura que varia
de 5 a 30 °C, preferencialmente 20 °C sob agitacdo que

varia de 100 a 300 rpm, preferencialmente 200 rpm, entre 40

e 180 minutos, preferencialmente 40 minutos.
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[47] Posteriormente, adiciona-se a solucdo obtida
anteriormente, 0,05 a 2000uL, preferencialmente 100 uL da
mistura de 1:1 de l-etil-3-(3-dimetilaminopropil) -
carbodiimida (EDC) preparado dissolvendo de 0,01 a 1,0 g,
preferencialmente 0,38 g em 1,0 a 20 mL, preferencialmente
5,0 mL de &gua deionizada e N-hidroxisuccinimida, preparado
dissolvendo de 0,01 a 1,0 g, preferencialmente 0,057 g em
1,0 a 20 mL, preferencialmente 5,0 mL de &gua deionizada,
em temperatura que varia de 0 a 30 °C, preferencialmente 20
°C sob agitacdo que varia de 100 a 300 rpm,
preferencialmente 200 rpm, por um periodo de tempo gue
varia de 01 a 60 minutos, preferencialmente 40 minutos.

D) Adigcdo do anticorpo:

[48] Na etapa “d”, adiciona-se em temperatura que
varia de -10 a 10°C, preferencialmente 0°C, de 10 a 1000
uL, preferencialmente 200uL de anticorpo monoclonal contra
0os quatro sorotipos da dengue, sob agitacdo que varia de
100 a 300 rpm, preferencialmente 200 rpm por um periodo de
tempo que varia de 01 a 60 minutos, preferencialmente 40
minutos.

E) Adicdo do virus da dengue:

[49] Por fim, uma mistura com 100 uL dos sorotipos
DENV 1, DENV 2, DENV 3 e DENV 4, foi adicionada em um
recipiente especifico e agitado.

[50] Dessa mistura, 200 uL foi adicionado a solucéo
obtida anteriormente, em temperatura que varia de -10 a
30°C, preferencialmente 0°C sob agitacdo que varia de 100 a
300 rpm, preferencialmente 200 rpm por um periodo de tempo
que varia de 01 a 60 minutos, preferencialmente 40 minutos.

[51] A solucdo de nanoparticulas de ouro antes e apds
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cada etapa de modificacdo (A, B, C, D e E), foi medida
utilizando um equipamento de UV-Vis, que forneceu graficos
por meio da técnica de LSPR, indicando a deteccdo do wvirus
da dengue através da ligacdo especifica antigeno-anticorpo.

Testes Realizados:

- Resultados do método com amostras:

[52] A detecgdo de virus da dengue foi realizada por
meio da ligacdo especifica entre o anticorpo e o antigeno.

[53] Todos os passos de modificacdes de superficie das
nanoparticulas de ouro foram monitorados usando técnicas de
espectroscopia LSPR e o0s resultados obtidos por meio do
equipamento UV-Vis estdo demonstrados na figura 1.

[54] Como pode ser observado, nanoparticulas de ouro
exibiram um pico em 525 nm (linha preta). A etapa seguinte
do método (etapa B) conduziu a um deslocamento do pico para
527 nm, indicando a modificacdo com as monocamadas auto-
organizadas (MUA) (linha wvermelha).

[55] As MUA consistem em grupo tiol na extremidade da
ligacdo com a nanoparticula contendo um grupo SH ligado a
um dtomo de carbono, andlogos de enxofre de &lcoois.

[56] ©Na sua outra extremidade, estd presente um grupo
carboxilico que foi ativado com solucdo de EDC-NHS (etapa
C) criando ligacdes covalentes com as aminas dos
anticorpos. Apds a ativacdo, houve um deslocamento para 529
nm (linha verde).

[57] Apdbs a conjugacdo do anticorpo (etapa D), o pico
deslocou para 533 nm, indicando que ocorreu a ligacdo. A
técnica LSPR permite detectar alteragcdes no 1indice de
refracdo da amostra devido a mudancas ocorrida na

superficie das nanoparticulas (linha azul).
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[58] A modificagdo na superficie das nanoparticulas
diminui a &rea de interacdo com uma luz polarizada da LSPR
proporcionando um decaimento continuo na absorbincia,
proporcionando uma maior transmitdncia da luz.

[59] Uma mistura com o0s quatro sorotipos do virus da
dengue (1, 2, 3 e 4) foi adicionado (etapa E) e a reducao
no pico da absorbancia foi mantido, com deslocamento no
comprimento de onda para 549 nm.

[60] O resultado é atribuido a um aumento no indice de
refracdo local em relacdo a ligacdo anticorpo-antigeno
(linha rosa).

[61] Vale ressaltar que todo experimento durou cerca
de 2:60 horas.

- Especificidade e Sensibilidade do método:

[62] Para verificar a especificidade do anticorpo
anti-DENV em detectar apenas o virus da dengue, garantindo,
assim, a eficdcia do experimento, o virus zika (ZIKV) foi
testado como interferente, uma vez gque O mesmo pode
fornecer uma resposta falso-positiva e invalidar os
resultados obtidos.

[63] O espectro do UV-Vis referente ao ZIKV ¢&
demonstrado na figura 2, mostrando todas as etapas de
modificacdo ocorridas na superficie das nanoparticulas de
ouro com MUA, EDC-NHS, anticorpo anti-DENV e ZIKV (linhas
preta, vermelha, verde, azul e laranja, respectivamente).

[64] Comparando os graficos obtidos em cada etapa do
experimento, observa-se gue houve deslocamento no
comprimento de onda para 533 com reducdo no pico da
absorbédncia até o anticorpo.

[65] Quando o ZIKV foi adicionado a solucdo, foi
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possivel observar um aumento na absorbdncia e ndo houve
deslocamento do comprimento de onda (526 nm), demonstrando
que n&o houve ligacéo do virus com o complexo
nanoparticulas-anticorpos.

[66] Ainda, a eficiéncia em detectar o virus da dengue
em diferentes diluicdes foi testada, confirmando a
sensibilidade da metodologia, conforme mostrado na figura
3.

[67] A concentracdo do virus utilizada no experimento
foi estimada utilizando cédlculos deDICTso/mL e a quantidade
de virus encontrada foi de 107 virus/mL.

[68] O teste com diferentes diluig¢des demonstrou
alteracdes na absorbancia, indicando que o limite de
deteccdo para o virus da dengue foi de 1-200 pL em tampéo
fosfato (PBS, pH 7,4), o que indica que, gquanto menos
diluida estiver a amostra, menor serd sua absorbancia.

[69] A insercdo do gréafico na figura 3 mostra que o
ajustamento linear ao grédfico da absorbédncia em funcdo do
indice de refracdo proporcionou uma resposta linear R=
0,996.

[70] Todos 0s experimentos foram realizados em
triplicata. O desvio padrdo relativo (RSD) foi de 6,0%,
mostrando uma boa reprodutibilidade da ©preparacdo do
imunossensor.

- Viabilidade do método:

[71] A wviabilidade da metodologia foi validada
comparando os resultados obtidos com as metodologias de RT-
gPCR e ELISA e os acertos médios positivos estdo na faixa
de 98,0%.

[72] Esse resultado indica que o método desenvolvido
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para produgdo do imunossensor apresenta alta sensibilidade
e especificidade em detectar apenas o virus da dengue.

[73] Deste modo, a metodologia apresenta resultados
confiaveis e réapidos sobre o diagndéstico do virus da
dengue, apresentando-se como uma alternativa para andlises
demoradas e de alto custo.

[74] Os versados na arte valorizardo os conhecimentos
aquli apresentados e poderdo reproduzir a invencdo nas
modalidades apresentadas e em outras variantes, abrangidas

no escopo das reivindicagdes anexas.
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REIVINDICACOES

1. Método de deteccdo de doenca viral caracterizado

pelo fato de compreender as etapas de:

a) Obtencdo de nanoparticulas de ouro;

b) Obtencadao da solucao de MUA;

c) Obtencdo da solucdo de EDC / NHS;

d) Adigcdo do anticorpo monoclonal especifico para a

doenca investigada.
2. Método, de acordo com a reivindicacédo 1,

caracterizado pelo fato de, na etapa A, as nanoparticulas

serem obtidas a partir do preparo de uma solucdo de sal de
ouro de 0,001 a 0,10 g, preferencialmente 0,004 g de HAuCl,
em 1 a 1000 mL, preferencialmente 10 mL de &agua.

3. Método, de acordo com a reivindicacéo 2,

caracterizado pelo fato de ser preparada uma solugdo de

0,01 a 1,0 g, preferencialmente 0,1 g de citrato de sdédio
dihidratado em 1 a 1000 mL, preferencialmente 10 mL de
agua.

4. Método, de acordo com a reivindicacdo 2 ou 3,

caracterizado pelo fato de 0,1 a 100 mL, preferencialmente

10 mL da solucdo de sal de ouro,ser colocada em um
recipiente sob agitacdo em rotacdo que varia de 100 a 300
rpm, preferencialmente 200 rpm e sob temperatura que varia
de 10 a 500 °C, preferencialmente 270 °C, por um periodo de
tempo que varia de 01 a 60 minutos, preferencialmente 40
minutos, seguida da adicéo de 0,1 a 100 mL,
preferencialmente 2 mL da solucdo de citrato de sédio
dihidratado, sob agitacdo gque varia de 100 a 300 rpm,
preferencialmente 200 rpm, e sob aquecimento que varia de

100 a 1000 °C, preferencialmente 270°C, sendo a solucdo de
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nanoparticulas obtida posteriormente resfriada a
temperatura ambiente sob abrigo de luz e armazenada a 5 °C.
5. Método, de acordo com a reivindicacéo 1,

caracterizado pelo fato de, na etapa “b”, de 0,05 a 2000

uL, preferencialmente 10 uL de uma solucdo de é&cido 11-
mercaptoundecanoico (MUA) ser adicionada em 0,05 a 200 mL,
preferencialmente em 4,0 mL de etanol.

6. Método, de acordo com a reivindicacédo 1,

caracterizado pelo fato de, na etapa “c¢”, de 0,05 a 2000

uL, preferencialmente 100 pL da solugdo obtida na etapa “b”
ser adicionada a de 0,1 a 100 mL, preferencialmente 2 mL da
solucdo de nanoparticulas de ouro obtida na etapa “a” sob
agitacdo que varia de 100 a 300 rpm, preferencialmente 200
rpm entre 40 e 180 minutos, preferencialmente 40 minutos.
7. Método, de acordo com a reivindicacéo 1,

caracterizado pelo fato de 0,05 a 2000 uL,

preferencialmente 100 uL, da mistura de 1:1 de EDC e de N-
hidroxi succinimida ser adicionada a solucdo obtida
anteriormente em temperatura que varia de 0 a 30°C,
preferencialmente 20 °C, sob agitacdo que varia de 100 a
300 rpm, preferencialmente 200 rpm por um periodo de tempo
de 01 a 60 minutos, preferencialmente 40 minutos.

8. Método, de acordo com a reivindicacéo 1,

caracterizado pelo fato de, na etapa “d”, de 10 a 1000 uL,

preferencialmente 200 wpL de anticorpo monoclonal ser
adicionado em temperatura gque varia de -10 a 10°C,
preferencialmente 0°C sob agitacdo que varia de 100 a 300
rpm, preferencialmente 200 rpm por um periodo de tempo de
01 a 60 minutos, preferencialmente 40 minutos.

9. Método, de acordo com a reivindicacéo 1,
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A\Y

caracterizado pelo fato de, na etapa “e”, uma mistura com

100 pL dos sorotipos DENV 1, DENV 2, DENV 3 e DENV 4 ser
adicionado a solugdo obtida anteriormente, em temperatura
que varia de -10 a 30 °C, preferencialmente 0°C, sob
agitacd&o que varia de 100 a 300 rpm, preferencialmente 200
rpm por um periodo de tempo de 01 a 60 minutos,
preferencialmente 40 minutos.

10. Kit diagndéstico caracterizado ©pelo fato de

compreender nanoparticulas de ouro modificadas com
anticorpos, preferencialmente anticorpos monoclonais

especificos para o virus da dengue.
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Resumo
METODO DE DETECCAO DE DOENCA VIRAL E KIT DIAGNOSTICO

A presente invencdo faz referéncia a um método de
detecgdo de doenca viral,especificamente do virus da dengue
usando nanoparticulas de ouro (AuNPs) modificadas com
anticorpos.

O método proposto é baseado em ressondncia plasmética
de superficie localizada (LSPR) para a deteccdo rapida e
sensivel do wvirus ou proteinas virais da dengue através da
ligacdo antigeno-anticorpo.

A presente invencdo ainda prevé um kit diagndstico
para a deteccdo rapida e sensivel da doenca, em que a
ligacdo em tempo real do antigeno ao conjugado anticorpo -
nanoparticulas de ouro permite uma andlise instantédnea da
amostra de interesse e proporcionauma resposta em menos de

3 minutos.
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